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El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) se basa en la sustitucion
completa de una hematopoyesis enferma por la de un donante sano, y a dia de hoy constituye la Unica
opcién curativa en multiples patologias. No obstante, es un tratamiento altamente complejo que
requiere un control muy estrecho de los pacientes. La cuantificacion de ADN de donante y de receptor,
o andlisis del quimerismo, constituye una herramienta para monitorizar el éxito del procedimiento y
es crucial en el diagndstico y manejo de algunas complicaciones. El objetivo de este trabajo consistié
en analizar y comparar la dindmica del quimerismo en sangre periférica (SP), médula dsea (MO) y
linajes leucocitarios y estudiar su relacién con factores pretrasplante y con el desarrollo de
complicaciones. Se analizé el quimerismo en 199 pacientes que recibieron alo-TPH en el Hospital

General Universitario Gregorio Maraindn entre los afios 2010 y 2015. El andlisis se realizé mediante
PCR de microsatélites en SP y MO totales y en diferentes linajes leucocitarios separados mediante
tecnologia inmunomagnética. Se encontraron diferencias en la adquisicion de quimerismo completo
(QC) entre los distintos compartimentos celulares, siendo mas temprana en células mieloides (CM),
células natural killer y linfocitos B que en SP y en linfocitos T (LT). El estudio del quimerismo en SP y LT
resultd altamente informativo en el diagnéstico de fracaso del injerto. Sin embargo, el andlisis del
guimerismo en CM resultd ser superponible al de SP total y no se correlaciond con el desarrollo de
complicaciones. En el estudio de los factores pretrasplante, se encontré relacion entre la dindmica del
quimerismo y la edad del paciente al alo-TPH, la enfermedad de base, la intensidad de tratamiento
guimioterdpico previo, el tipo de donante y la situacién de la enfermedad al alo-TPH. Los pacientes
que recibieron un alo-TPH haploidéntico adquirieron QC de forma mas temprana en todos los linajes
leucocitarios. En cuanto a las complicaciones postrasplante, no se encontré relacién entre el estatus
del quimerismo y el desarrollo de enfermedad injerto contra receptor aguda o crdnica, si bien se
necesitaria ampliar el tamafio muestral del trabajo para poder tener en cuenta las modificaciones de
la inmunosupresién y estudiar mejor esta asociacion. Si se encontré mayor incidencia de recaida en
aquellos receptores de alo-TPH de donante emparentado con quimerismo mixto (QM) en MO a dia
+30, asi como en los pacientes con diagndstico de leucemia aguda mielobldstica y QM a dia +30 en
células CD34+ purificadas de MO. Por U
correlaciond con una mejor supervivencia global. En conclusién, el quimerismo presenta una dindmica

timo, la adquisicion precoz de QC en SP, LT y MO se

muy diferente en funcién del compartimento celular estudiado y de distintos factores dependientes
del paciente y del procedimiento, y su estudio puede ayudar a comprender mejor los mecanismos
biolégicos que subyacen al éxito o fracaso del alo-TPH. Por lo tanto, el quimerismo constituye una
prueba diagndstica necesaria en la practica clinica habitual para la monitorizacién del prendimiento y
el diagndstico de fracaso del injerto, y es altamente informativa como prueba complementaria en el
diagndstico y manejo de otras complicaciones.



Allogeneic hematopoietic stem cell transplant (allo-HSCT) consists in the complete
replacement of a damaged haematopoiesis by another from a healthy donor. It is nowadays the only
curative option for different diseases. However, it is a highly complex treatment, which requires strict
monitoring of patients. Chimerism analysis (donor and recipient DNA quantification), is a useful tool
in assessing adequate evolution of the procedure and it is crucial in diagnosing and managing several
complications. Our objective was to analyse and compare chimerism dynamics in peripheral blood
(PB), bone marrow (BM) and leukocyte linages as well as to study the relationship between chimerism
and several pre-transplant factors and the development of complications. We included 199 allo-HSCT
recipients transplanted at Hospital General Universitario Gregorio Marandn between 2010 and 2015.
Chimerism analysis was performed using microsatellite PCR in PB, BM and different leukocyte subsets,
obtained by immunomagnetic separation. Significant differences in chimerism dynamics among
leukocyte lineages were found, with an early achievement of complete donor chimerism (CC) in
myeloid cells (MyC), NK cells and B cells, and a later achievement of CC in PB and T cells (TC).
Chimerism results were highly informative regarding graft failure diagnosis. Nevertheless, MyC
chimerism results were similar to unseparated PB, and no correlation was found between MyC
chimerism and the development of complications. Chimerism dynamics was found to be influenced
by recipient age at allo-HCST, disease diagnosis, intensity of prior chemotherapy, the type of donor
and pre-transplant disease status. Early CC was observed in all leukocyte subsets in haploidentical allo-
HCST recipients. Regarding post-transplant complications, no relationship was found between
chimerism status and development of acute or chronic graft versus host disease; a larger study
analysing chimerism and changes in immunosuppression would be needed in order to further
investigate this association. Higher relapse incidence was found in matched related donor allo-HCST
recipients with persistent BM mixed chimerism (MC) at day 30, as well as in patients with diagnosis of
acute myeloblastic leukemia and MC at day 30 in BM-isolated CD34+ cells. Early CC achievement in
PB, TC and BM was correlated with better overall survival. In conclusion, different chimerism dynamics
is observed in each leukocyte subset, and depending on different patient and procedure
characteristics. Studying this dynamics can help us better understand the biologic mechanisms
underlying success or failure of each allo-HCST. Therefore, chimerism analysis is a mandatory
diagnostic tool in clinical practice to monitor engraftment or to establish graft failure diagnosis, and it
provides important complementary information in clinical diagnosis and management of other
transplant-derived complications.






El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) es un tratamiento
ampliamente utilizado en el manejo de enfermedades hematoldgicas, tanto neopldsicas como no
neopldsicas, y constituye la Unica opcidn curativa para muchas de ellas (1). El procedimiento se basa
en la premisa de que una sola célula pluripotente es capaz de regenerar un sistema hematopoyético
completo. Esto permitiria aumentar la intensidad de los tratamientos citotdxicos por encima del
umbral de toxicidad medular. De este modo, se podria sustituir una hematopoyesis enferma (parcial,
defectuosa, o afecta por una neoplasia) por una hematopoyesis nueva totalmente sana. Durante las
ultimas décadas, el alo-TPH ha pasado de ser un procedimiento experimental a constituir el
tratamiento de eleccidon de muchas neoplasias hematoldgicas.

Los primeros estudios en el ambito del trasplante tuvieron lugar a principios de siglo XX. Se
realizaron distintos trasplantes experimentales en animales, descubriéndose que en el momento que
se implantaba un érgano de otro individuo, de alguna manera las células del receptor lo reconocian
como extrafio y se producia un rechazo (2). Por otra parte, en la Segunda Guerra Mundial, se iniciaron
experimentos sobre los efectos bioldgicos de la irradiacidn en los seres vivos. En varios de estos
experimentos se observé que los animales sobrevivian a exposiciones letales a radiacién si se les
protegia el bazo o el fémur con una lamina de plomo, o si se les infundian posteriormente células del
bazo o de la médula ésea (MO) (3,4). En esa época habia mucha controversia sobre si el efecto
protector de la médula se debia a una “sustancia de naturaleza no celular” (hipdtesis humoral) o a las
células trasplantadas (hipdtesis celular). Mas adelante se realizaron experimentos en modelos
animales, y se descubrié que la base de la recuperacion de estos individuos radicaba en las células que
se les infundian, desbancando las hipdtesis humorales (2).

El primer reporte de un tratamiento de radioterapia y quimioterapia (QT) seguidos de la
infusidn intravenosa de MO en humanos fue publicado por Donnall Thomas en la revista New England
Journal of Medicine en el afio 1957 (5). La mayoria de los pacientes fallecié por fallo del injerto o por
recaida, pero uno de los pacientes presenté un prendimiento transitorio. Este, supondria el inicio de
una larga investigacion clinica y de laboratorio hasta que el procedimiento comenzé a funcionar.

A lo largo de los afios 50 y 60 hubo multiples intentos fallidos de alo-TPH a victimas nucleares
y pacientes con distintas neoplasias hematoldgicas. Dado que se desconocia el sistema de
histocompatibilidad HLA, los investigadores no intentaban buscar donantes compatibles con los
receptores, por lo que estos procedimientos estaban abocados al fracaso. En 1970 se publicé una
revision de cerca de 200 casos de alo-TPH en humanos, ninguno con éxito (6). Fue entonces cuando
los investigadores comenzaron a plantearse que probablemente faltara conocimiento para realizar en
humanos lo que se habia conseguido realizar en los modelos murinos (que no requieren tipaje de
histocompatibilidad), y se retomaron los modelos animales.



En ese momento, Donnall Thomas comenzd a realizar trasplantes en modelos caninos, y
observé que estos presentaban las mismas complicaciones derivadas del procedimiento que los
humanos (rechazo del injerto, enfermedad injerto contra receptor [EICR], y muerte de infecciones
oportunistas). Sin embargo, de vez en cuando alguno de los perros mostraba una larga supervivencia
manteniendo la hematopoyesis del donante. En ese momento, Thomas se planted que la clave del
éxito del alo-TPH podia radicar en la seleccién de un donante adecuado (7).
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Figura 1.- Numero de alo-TPH y avances en el campo, 1957-2006. Adaptado de Appelbaum FR, et al.
(7)

Thomas y su equipo de Seattle llegaron a desarrollar, en los afios 60, métodos rudimentarios
de tipaje de histocompatibilidad canina, consiguiendo que sobreviviera la mayoria de perros
empleando un esquema que consistia en irradiacidon con posterior infusién de injertos de perros de la
misma camada, acompafiadas de un curso corto de inmunosupresién (2).

A principios de los 70, Thomas comenzé los primeros ensayos
clinicos en humanos, empleando como donantes hermanos
compatibles (8,9). Los primeros pacientes tenian leucemias muy
avanzadas, y Thomas llegaba a pedirle a miembros de su plantilla que
donaran plaquetas, empleaba pacientes de leucemia mieloide crénica
(LMC) como donantes de granulocitos y trabajé con Robert Hickman
en el desarrollo de un catéter para la nutricion endovenosa (7).
Cuando los pacientes desarrollaban EICR, Thomas infundia linfocitos
humanos a caballos para obtener globulina antitimocitica. La mayoria
de los pacientes fallecia de progresion de la leucemia o de
complicaciones del procedimiento, pero algunos entraban en

remisién completa (7). En 1977 el equipo de Seattle reportd una serie
de 100 pacientes de leucemia trasplantados, con 13 supervivientes a

Figura 2.- Donnall Thomas.
Fuente Nobelprize.org (11)

largo plazo después del procedimiento (10,11).



A partir de entonces, el trasplante comenzd a realizarse en pacientes con enfermedades
neoplasicas menos avanzadas, con gran mejoria de los resultados, y posteriormente a pacientes con
otras patologias como LMC o hemoglobinopatias (2).

En 1990, Thomas compartié el Premio Nobel de Medicina con Joseph Murray (primer
trasplante renal) por sus descubrimientos en el trasplante de drganos y células en el tratamiento de
enfermedades humanas (11).

En los anos posteriores, el procedimiento del trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH) se iria refinando cada vez mas, hasta constituir un tratamiento altamente especializado. Los
principales acontecimientos que han contribuido a la mejora de la técnica son (12):

1. Eldescubrimiento de nuevos farmacos para la profilaxis y el tratamiento de la EICR, y
el descubrimiento de otros métodos de prevencién de EICR, como la eliminaciéon de
células T.

2. Lamejoraenlaprevenciény tratamiento de soporte de complicaciones precoces (aire
filtrado, hidratacion, antibioterapia, fraccionamiento de la irradiacién corporal total
[ICT]...).

3. La mejoria en los tratamientos de enfermedades infecciosas con la aparicién de
nuevos antivirales como el ganciclovir y antifdngicos como la anfotericina B y los
azoles.

4. El disefio de acondicionamientos ajustados a cada patologia, con la aparicién en los
ultimos afos de regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida (AIR).

5. Laampliacidn del abanico de donantes disponibles con la introducciéon de los registros
de donantes voluntarios y el desarrollo de TPH de donantes con diferencias en la
identidad HLA y de sangre de corddn umbilical (SCU), y mas recientemente del TPH de
donante haploidéntico.

6. La mejora de las técnicas de tipaje HLA.

7. Elempleo de nuevas fuentes de células progenitoras hematopoyéticas (CPH, la sangre
periférica [SP] y la SCU).

8. El descubrimiento del papel del efecto injerto contra tumor (EICT), y el desarrollo de
estrategias de inmunomodulacién (cambios en la inmunosupresién, infusiones de
linfocitos del donante).

9. Llaintroduccién de nuevos farmacos que permiten un mejor control de la enfermedad
pretrasplante, asi como el desarrollo de estrategias de prevencidn y tratamiento de la
recaida postrasplante.

A dia de hoy, el Alo-TPH se realiza de forma rutinaria y constituye el tratamiento estandar de
muchas patologias hematoldgicas, y para la mayoria de ellas, la Unica opcidn curativa. En el dltimo
informe (2017) se reportaron en el registro de TPH del grupo europeo de trasplante hematopoyético
(EBMT) 18.281 alo-TPHs de mas de 550 centros diferentes con sede en mas de 60 paises, alcanzando
el récord de nimero de TPHs hasta la fecha. La tendencia en los ultimos afios en el nimero de TPHs
realizados es ascendente (13). En Espafa se realizaron 1.231 Alo-TPHs a lo largo del afio 2017,
manteniéndose la tendencia ascendente en nimero, de forma similar al grupo europeo (14).



este tratamiento se pueda ofrecer de forma estandar a todos los pacientes que lo necesiten y que no
presenten contraindicacion para su realizacién. A pesar de los avances mencionados, sigue siendo un
procedimiento con un alto nimero de complicaciones. La supervivencia global (SG) a 5 afios se
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Figura 3.- TPHs en Espafia entre los afios 1994-2017. Memoria de actividad ONT 2017 (14)

El perfeccionamiento de la técnica de TPH a lo largo de los ultimos afios, ha conseguido que

encuentra en torno a un 60 % (15), siendo la recaida la causa mas frecuente de mortalidad (40 %).

Supervivencia

Figura 4.- Resultados del alo-TPH en LMA a lo largo de dos décadas (estudio de registro del EBMT).
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El alo-TPH consiste en la administracion de un régimen de acondicionamiento basado
habitualmente en QT (pero a veces incorporando también radioterapia), con el objeto de 1) eliminar
las posibles células malignas circulantes y 2) preparar el nicho medular del receptor para el injerto de
las células del donante. Tras el acondicionamiento, se infundirian las CPH del donante y el paciente
pasaria por una fase de aplasia, durante la cual es especialmente importante la correcta profilaxis y
tratamiento de las infecciones y el manejo de los efectos secundarios del acondicionamiento
administrado. A partir de las 2-4 semanas de la infusidn de las CPH, se produciria el prendimiento de
las mismas, con el posible desarrollo de EICR aguda o crénica en funcidn del momento de apariciony
de las caracteristicas clinicas de ésta. Sin embargo, a pesar de haberse producido un adecuado
prendimiento, los pacientes pueden desarrollar multiples complicaciones, bien directamente
relacionadas con el procedimiento o con la toxicidad de los fadrmacos empleados, bien derivadas de su
enfermedad de base, o bien producidas por diferentes patdgenos segun el tipo de TPH y los
tratamientos recibidos.

Por tanto, se trata de un procedimiento de alta complejidad que requiere un seguimiento y
manejo clinico muy estrechos para garantizar su éxito. La base del éxito del alo-TPH se encuentra en
la alorreactividad de las células del donante para reconocer las células tumorales (EICT). No obstante,
una de las complicaciones mas frecuentes del procedimiento es el desarrollo de EICR, o la reaccion
resultante del reconocimiento por parte de los linfocitos T (LT) del donante de antigenos del receptor
como extrafios (16). La situacion ideal de todo TPH supone un equilibrio entre fuerzas inmunes
procedentes del donante y del receptor (Figura 5). Esta situacion ideal supone conseguir un adecuado
EICT, sin que el paciente desarrolle EICR.

La alorreactividad del procedimiento se ve afectada por distintos factores (Figura 5). Por un
lado, estarian los factores dependientes de indculo, ya que es conocido que el empleo de SP y de
inéculos con mas celularidad y mas contenido de LT fomentarian la alorreactividad de las células del
donante. Por otra parte, la intensidad del acondicionamiento también favoreceria el efecto EICR/EICT.
Por ultimo, estarian los factores dependientes de la barrera HLA, ya que una profilaxis de EICR mas
intensa disminuiria la alorreactividad del donante, y la disparidad HLA influiria en la alorreactividad
tanto de donante como de receptor.



Injerto: sP > MO, T celularidad
Acondicionamiento: T Mieloablativo

¥ Barrera HLA: | identidad / Profilaxis EICR

oreactividad
Donante “Equilibrieide Fuerzas

IRNNEEZ Rechazo/Recidiva

EICR/EICL

Injerto: | Linfocitos T inéculo, ¥ celularidad

Acondicionamiento: { Intensidad Reducida

Barrera HLA: lidentidad HLA

Figura 5.- Alorreactividad de donante y receptor en el alo-TPH. Figura cortesia de los Dres. José Luis
Diez Martin e Ismael Buiio Borde. RA: reconstitucion autdloga; ICR: injerto contra receptor; RCI:
receptor contra injerto; EICL: efecto injerto contra leucemia. El “equilibrio de fuerzas inmunes”
puede verse alterado por muiltiples factores que favorecen la alorreactividad del donante o del
receptor. El empleo de la SP como fuente de PH favorece la alorreactividad del donante, asi como
los inéculos con mayor celularidad o mayor contenido de LT. Los acondicionamientos de mayor
intensidad (mieloablativos) también disminuirian la actividad inmune del receptor y favorecerian la
del donante. Una profilaxis de EICR mas intensiva disminuiria la actividad de las células del donante.
Las diferencias en el sistema HLA aumentan la alorreactividad tanto de donante como de receptor.

Una de las piedras angulares para monitorizar la evolucién de la alorreactividad en el alo-TPH
es la cuantificacidon del quimerismo, o de la proporcion de células del donante y del receptor presentes
en cada momento del TPH. De esta forma, tras la administracion de la QT de acondicionamiento, el
guimerismo permite monitorizar el prendimiento de las células hematopoyéticas del donante, para
tomar decisiones precoces en caso de sospecha de fracaso del injerto. Por otro lado, algunos estudios
sugieren que el desarrollo de EICR se relaciona con la rdpida adquisicién de QC de células del donante,
como se desarrollard mas adelante. En ultimo lugar, la reaparicién progresiva de células del receptor
tras la consecucién de quimerismo completo (QC) nos debe hacer sospechar la recaida de la
enfermedad de base. Por todos estos motivos, la monitorizacidon del quimerismo es una practica
habitual altamente informativa en los pacientes trasplantados.
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2.- Quimerismo

a) Definicion y técnicas de cuantificacion del quimerismo

En la mitologia griega, una quimera era un engendro hibrido con cuerpo de cabra, cola de

serpiente o dragdn y cabeza de ledn, que escupia fuego y aterrorizaba a los habitantes de Asia Menor.

Figura 6.- Quimera de Arezzo (c. 400 a. C.
Florencia, Italia). Fuente wikiwand.com (14)

“Quimera” es un término cientifico
acufiado en medicina por Anderson vy
colaboradores en 1951, para designar

genéticamente a los gemelos dicigotos de ternera,
en contraposicion a los gemelos monocigotos (17).
Fue Ford en 1956 el primero en utilizar el término
en el ambito del trasplante (18). Asi, un ejemplo
de quimera bioldgica seria la presencia de células
hematoldgicas de un donante en un organismo
receptor. La coexistencia de células de donante y
receptor en SP o MO constituiria el llamado

quimerismo hematopoyético (19).

A lo largo de la historia del TPH se han empleado distintos métodos de cuantificacién del
quimerismo (Tabla 1), que han ido mejorando en sensibilidad y capacidad de cuantificacién (20,21).
En el momento actual, la técnica estandar es la PCR de microsatélites (PCR-STR), un método sencillo,

barato, fiable y con una sensibilidad en torno al 1 % (22,23). En los ultimos afos, se estan estudiando
nuevos métodos (PCR cuantitativa [qPCR], PCR digital [ddPCR], Next Generation Sequencing [NGS]),
que logran aumentar la sensibilidad hasta por debajo del 0,01 %.
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probable alta sensibilidad

Técnica Ventajas Inconvenientes Sensibilidad Aplicabilidad
RFLP Muy informativa Tiempo, laboriosa 5-10 % Alta
: o Informativa en neoplasias con . .
Citogenética . . L. Tiempo 5% Baja
alteraciones citogenéticas
) Latencia larga, especifica de
Fenotipo . . L .
: - Simple, precisa linaje, interferida por 1-5% Alta
eritrocitario .,
transfusion
Pocos falsos positivos, gran ;
, i Sélo para TPHs con .
FISH X/Y numero de células, . . 0,1-0,001 % Baja
o disparidad de sexo
sensibilidad alta
Robusta, rapida, gran o
. . Sensibilidad moderada,
exactitud cuantitativa, .
PCR-STR o . picos sombra (”stutter
requerimiento reducido de L 1-5% Muy alta
fluorescente . peaks”), amplificacidn
ADN, posibilidad de PCR .
L preferencial de alelos
multiple
PCR-STR en o .
- Muy alta sensibilidad Laboriosa, cara 0,1-0,001 % Muy alta
ITETES
Falsos positivos, requiere
o L. screening previo D/R,
Alta sensibilidad, rapida, poco . »
. . requiere PCR especifica por .
gPCR SNPs laboriosa, alta especificidad . 0,1% Media-alta
" cada SNP, menor capacidad
encr.
de cuantificacién, requiere
validacion en cada prueba
Requiere screening previo
D/R, requiere PCR especifica
. Alta sensibilidad, rapida, poco por cada indel, menor
gPCR indels . . L 0,01 % Alta
laboriosa capacidad de cuantificacion,
requiere validacién en cada
prueba
Alta sensibilidad, alta Requiere screening previo
ddPCR precision, no requiere curva D/R, requiere PCR especifica
ndel de calibracidn, podria por cada indel, variabilidad 0,01 % Alta
indels
permitir el empleo de un sélo experimental (requiere
indel hacer por duplicado)
Alta correlaciéon con STR, . . .
NGS Cara, sin validar En estudio Alta

Tabla 1.- Resumen de técnicas de cuantificacion del quimerismo. Modificado de Bader P, et al. (21)
RFLP: Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion. FISH: Hibridacion fluorescente in situ.
SNP: polimorfismos de un sélo nucleétido. D/R: donante/receptor. Indels: polimorfismos de
insercién/delecion.
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Originalmente se pensaba que la adquisicion de QC era esencial para mantener el injerto tras
un alo-TPH (24). Sin embargo, en las ultimas décadas y con la aparicidon de nuevas modalidades de
TPH, se ha visto que en ciertas situaciones pueden coexistir las células de donante y de receptor
(quimerismo mixto, QM), siendo un proceso dinamico (21). Sin embargo, en funcidon de las
caracteristicas del paciente, de su enfermedad de base, del acondicionamiento empleado, de la
profilaxis de EICR, de la fuente de PH, del momento del TPH y de la situacién concreta del paciente en
el momento de su determinacidn, el significado clinico de la cuantificacién del quimerismo sera
diferente.

De esta forma, podrian darse tres situaciones diferentes (21):

QC: presencia Unica de células de

. * . Tratamiento
L

donante en  una muestra
postrasplante.

Paciente

TPH QM: coexistencia de células de

donante y receptor, con o sin

presencia de células tumorales.

Donante

OCéIuIa sana del paciente
My
%V? Célula tumoral

Célula sana del donante

Reconstitucion autdloga: presencia

Unica de células de receptor, con o
sin presencia de células tumorales.

Figura 7.- Representacion esquemadtica de las situaciones de quimerismo postrasplante. Imagen
cortesia del Dr. Ismael Buio

Asimismo, dentro del espectro del QM, podemos referirnos a su dindmica en funcién de si el
porcentaje de células del receptor aumenta, disminuye o se mantiene estable (21). Este concepto
dinamico reviste una gran importancia, ya que es bien conocido que entraiia valor prondstico, como
se explicard mds adelante en los apartados de Quimerismo y fracaso del injerto y de Quimerismo y
recaida (25-27).



Dentro del sistema hematopoyético existen varios tipos celulares que derivan de la célula
madre hematopoyética (Figura 8). Cada uno de ellos tiene funciones diferenciadas y en el ambito del
TPH el resultado esperado es la sustitucidn de todos ellos por células del donante.

La separacién de linajes leucocitarios mediante tecnologia inmunomagnética se describid por
primera vez a finales de los afios 80 (28) y comenzd a emplearse en el ambito del quimerismo a
principios de los 90 (29,30). Asi, se pudo observar que cuando se analizaba el resultado del quimerismo
en las distintas subpoblaciones leucocitarias por separado, algunos pacientes presentaban QC en
algln compartimento y mantenian QM en otros. Esta situacion se definié como quimerismo disociado,
o split chimerism en inglés (31).

- Médula
Hematopoyesis Celes osea
Progenitor 5 Progenitor
Mieloide Linfoide
Timo

Reticulocitos

Eritrocitos Plaquetas Monocitos C.Dendrit Neutréf. Eosindf. Bas6f. Linf. B Cel.NK Linf T
Sangre periférica
Cel.
Plasméticas
Ganglio linf.

Figura 8.- Representacion esquematica de la hematopoyesis

Por otro lado, también se observd que pacientes que presentaban QC en las muestras de
sangre total, podrian presentar QM en alguno de los linajes leucocitarios, sobre todo en aquellos que
recibian alo-TPHs con AIR. Esto se debia a un aumento de sensibilidad de la prueba asociada a la
separacion inmunomagnética, ya que esta permitia analizar una mayor cantidad de células para cada
compartimento, detectandose cantidades muy pequefias de células del receptor que no se
observaban cuando dichas células se encontraban diluidas en el resto de tipos celulares (29,31). De
este modo, comenzaron a realizarse estudios para explorar el significado biolégico del quimerismo en
cada linaje celular en el seno del TPH.



La separacion de poblaciones celulares para el analisis del quimerismo se realiza hoy en dia en
la mayoria de centros mediante esferas imantadas marcadas con un anticuerpo monoclonal especifico
de la linea celular que se desee estudiar. Este método permite la separacidon de células con una pureza
superior al 95 %. En la Figura 9 se muestra un analisis de

< .

pureza mediante citometria de flujo de una muestra de LT v I;r::::?:
separados con tecnologia inmunomagnética, en este caso . B
se observa que el 98,76 % de las células son LT. v o '

" 98,76%

% g Linf.T

Los LT constituyen el linaje mas estudiado en el 8

ambito del quimerismo. Con el auge de los AIR aparecio un -
interés creciente en el estudio de esta subpoblacién, "
debido a la observacién de que los pacientes que recibian - L N
este tipo de acondicionamiento podian permanecer en QM O 100 200 300400 600 800 1000

SSC
en LT durante mucho tiempo después del alo-TPH. De esta

manera comenzaron a estudiarse los factores que influian  Figura 9.- Pureza de fracciones
en la adquisicion del quimerismo en LTy su relacién conlos  linfocitarias (LT) separadas por
resultados del TPH, amplidndose estos estudios tecnologiainmunomagnética.

progresivamente a otros linajes celulares. Hospital Gregorio Marafién, Madrid.

En los ultimos afios se han descrito multiples factores que influyen en la dindmica del
guimerismo, especialmente en los LT. Debido a la gran heterogeneidad de los estudios en aspectos
tales como el paciente, la enfermedad de base, el esquema de acondicionamiento, la fuente de CPHy
la manipulacién de las mismas, o el esquema de profilaxis de EICR, los resultados de estos trabajos
son a menudo contradictorios y no resulta sencillo extrapolarlos a la poblacién general de pacientes.
Probablemente sea cada centro el que deba estudiar la influencia de los factores pretrasplante en el
guimerismo de sus pacientes (32,33).

Sin embargo, algunos de los factores se encuentran asociados con el quimerismo de forma
reiterativa en varios estudios. Uno de ellos seria la enfermedad de base, ya que los pacientes con
neoplasias linfoides presentan mas frecuentemente QC en SP y LT que los pacientes con neoplasias
mieloides (33—-35). Esto podria venir explicado por los tratamientos recibidos previamente al TPH, ya
gue en lineas generales los pacientes con neoplasias mieloides tienen indicacidn de recibir alo-TPH en
primera o segunda respuesta completa (RC) segun las guias, mientras que en los pacientes con
neoplasias linfoides esta indicado en recaidas mads tardias, y normalmente tras haber recibido un TPH
autdlogo. Esta ultima observacidon estaria en concordancia con otro de los factores mas
frecuentemente relacionado con la adquisicién de QC, como es la intensidad de tratamiento recibido
previamente al TPH. Asi, los pacientes que han recibido QT intensiva antes del TPH presentan mayores
tasas de QC respecto a los que no (34,36). Por otro lado, los pacientes que han recibido mas de dos
lineas de QT también tienen mas probabilidad de presentar QC (32,37). De la misma manera, parece
l6gico pensar que el acondicionamiento también estd relacionado con la adquisicion de QC,
concretamente el empleo de irradiacion corporal total (ICT) (35,38,39) o de melfalan (37,40) parecen
favorecer la instauracién de QC de células del donante. Por ultimo, existen varios trabajos que



encuentran una correlacion directa entre la celularidad del indculo infundido y la adquisicién de QC

(32,34,36,41,42).

En la Tabla 2 se recoge un resumen de los factores pretrasplante cuya relacion ha sido mas

estudiada con el quimerismo en SP, en LT y en otros linajes celulares.

Factor Descripcion
La edad avanzada en el receptor se relaciona con mds
am*
Mads edad al TPH se relaciona con QC en pacientes
pedidtricos
Mads QC en LT en patologia linfoide y LMA que en SMD 6
LMC
Mds QM a dia +90 en LT en patologia mieloide que en
otras patologias
Enfermedad de base Mqds QC en LT en leucemias mieloides que en leucemias
linfoides (LLA, LLC)
Mds QC en SP en pacientes con linfoma que en pacientes
con SMD
Mds QC en SP en pacientes con enfermedades malignas
Mads QC en LT, granulocitos y monocitos en pacientes que
habian recibido QT intensiva
Mds QC en SP a dia +30 en pacientes que habian recibido
Lineas de tratamiento mds de 2 lineas de QT previas
Mds QCen CM y en LT a dia +45 si habian recibido QT

previa

previo

Mds QC en LT en pacientes que habian recibido mds de 2
lineas de QT previas
Mds QCen LT a dia +30 y +90 en FluMel que en FluBu
Mds QM en LT en ICT que ICT fraccionada
Mqds QC en LT, NK y CM en el dia +28 en pacientes que
habian recibido ICT en el acondicionamiento
La adicion de fludarabina o de TPH autdlogo previo a un
- : acondicionamiento no mieloablativo con ICT (2 Gy)
Acondicionamiento
aumenta la tasa de QC en LT a dia +28
Mads QC en LT en acondicionamiento con irradiacion
linfoide total respecto a ICT de baja dosis o basado en
ATG
Mds QM con dosis de melfaldn 90-130 frente a >135
mg/m2
Mads QC en SP en DNE que en DE
Mds QC en SP con mds disparidad HLA en TPH de SCU
Mds QC en LT en TPHs de SP que de MO
Mads QC en LT a mayor numero de LT, monocitos y células
NK en injerto

Mds QC en monocitos a mayor numero de células CD34+

Fuente de PH

Contenido inéculo
y monocitos en injerto

Mds QC en CM a mayor numero de CD34+ en injerto
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Correlacion entre CNT y CD3+ en indculoy QC en LT a dia Saito, 2008 (32)
+30
Correlacion entre CD34+ en indculo y QC en granulocitos
El contenido en CNT y en células NK en el indculo se Panse, 2005 (41)
correlaciona con el quimerismo en LT a dia +28
Mds QC en LT en TPH sin deplecion T que en deplecion Roux, 1996 (42)
con alemtuzumab + complemento

*(En este estudio la edad del receptor se encontraba correlacionada con la edad del donante)

Tabla 2.- Factores que influyen en la dinamica del quimerismo. QC: quimerismo completo. QM:
quimerismo mixto. LT: linfocitos T. SP: sangre periférica. MO: médula dsea. CM: células mieloides.
LMA: leucemia aguda mieloblastica. SMD: sindrome mielodispldsico. LMC: leucemia mieloide
crénica. LLA: leucemia aguda linfoblastica. LLC: leucemia linfatica croénica. ICT: irradiacién corporal
total. FluMel: acondicionamiento basado en fludarabina y melfalan. FluBu: acondicionamiento
basado en fludarabina y busulfan. DNE: donante no emparentado. DE: donante emparentado. CNT:
células nucleadas totales. CD3+: células CD3+.

Una de las aplicaciones clinicas del quimerismo en el postrasplante precoz es la monitorizacion
del prendimiento. Se conoce como “prendimiento”, “implante” o “injerto” la recuperacion de cifras
hemoperiféricas tras un TPH autdlogo o alogénico. Normalmente se define el prendimiento de
neutréfilos como el primer dia de recuento absoluto en SP por encima de 0,5 x 10%/L durante tres dias
consecutivos (12), que en el alo-TPH suele situarse entre las dos y tres semanas de haber realizado la

infusion de CPH.

En 1999, Dubovsky y colaboradores (45) realizaron un estudio exhaustivo de la relacién del
quimerismo con el prendimiento, obteniendo resultados sorprendentes. Se analizé el quimerismo en
SP total en intervalos de 1 a 3 dias durante el primer mes postrasplante en 66 alo-TPHs pediatricos. Se
detectd que en el dia +8 ya hay mas células circulantes del donante que del receptor. Asi, se definid
en este articulo el término “prendimiento molecular” como el primer dia en que aparece mas material
genético de donante que de receptor en muestras de SP, demostrandose que el prendimiento
molecular precedia al prendimiento hematoldgico en 7 dias (con recuentos totales de leucocitos
inferiores a 200/uL), y observandose un aumento progresivo de las células del donante en SP desde el
momento de la infusion (Figura 10).
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Figura 10.- Probabilidad de prendimiento molecular (linea continua) y hematolégico (linea
discontinua) después del alo-TPH. Traducido de Dubovsky, et al. (26)

Existen otros estudios que analizan la dindmica del quimerismo en linajes celulares en relacion
con el prendimiento, si bien en ellos no se hace una recogida de muestras tan exhaustiva como en el
estudio de Dubovsky. En 1999, Childs y colaboradores (46) describieron el quimerismo a dia +14y a
dia +30 postrasplante en LT (CD3+) y células mieloides (CM, CD14+CD15+) en 15 pacientes que
recibieron alo-TPH de SP de DE con AIR con fludarabina y ciclofosfamida y profilaxis de EICR sélo con
ciclosporina. En el dia +14 el porcentaje de células del donante en LT era mayor que en CM en todos
los pacientes. En el dia +30 habia un aumento progresivo de ambos porcentajes (Figura 11).

En 2004, Baron y colaboradores (34) realizaron un estudio para describir la cinética del
quimerismo en linajes leucocitarios (monocitos, granulocitos, NK y LT) en 120 pacientes que habian
recibido un AIR (ICT 2 Gy con o sin fludarabina) y profilaxis de EICR con ciclosporina y MMF. Se
extrajeron muestras de SP cada dos semanas hasta el dia 56 postrasplante. En la muestra del dia 14,
se observaba que el linaje leucocitario con mayor proporcién de ADN del donante eran las NK (70 %),
seguido por los LT (69 %), monocitos (56 %) y granulocitos (12 %) (Figura 11), sin que se encontrara
correlacion entre las dinamicas de los mismos. El aumento mas significativo se produjo en el
compartimento de los granulocitos en el dia +28 (90 %), con un aumento progresivo de todos los
demas linajes en las sucesivas muestras. La mayoria de los pacientes permanecia en QM en alguno de
los compartimentos leucocitarios hasta el dia +180.
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Figura 11.- Cinética del prendimiento postrasplante con AIR. Traducido de Baron, et al. (34)

En el afo 2001, Mattsson (47) describid el quimerismo en una cohorte de 30 pacientes que
recibieron TPH de SP de DE 6 DNE HLA idéntico comparando cuatro regimenes diferentes de
acondicionamientos no mieloablativo. La mediana de adquisicién de QC fue de 90 dias en LT, 39 dias
en LB, y 46 dias en CM. De la misma manera, existen otros trabajos que muestran QC mas precozmente
en granulocitos o en SP total que en LT (37,48).

En el estudio de Saito et al. (32), en el que se analizaron 177 pacientes con AIR basado en
busulfan, el 43 % de los pacientes presentaba a dia +30 QM en LT, mientras que el 92 % presentaba
QC en granulocitos. Los pacientes que presentaban menos del 60 % de LT del donante a dia +30
presentaban mas riesgo de fracaso primario del injerto.

Existen varios trabajos que relacionan el andlisis precoz del quimerismo con el fracaso del
injerto. De esta manera, la identificacién de pacientes con alto riesgo de esta complicacién permitiria
tomar medidas en la inmunomodulacidn para tratar de revertir esta situacion. Uno de estos trabajos
es el de Dubovsky (45), en el que los pacientes que en el dia +14 no presentaban mas células del
donante que del receptor evolucionaban a fracaso del injerto. Similares resultados arrojaron otros
estudios en quimerismo precoz en SP, LT y NKy su relacién con fallo primario del implante (34,43,49—
52) o incluso con fracaso tardio del injerto (48). Nuestro grupo publicé un trabajo en 2004 reportando
dos casos del fracaso secundario del injerto. En ambos se observé mas del 70 % de linfocitos T y mas
del 20 % de células en SP del receptor en el momento de establecer este diagndstico, con recuperacién
de cifras hemoperiféricas y restablecimiento del QC tras tratamiento con ILD (53).



Probablemente la EICR sea el factor mas estudiado en relacién al quimerismo, especialmente
en los LT. Asi, a lo largo de la década de los 90 se comenzd a describir una mayor incidencia de EICR
aguda (EICRa) en los pacientes que estaban en QC en LT (46,54,55) (Figura 12), pero esto también se
relacioné con mayor EICT (46). Si bien hubo algunos estudios que no encontraron asociacion entre el
qguimerismo y el desarrollo de EICRa (33,44), hubo otros que describieron correlacién entre el QC en
LT a dia +30 y la aparicidon de EICRa en el contexto del TPH con acondicionamiento no mieloablativo

|ll

(34,35,39,51). Del mismo modo, también en este tipo de acondicionamiento se describid el “efecto
protector” frente a la EICR de permanecer en QM en el compartimento de los LT (56,57). En la misma
linea algunos trabajos consiguieron encontrar asociacién entre el quimerismo en LT y el desarrollo de

EICR crénica (EICRc) (33,58). En la Tabla 3 se presenta un resumen de los estudios mds importantes en

este campo.
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Figura 12.- IA de EICRa grados II-1V en pacientes con QC en LT respecto a pacientes con QM en LT.
Traducido de Mattsson, et al. (54)

En el afo 2014, Jiang et al. (59) publicaron un estudio interesante, ya que no estaba limitado
a pacientes con AIR. En él se encontrd que los pacientes que presentaban mds de 69 % de LT del
donante en SP muy precozmente (a dia +7) tenian mas riesgo de desarrollar EICRa.

Nuestro grupo también publico en 2015 (60) un estudio en 68 pacientes con distintas
neoplasias hematoldgicas en el que se analizaba la adquisicion de QC en LT y en LT activados (LA,
CD25+). Los pacientes que presentaban QC en LA a dia +30 tenian mayor incidencia de EICRa. Por otra
parte, aquellos pacientes que presentaban QC mds precoz en LA que en LT también presentaban un
mayor riesgo de desarrollo de EICRa.



Factor Descripcion
EICRa EICRa en 20 % de los pacientes en QM en LT frente
a 55 % de los pacientes en QCen LT
=Zleic 56 | Solo aparecid EICRa y EICT en pacientes con QC en

~
~

EICR La mayoria de pacientes con AIR que desarrollaron
EICR estaban en QM
EICRa % células del donante a dia +28 en LT y EICRa

EICRa Correlacion entre % células del donante a dia +28
en LTy EICRa

Sin embargo, la mayoria tenian QM al diagndstico
de EICR

\lengzlElelelar | No relacion entre quimerismo en LT y células
dendriticas en el momento del prendimiento y EICR,
recaida o supervivencia

Relacion entre >50 % donante en LT a dia +14 y
EICRa grado II-1V en los pacientes con AIR

Relacion entre QC en LT a dia +28 y EICRa

Mds EICRa en los que tenian QC en LT a dia +30
QM en LT se asocié con menos EICRa y sobre todo
EICRc

Aumento de LT del donante >5 % entre
determinaciones y desarrollo de EICRa y de EICRc
Relacion entre QC en LT a dia +30 y EICRc extensa

\lonizlElelelar | ElQC no se relacionaba con riesgo de EICRa o EICRc,
fallo del injerto, recaida o mortalidad

EICRa ElQCen LT se asociaba con el desarrollo de EICRa y
EICRa extensa

EICRa >69 % de LT del donante a dia +7 se relaciona con
EICRa

EICR Presentar QC en cualquier momento tras TPH de
SCU se relaciona con mds EICRa y con EICRc

EICRa Mayor incidencia de EICRa en pacientes en QCen LT
activados CD25+ a dia +30

EICRa Menos EICRa en los que tenian QM en LTalos 3y 6
meses

Pacientes
60

15

30

35

120

144

70

102
120

33

233

124

94

68

143

Referencia
Bertheas, 1991
(55)
Childs, 1999 (46)

Mattsson, 2001
(47)
McSweeney,
2001 (51)
Baron, 2004 (34)

Boeck, 2006 (44)

Miura, 2006 (39)

Mohty, 2007 (35)
Van Besien,
2009(57)
Rupa-Matysek,
2011 (58)

Mickelson, 2011
(33)

Jiang, 2014 (59)

Elkaim, 2014 (43)

Martinez-
Laperche, 2015
(60)
Thompson, 2017
(56)

Tabla 3.- Correlacion entre quimerismo y EICR. EICRa: Enfermedad Injerto Contra Receptor aguda.
EICRc: Enfermedad Injerto Contra Receptor Cronica. EICT: Enfermedad Injerto Contra Tumor. QM:
quimerismo mixto. QC: quimerismo completo. LT: linfocitos T. AIR: acondicionamiento de

intensidad reducida. SCU: sangre de cordén umbilical.
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i.  Quimerismo en MO y linaje leucémico

Es logico pensar que, si la recaida hematoldgica se encuentra precedida de una reaparicion de
células autélogas, es posible que dichas células se correspondan con células de la enfermedad de base.
Esto se hace especialmente interesante en pacientes en los que no existen marcadores aberrantes
moleculares o por citometria de flujo que permitan detectar niveles bajos de células tumorales.

En un estudio de 2004 de Lamba et al. (61), se analizé el resultado del quimerismo en MO en
80 pacientes con neoplasias hematoldgicas que habian recibido alo-TPH fundamentalmente de MO
de DE 6 DNE, HLA idénticos o con disparidad, en muestras recogidas a 30, 90 y 365 dias postrasplante.
Observaron que 8/16 pacientes que estaban en QM a dia +30 pasaban a QC a dia +90. Este fendmeno
ya estaba descrito en otros estudios (62,63). Por otro lado, 7/53 pacientes que estaban en QC a dia
+30, pasaban a tener QM a dia +90. Sin embargo, habia otros pacientes (3/53) con “quimerismo
intermitente”, que presentaban QC a dia +30, QM a dia +90 y de nuevo QC a dia +365, sin que en este
estudio se relacionara con recaida.

En el afio 2009, Bornhduser y colaboradores (64) estudiaron el quimerismo en células CD34+
(CD34+) en la SP de 90 pacientes con leucemia aguda y sindrome mielodisplasico (SMD) que habian
recibido un alo-TPH. Los pacientes que presentaban QM o disminucién del porcentaje de ADN del
donante en CD34+ presentaban mayor riesgo de recaida y una peor supervivencia. El intervalo entre
el porcentaje de células del donante inferior al 80 % y la recaida fue de 61 dias (Figura 13). Estos
resultados se confirmaron posteriormente para neoplasias mieloides en otros estudios empleando el
guimerismo en CD34+ en SP (65) o en MO (66).
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Figura 13.- 1A de recaida (izquierda) y SG (derecha) seguin el quimerismo en células CD34+. Traducido
de Bornhduser, et al (64).



En cuanto al quimerismo en linaje leucémico en leucemia linfoblastica aguda (LLA), existen
varios estudios que demuestran su utilidad. El grupo de Shanghai (67) publicé en el afio 2015 los
resultados del andlisis de la dindmica del quimerismo en LB en 31 pacientes con diagndstico de LLA-B.
Elaumento de LB del receptor en MO se asocié con recaida en los pacientes con LLA-B (valor predictivo
positivo 11 %), siendo estadisticamente significativo al compararlo con los pacientes que no recayeron.
Similares resultados se presentan en una cohorte amplia de 162 pacientes pediatricos de LLA el
estudio de Preuner et al. (68) mediante monitorizacién del quimerismo en CD34+ y en células T
citotéxicas CD3+CD8+ en SP.

De este modo, y en la misma linea que el grupo pediatrico aleman, el grupo sueco del Dr.
Mattsson realizé varios estudios de seguimiento de linaje leucémico en SP y anticipacién de recaida
en LLA-B (69) y neoplasias mieloides (70).

ii. QuimerismoenSPy LT

En cuanto al quimerismo en SP y la recaida, existen resultados contradictorios, sobre todo en
el dmbito de los TPHs con AIR o con deplecidn T, ya que en muchos de ellos no se encuentra relacion
entre el QM y mayor incidencia de recaida (33,38,44,71). En este contexto, una de las hipdtesis seria
que estas diferencias vinieran dadas por el tipo de patologia estudiada y su sensibilidad al EICT. Este
efecto podria ser mucho mds importante en el mantenimiento de la respuesta postrasplante en los
pacientes con LMC que en aquellos con LLA 6 leucemia mieloblastica aguda (LMA). Asi lo reporté Roux
en 1994 en 48 pacientes que recibieron TPH con deplecion Ty en los que el QM se asociaba con recaida
sélo en los pacientes de LMC (72). Estos resultados serian concordantes con otros estudios en
pacientes con LMC en los que el QM se asociaba con la positividad de enfermedad minima residual
(EMR) (30) o una mayor incidencia de recaida (55,73). Otra de las hipotesis para explicar estas
discrepancias podria ser la diferencia entre analizar el quimerismo en un punto concreto de la
evolucién del paciente o analizarlo como un continuo para estudiar su dindmica, aspecto que se
tratard mas adelante.

Existen varios estudios que relacionan el estado del quimerismo en un determinado momento
postrasplante con la incidencia posterior de recaida. Asi, Imahashi et al. (40) describieron que los
pacientes que presentaban QM en SP a dia +14 tenian un riesgo aumentado de recaida. De forma
similar, el estudio de Mohty et al. (35) encontré que los pacientes que adquirian QC en LT de forma
tardia presentaban mayor incidencia de recaida (Figura 14). Otros estudios encontraron dicha
correlacién con analisis del quimerismo en puntos mas tardios después del TPH, probablemente por
la naturaleza crénica de las enfermedades de base de los pacientes. Uno de ellos (56) encontré que
los pacientes con leucemia linfatica crénica (LLC) que habian recibido un TPH con AIR, presentaban
mas riesgo de recaida en aquellos que permanecian en QM en LT a los 3y a los 6 meses postrasplante.
De la misma manera, otro estudio (74) hallé correlacién entre el QM en LT entre los 3 y los 4 meses
postrasplante y la incidencia de recaida sélo en los pacientes con SMD.
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Figura 14.- Estimacion de Kaplan Meier para supervivencia libre de progresion (E) e IA de recaida (F)
en pacientes con neoplasias mieloides segun el quimerismo en LT a dia +90. Traducido de Mohty,
etal. (35)

iii.  Dinamica del quimerismo y recaida

Otros estudios se han centrado en el analisis de la dindmica del quimerismo en vez de analizar
un valor fijo en un punto concreto. En esta linea se encuentran los estudios del Dr. Bader y
colaboradores del Hospital Infantil de Tibingen, Alemania (25-27,63,75). En estos trabajos se
describieron tres tipos de pacientes dentro de los que presentaban QM: 1) los que presentaban
porcentajes ascendentes de células del receptor, 2) los que presentaban descenso progresivo de
células del receptor 3) los que se mantenian en niveles similares entre determinaciones. Describieron
también que cuando los pacientes que se encontraban en QC recaian, lo hacian presentando
previamente un intervalo de tiempo de QM, que no se detectaba si no se hacian determinaciones muy
frecuentes (63). De este modo, realizaron otro estudio de monitorizacidon exhaustiva ampliando el
numero de pacientes y homogeneizando los diagndsticos de base y los resultados concluyeron que la
probabilidad de supervivencia libre de progresion era del 67 % en pacientes en QC (n=36), 100 % para
pacientes con descenso progresivo de células del receptor (n=8), y 10 % para los pacientes con
aumento de células del receptor (n=10) (75) (Figura 15).
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Figura 15.- Estimacién de Kaplan Meier para supervivencia libre de progresion en pacientes en QC
y QM con aumento o disminucién de células del receptor. Traducido de Bader, et al. (75)

Basandose en estos resultados disefiaron un estudio piloto en pacientes con diagndstico de
LMA, LLA o SMD en los que se tomaban medidas de inmunomodulacién (disminucion de la
inmunosupresion o ILD) en los pacientes con aumento de células del receptor, con respuestas de larga
duracidon en 7 de los 12 pacientes (27). Realizaron entonces otros dos trabajos analizando los
resultados en cohortes mas amplias de LMA (26) y LLA (25) demostrando que los pacientes con
aumento de células del receptor en los que no se tomaba ninguna medida mostraban una
supervivencia muy pobre, pero algunos de los que se trataban se conseguian rescatar (Figura 16).
Estos resultados son mejores que los publicados en la literatura previa de tratamiento con ILDs en
pacientes con recaida hematoldgica franca (8 % de los pacientes con LLAy 22 % de pacientes con LMA)
(76-78). Ademas, otras publicaciones reflejan que las ILDs son mas efectivas cuando se administran
después de QT (33 % en LMA y 37 % en LLA), lo cual sugiere que son mas efectivas en situaciones de
baja carga tumoral y por este motivo darian buen resultado en el contexto que propone el equipo de
Tubingen (79,80). De este modo, se elaboraron unas guias de manejo de pacientes con aumento de
células del receptor basadas en los estudios comentados previamente (21).
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Estos resultados se confirmaron en otros trabajos de anadlisis de dinamica del quimerismo y
recaida (57,65,67,81-83). Todos ellos fueron estudios con intervalos de seguimiento relativamente
cortos, en los que, sobre todo en pacientes con leucemias agudas, la recaida hematoldgica franca
estaba precedida por un estado de reaparicion de células autélogas. Sin embargo, otros trabajos con
seguimiento menos exhaustivo o en los que no se analizaba la dindmica no encontraron relacion entre
guimerismo y recaida (84-86). Esto sugiere que es muy importante un seguimiento estrecho, asi como
la separacion de grupos de pacientes en funcién de si la dindmica es ascendente, descendente o
estable. Es probable que estos ultimos estudios con intervalos de seguimiento relativamente largos
pierdan la deteccion del estado critico de QM que precede a la recaida.

Independientemente de los eventos postrasplante mencionados previamente, en algunos
estudios se encontré una relaciéon directa entre el quimerismo y la SG de los pacientes. Esta asociacién
se ha demostrado en varios compartimentos celulares. Asi, se ha encontrado una peor supervivencia
en los pacientes acondicionados con fludarabina y melfaldan que presentaban QM en SP a dia +14 (40).
En la misma linea, también se ha demostrado que, en pacientes que recibian AIR, presentar menos de
50 % de NK del donante a dia +15 y menos de 90 % de NK y de CM del donante a dia +28 se relacionaba
con peor SG al afio (39). Otros estudios han demostrado relacion del QM con la supervivencia en el
compartimento de LT a dia +30 (32) y en MO a dia +90 (61). Sin embargo, en pacientes con aplasia
medular la mejor supervivencia parece darse en los pacientes que presentaban QM estable, los cuales
no presentaban EICR, siendo la peor supervivencia para los pacientes con QM ascendente, que tenian
mas riesgo de fracaso del injerto (87).



Existen pocas guias clinicas de recomendaciones de monitorizacion del quimerismo. En cuanto
a la técnica, la PCR-STR parece el gold standard y la técnica mas globalmente empleada a dia de hoy,
si bien algunos centros emplean aproximaciones basadas en gPCR (20,21). A lo largo de los afios, ha
habido descripciones técnicas de varios sistemas de realizacion de la PCR-STR (88-91). Sin embargo,
en 2012 el grupo europeo publicd un panel de microsatélites disefiado para monitorizacién del
guimerismo con el objeto de estandarizar la técnica y homogeneizar los resultados entre centros (22).
En esta linea, en 2015 el grupo britdnico publicé unas guias nacionales de recomendaciones técnicas
para procesamiento, analisis y posterior informe de los resultados del quimerismo (23).

En cuanto a recomendaciones de seguimiento, el Unico consenso publicado para
monitorizacion del quimerismo es el resultado de la Tandem Meeting de 2001 (31). En esta publicacion
la técnica recomendada seria la PCR-STR 6 la PCR-VNTR, realizandose el seguimiento preferiblemente
en SP. Se deberia considerar la realizacidn de quimerismo en linajes leucocitarios en los pacientes con
AIR. Las recomendaciones de monitorizacién variarian en funcién del acondicionamiento empleado.
De esta manera, el andlisis del quimerismo no seria obligatorio para seguimiento de TPHs con
acondicionamiento mieloablativo (AMA), mientras que para TPHs no mieloablativos deberia
considerarse su realizacidon cada 2-4 semanas con el objeto de anticipar complicaciones. En las
enfermedades no neoplasicas, el quimerismo deberia medirse al mes, a los dos meses y a los tres
meses postrasplante. También deberia monitorizarse el quimerismo en los meses 1, 3, 6, y 12 en los
TPHs con deplecién T, no mieloablativos o con nuevos regimenes de profilaxis de EICR.

Existen otras dos publicaciones de recomendaciones basadas en la experiencia de un centroy
los protocolos asistenciales establecidos en el mismo. Una de ellas es la del grupo de TPH pediatrico
de Tibingen (21), en la que se recomienda la realizacion de quimerismo de forma semanal hasta
adquisicion de QC en los pacientes con leucemias agudas hasta el dia +200 y posteriormente de forma
mensual, y en enfermedades no malignas o en linfomas de forma semanal hasta adquisicion de QCy
posteriormente cada 2-3 meses hasta 2 afios tras el TPH. Se presentd en este trabajo un algoritmo de
actuacién en caso de deteccion de aumento progresivo de células del receptor, en cuyo caso se
valorarian estrategias de inmunomodulacidn (retirada de inmunosupresion o ILD). Nueve afios
después, el mismo grupo publicé otras recomendaciones especificas para pacientes con SMD (92). En
este se planteaba una estrategia diferente en funcidn del riesgo, con mediciones muy frecuentes para
pacientes de alto riesgo, en los cuales se debia tener en consideracién el empleo de técnicas mas
sensibles basadas en gPCR. La otra aproximacidn la publicé el grupo pediatrico de Viena en el seno de
un estudio de dinamica del quimerismo en LT y NK y riesgo de fracaso del injerto (49). En ésta, se
proponen estrategias de seguimiento e inmunomodulacién en funcién del resultado del quimerismo
precoz en estas subpoblaciones.

En el dmbito nacional hay un capitulo dedicado a quimerismo en el Manual Practico de
Genética Hematoldgica (19). En este se recomienda la realizacién de determinaciones seriadas en el
postrasplante temprano, idealmente cada 2 semanas hasta adquisiciéon de QC. Se propone asi la
siguiente tabla de interpretacién:



Quimerismo EMR Prendimiento Sospecha

QCSP, LTy CM Negativa Si EICRa
QCSPyCM
QM LT (disminucion Negativa Si (Ninguna)
%R)
Primeros 90 QM SP,CMy LT . Fracaso primario del
. Negativa No .
dias post- (aumento %R o RA) injerto
TPH
QM SP,CM y LT . Pérdida progresiva .
Negativa o Rechazo del injerto
(aumento %R o RA) tras prendimiento
. , Progresion de la
QM SP, LTy CM Positiva Si
enfermedad
QCSP, LTy CM Negativa Si EICRc
i Aparicion de QM en SP Si, pero Rechazo del injerto o
A partir de P , Q Negativa P ; j
los 90 dias 6 MO descendente recaida*
t-TPH
pos Aparicion de QM en SP . i
Positiva No Recaida

6 MO

Tabla 4.- Interpretacidn clinica del resultado del quimerismo. * Posible baja sensibilidad del estudio
de EMR o recaida extramedular. Extraida del Manual Practico del Genética Hematoldgica (19).

No existen, por tanto, recomendaciones sélidas en cuanto al papel de las nuevas técnicas mas
sensibles, la frecuencia de monitorizacién, el compartimento o compartimentos en el que se debe
analizar el quimerismo y si se debe cambiar la estrategia de monitorizacion o de manejo de los
pacientes en funcidon de estos resultados.
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La monitorizacién del quimerismo en SP, MO y diferentes linajes leucocitarios ayuda a la toma
de decisiones en el manejo postrasplante, especialmente en cuanto al manejo de estrategias de
inmunomodulacién y contribuye a disefiar estrategias de intervencidén precoz para la prevencién de
complicaciones.

En esta linea se plantearon las siguientes hipdtesis:

La dindmica de adquisiciéon de QC no es homogénea entre la SP, la MO y los distintos
subtipos celulares.

El estudio del quimerismo en poblaciones celulares especiales (linfocitos T, células
mieloides, linfocitos B, células NK, linfocitos T reguladores, linfocitos T activados y
células CD34+) aportan informacion de utilidad clinica.

La adquisicion de QC en SP, MO y los distintos compartimentos celulares varia segun
las caracteristicas del paciente y del propio procedimiento del TPH.

Los pacientes que reciben un alo-TPH de donante alternativo (SCU, haploidéntico),
presentan una dindmica de adquisicién de QC diferente.

El estatus del quimerismo en SP, MO vy los distintos compartimentos celulares se
correlaciona con el desarrollo de diferentes complicaciones postrasplante.






El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacion de la dinamica y utilidad clinica del
quimerismo en SP, MO vy linajes leucocitarios en 193 alo-TPHs realizados en el Hospital General
Universitario Gregorio Marafidén entre los afios 2010 y 2015.

Comparar la dindmica del quimerismo en SP, MO vy linajes leucocitarios en la cohorte
global de pacientes, en los distintos tipos de TPH, y en la cohorte de pacientes con
diagnéstico de LMA.

Analizar las caracteristicas de los pacientes y del TPH que puedan influir en la dindmica
del quimerismo en SP, MO vy linajes leucocitarios.

Establecer la relaciéon entre la dindmica del quimerismo y las complicaciones
postrasplante (EICRa, EICRc, recaida, mortalidad relacionada con el TPH [MRT] o SG).






Injerto mieloide: recuento absoluto de neutréfilos de 0,5 x 10°/L o més durante tres dias
consecutivos.

Injerto plaquetar: recuento absoluto de plaquetas de 20 x 10°/L o mas durante tres dias
consecutivos.

QC: cuantificacion relativa de ADN de receptor indetectable (sensibilidad 1 %) mediante la técnica
de PCR-STR en SP total o en MO total, o inferior a 5 % mediante separacidn de linajes leucocitarios
por tecnologia inmunomagnética y analisis por PCR-STR.

QM: cualquier deteccion de ADN de receptor mediante PCR-STR en SP total o en MO total, o
cuantificacién por encima de 5 % en linajes leucocitarios separados mediante tecnologia
inmunomagnética y analizados mediante PCR-STR.

Reconstitucion autéloga: deteccion de ADN Unicamente del receptor mediante PCR- STR en SP o
MO totales, o en linajes leucocitarios.

Fracaso primario del injerto: ausencia de evidencia de injerto mieloide o plaquetar a dia +28 en
TPH de SP o de MO, o a dia +42 en TPH de SCU.

Fracaso secundario del injerto: pérdida de la hematopoyesis de al menos dos lineas celulares en
pacientes que habian presentado previamente injerto hematopoyético en ausencia de causas que
lo justifiquen.

Criterios de respuesta en leucemias agudas: segun los criterios de 2003 del Grupo de Trabajo
Internacional para Diagndstico, Estandarizacion de los Criterios de Respuesta, Resultados de
Tratamiento y Estandares de Comunicacién para Ensayos Clinicos en Leucemia Mieloide Aguda
(93), y segun los criterios de 2005 del Octavo Taller Internacional en Leucemia Aguda Linfoblastica
del nifio (“Reunién Ponte di Legno”) (94).

Criterios de respuesta en linfomas: segun la Clasificacion de Lugano de 2015 para Evaluacion
Inicial, Estadificacidon y Evaluacidon de Respuesta en Linfomas de Hodgkin (LH) y en Linfomas no
Hodgkin (LNH) (95).

Criterios de respuesta en LLC: segun los criterios de evaluacién de respuesta de 2018 del Grupo
Internacional de LLC (96).

Criterios de respuesta en SMD: segun los criterios de 2000 del Grupo de Trabajo Internacional
para Estandarizacién de los Criterios de Respuesta en SMD (97).

Criterios de respuesta en sindromes mieloproliferativos/mielodisplasicos: segln la propuesta de
2015 del Consorcio Internacional para la Uniformidad de Criterios de Respuesta en Neoplasias
Mieloproliferativas/Mielodisplasicas en adultos (98).

Criterios de respuesta en LMC: segun los criterios de 2013 de la European LeukemiaNet (99).
Criterios de respuesta en mielofibrosis: segln los criterios revisados de 2013 en el Informe de
Consenso del Grupo Internacional para Investigacion y Tratamiento en Neoplasias
Mieloprofilerativas y la European LeukemiaNet (100).

Criterios de respuesta en mieloma muiltiple (MM): segun los criterios de 2016 para evaluacion de
respuesta y de EMR del Grupo Internacional de MM (101).



Criterios de respuesta en aplasia medular: segun los criterios publicados en 2000 por Bruce
Camitta (102).
Enfermedad visible: a efectos del andlisis de los datos se considerd enfermedad visible cualquier
situacion distinta de la RC.
Gradacion EICRa: gradacion por drganos segun los criterios del consorcio MAGIC de 2016 (103).
Gradacion EICRc: segln criterios del NIH Response Criteria Working Group 2014 (104).
Recaida: reaparicion de enfermedad en un paciente que previamente estaba en RC, segun los
criterios especificos para cada patologia.
Evento: recaida de la enfermedad de base o exitus.
Causas de exitus:
o EICR: en los pacientes que presentaban EICR activa con tratamiento inmunosupresor
y fallecieron de una infeccién se considerd la EICR como causa de exitus.
o MRT: cualquier causa de muerte derivada de complicaciones del TPH, incluyendo
infecciones, EICR y segundas neoplasias.



Se analizaron las muestras y se recogieron los datos clinicos de los 210 alo-TPHs en pacientes
con distintas patologias hematoldgicas, realizados consecutivamente en el Hospital General
Universitario Gregorio Maraindn entre el 1 de enero de 2010 y el 31 de diciembre de 2015. Se
excluyeron del andlisis los pacientes que habian recibido un alo-TPH previamente (n=17), por lo que
se analizaron los datos de un total de 193 alo-TPHs.

Las caracteristicas de los alo-TPHs se encuentran recogidas en la Tabla 5.

Caracteristica Numero Caracteristica Numero
N 193 Donante varén —n (%) 106 (55)
, Receptor varén / donante mujer — n
Sexo varon —n (%) 130 (67) (%) 61 (32)
(o]
Edad (afios) — mediana .
45 (16-68) Enfermedad visible al TPH —n (%) 83 (43)
(rango)
Diagndstico — n (%) Edad donante (afios) — mediana
_ 41 (11-73)
o Leucemia Aguda 92 (48) (rango)
o LMA 65 (34) _
Tipo donante — n (%)
o LLA 24 (12)
o Linfoma/LLC 51 (26)
o DE 57 (29)
o LH 22 (11)
o DNE 39 (20)
o LNH 29 (15)
o Scu 25 (13)
o SMD-SMP 38 (20)
o Haplo 72 (37)
o Otros 12 (6)
, . Celularidad infundida — mediana (rango)
Lineas de QT previas — n (%)
o 0 19 (10) 4,77 (0,04-
o 1 71 (37) o CD34 (x10%/kg) 11,4)
o 22 103 (53) o CNT/kg (x10%/kg) 6,76 (0,10-
27,8)
o . Fuente de CPH —n (%)
Acondicionamiento — n (%)
o SP 152 (79)
o AR 77 (40)
MO 16 (8)
o AMA 116 (60)
SCU 25 (13)
TPH autdlogo previo —n (%) 17 (9) ICT—n (%) 7 (4)

Tabla 5.- Caracteristicas de los alo-TPHs analizados



Dada la heterogeneidad de diagndsticos, respecto a la situacién de la enfermedad al TPH, se

definié enfermedad visible como cualquier situacidon distinta de la RC. En el siguiente grafico (Figura

17) se detalla la situacidn de la enfermedad al TPH de todos los pacientes.

n=5 (3%)

Figura 17.- Situacion de la enfermedad al TPH
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Respecto a los procedimientos, en la Tabla 6 se expone un resumen de las caracteristicas del

acondicionamiento y de la profilaxis de EICR empleada separados por tipo de donante empleado.

DE DNE SCU Haplo

n=57 n=39 n=25 n=72
Acondicionamiento:
o FluBu 36 (63 %) 33 (85 %) 0 25 (35 %)
o FluBuCy 0 0 25 (100 %) 47 (65 %)
o FluMmel 10 (18 %) 4 (10 %) 0 0
o Cy-ICT 7 (12 %) 2 (15 %) 0 0
o Otros 4 (7 %) 0 0 0
Intensidad:
o AMA 36 (63 %) 32 (82 %) 21 (84 %) 27 (37 %)
o AR 21 (37 %) 7 (18 %) 4 (16 %) 45 (63 %)
Profilaxis EICR:
o CsA+Mtx 55 (97 %) 2 (5 %) 0 0
o CsA+MMF+Cy 0 12 (31 %) 0 72 (100 %)
o CsA+ATG+CE 0 0 25 (100 %) 0
o CsA+Mtx+ATG 0 25 (64 %) 0 0
o Otros 2 (3 %) 0 0 0

Tabla 6.- Acondicionamientos y profilaxis de EICR. Flu: fludarabina; Bu: busulfan; Cy: ciclofosfamida;

Mel: melfalan; CsA: ciclosporina; Mtx: metotrexato; MMF: micofenolato mofetilo; ATG: globulina

antitimocitica; CE: corticoesteroides
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A continuacién, se presentan las caracteristicas de los pacientes con diagndstico de LMA, ya

gue parte de los anadlisis que se presentan a continuacion se realizaran en este subgrupo (Tablas 7 y

8).

Caracteristica

N

Sexo varon —n (%)

Edad (afios) — mediana
(rango)
Edad donante (afios) -

mediana (rango)

Lineas de QT previas — n (%)
o 1
o 22

Acondicionamiento — n (%)
o AIR
o AMA

TPH autdlogo previo — n (%)

Numero

65

33 (51)

44 (19-68)

39 (19-73)

42 (65)
23 (35)

8(12)
57 (88)

0

Caracteristica

Donante varén —n (%)

Receptor varén / donante mujer — n

(%)

Enfermedad visible al TPH — n (%)

Tipo donante —n (%)

DE
o DNE
o Scu
o Haplo

Celularidad infundida — mediana (rango)

o CD34 (x10%/kg)
o CNT/kg (x108/kg)

Fuente de CPH —n (%)
o SP

o MO
o SCU
ICT —n (%)

Tabla 7.- Caracteristicas de los pacientes con diagndstico de LMA

Acondicionamiento:
o FluBu

o FluBuCy
Profilaxis EICR:

o CsA+Mtx

o CsA+MMF+Cy

o CsA+ATG+CE

o CsA+Mtx+ATG

DE
n=18

18

DNE SCU
n=16 n=11
16 0
0 11
0 0
7 0
0 11
9 0

Numero

37 (57)

14 (21)

9(14)

18 (28)
16 (25)
11 (17)
20 (31)

4,82 (0,07-11,05)
6,54 (0,15-17,37)

50 (77)
4 (6)
11 (17)

0

Haplo
n=20

11

Tabla 8.- Acondicionamientos y profilaxis de EICR en los pacientes con diagndstico de LMA. Flu:

fludarabina; Bu: busulfan; Cy: ciclofosfamida; Mel: melfalan; CsA: ciclosporina; Mtx: metotrexato;

MMF: micofenolato mofetilo; ATG: globulina antitimocitica; CE: corticoesteroides



3.- Estudios de quimerismo

El analisis del quimerismo se realizd de forma programada en todos los pacientes segun se
muestra en el cronograma de la Tabla 9. Se tomaron muestras de SP para analisis del quimerismo en
SP total, LT, LB, CM, LT reguladores (Treg), LAy NK a partir del dia +15 postrasplante y posteriormente
cada 2 semanas hasta adquisicién de QC. Una vez alcanzado QC se realizé estudio en SP junto con las
reevaluaciones de MO (dias +30, +90, +180 y +365). En algunos pacientes no se pudo realizar

leucocitarias al momento en que hubiera un nimero adecuado de leucocitos.
En el TPH de SCU se analizé una muestra adicional correspondiente al dia +7 postrasplante.

En los pacientes con diagndstico de LMA se realizé un analisis mds exhaustivo, mensual en la
SP y con un estudio de MO adicional en el dia 270.

En los pacientes con diagndstico de linfoma sin infiltracion medular, el seguimiento se realizd
exclusivamente en SP.

Dia SP MO LT LB cM CD34 Treg LA NK
:
|15 [ SR XXX
| 30 [ XX S S S
B
d
d
X X ¢
B
B
d d c
o
o
|
C2imeses B

Tabla 9.- Cronograma de analisis del quimerismo. ?Sélo en alo-TPH de SCU; PRepetido cada 2
semanas hasta QC; °Sélo en patologias con expresion de CD34; “Sélo en leucemias agudas.

Después del segundo afio y hasta el quinto afo postrasplante el estudio se realizé de forma
anual en SP, y en MO segun criterio clinico.
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Se realizé andlisis del quimerismo en 1339 muestras de SP total, 452 muestras de MO total,
339 muestras de LT, 158 muestras de LB, 262 muestras de CM, 64 muestras de CD34+, 22 muestras
de Treg, 96 muestras de LA, y 136 muestras de NK.

Se tomaron muestras frescas de SP o de MO. Se calculé el volumen de muestra necesario para
obtener un minimo de 107 células mononucleadas previo a la separacién inmunomagnética.

Se separaron las células mononucleadas mediante gradiente de Ficoll. Posteriormente se
procedid a realizar la purificacion de linajes leucocitarios mediante separacion inmunomagnética
(AutoMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbacj, Germany) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los anticuerpos empleados se resumen en la Tabla 10. Para la separacién de LA se
emplearon anticuerpos frente a CD3 y CD25 (doble seleccidn positiva). La separacidon de Treg se
empled una mezcla de anticuerpos “anti-no-CD4+" (CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail) con anti CDS,
CD14, CD16, CD19, CD56, CD123, TCRy/ y CD2354, realizando una seleccién de la fraccién negativa y
posteriormente sobre el producto obtenido se realizé seleccidén de la fraccion positiva de células CD25+
con el procedimiento descrito anteriormente.

En el caso de las CM, se prepard un buffy coat mediante centrifugacion. Posteriormente se
emplearon anticuerpos frente a CD15/CD33 para el aislamiento de las mismas.

Todos estos anadlisis también se realizaron empleando el equipo AutoMACS (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) segun las instrucciones del fabricante. La pureza minima de los
productos obtenidos medida por citometria de flujo multiparamétrica fue del 95 %.

LT SP CD3
LB SP CD19/CD20
cM SP CD15/CD33

CD34+ MO CD34
LA SP CD3/CD25
Treg SP CD4/CD25

NK SP CD56

Tabla 10.- Linajes celulares y marcadores empleados

Para el analisis del quimerismo en SP o MO totales, se extrajo el ADN de forma automatizada
empleando el kit de purificacion de ADN Maxwell 16 (Promega, Madison, WI) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En el caso de que el paciente presentase menos de 200 leucocitos
totales/mm3, la extraccién de ADN se realizé de forma manual mediante mediante columnas (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante.



En el caso de los linajes celulares, tras la separacidon inmunomagnética se procedid a la lisis de
los leucocitos mediante proteinasa-K 100 mg/mL (Sigma P-2308) e incubacién a 562C durante dos
horas (Thermomixer Compact; Eppendorf).

Se realizd la PCR con 2 ng de ADN gendémico empleando el kit AmpFISTR SGM Plus (Life
Technologies, Foster City, CA), el cual contiene 10 loci de microsatélites mas el gen de amelogenina X-
Y marcados en tres colores diferentes (azul, 5-FAM; verde, JOE; amarillo, NED). Los productos de
amplificacidon de PCR se sometieron a andlisis de fragmentos mediante electroforesis capilar en un
analizador Genetic Analyzer 3130x! (Life Technologies) bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante.

Se cuantificd el quimerismo mediante el software Genemapper 4.0 (Life Technologies)
empleando el drea en pixeles bajo los picos alélicos para estimar la cantidad relativa de ADN de
donante y de receptor (Figura 18).
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Figura 18.- Cuantificacidon de porcentaje de ADN de donante y receptor. Traducido de Jiang et al.
(67)



Las variables cuantitativas se expresaron como mediana y rango. Las variables cuantitativas
se expresaron como frecuencia y porcentaje.

Se censuré el seguimiento de quimerismo y de EICR cuando ocurrié alguno de los siguientes
eventos: recaida, infusidn de linfocitos del donante, fracaso del injerto, segundo TPH o muerte.

Para el estudio de la correlacién de la adquisicion de QC con los factores pretrasplante, aparte
del andlisis en la cohorte general de pacientes, se decidid realizar un subanalisis en la cohorte de
pacientes con diagndstico de LMA, con el objeto de evaluar los resultados en un subgrupo mas
homogéneo de pacientes. Esto es debido a que es la Unica patologia para la cual el alo-TPH es un
tratamiento estandar en primera o segunda linea. Se escogieron las variables segin lo que se ha
publicado hasta el momento en la literatura de posibles factores pretrasplante que podrian influir en
la dindmica de adquisicion de QC (edad, sexo de donante y receptor, fuente de CPH, donante
empleado, diagndstico de base, tratamientos recibidos, intensidad de acondicionamiento, profilaxis
de EICR, celularidad infundida, estado de la enfermedad al TPH y estatus de serologia CMV).

Dado el escaso numero de pacientes en el grupo de patologia no maligna (n=5), se decidid
excluir dichos casos del andlisis de correlacién de quimerismo con el diagndstico de base.

Para variables cuantitativas (edad, lineas de QT previas, CD34+ infundidas y CNT infundidas),
se tomd como referencia la mediana en la cohorte global de pacientes. En cuanto a la profilaxis de
EICR, como ésta es inherente al tipo de donante empleado, se compararon sélo los pacientes con TPH
de DNE, ya que éste es el Unico grupo en el que los pacientes habian recibido dos tipos de profilaxis
distintas (ATG+CsA+Mtx 6 Cy+MMF).

Por otro lado, en el estudio de factores pretrasplante y quimerismo, dado el escaso nimero
de pacientes con MO como fuente de PH en la cohorte de pacientes con LMA (n=4), se decidid excluir
dichos casos del andlisis. El estado de CMV tampoco se analizé en la cohorte de pacientes con LMA,
debido al escaso numero de pacientes con CMV negativo en donante y receptor (n=3).

La incidencia de adquisicién de QC, aparicion de EICR, recaida y MRT se estimaron mediante
analisis de incidencia acumulada (lA). Se compararon las curvas mediante el test de log-rank. Se
consideraron estadisticamente significativos los valores de p<0,05.

El andlisis multivariable de factores que influyen en la adquisicion de QC se realizé mediante
una regresion de riesgos competitivos. Se calculé la Hazard Ratio (intervalo de confianza 95 %) y se
identificaron diferencias estadisticamente significativas. Se consideré estadisticamente significativo
un valor de p<0,05.

Se calculd la SG empleando el método de Kaplan-Meier. Se compararon las curvas mediante
el test de log-rank. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p<0,05.

El analisis descriptivo de los datos y de correlacidn se realizaron usando SPSS version 21.0.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El analisis estadistico de IA y supervivencia se realizd
empleando R versién 3.4.2 para Windows (The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
El andlisis multivariable de regresidn de riesgos competitivos se calculé empleando el software STATA
version 15.1 para Windows (StataCorp, Texas, USA).






Se evalué el prendimiento en la cohorte global de pacientes, en la cohorte de pacientes con
diagndstico de LMA y segun el tipo de donante empleado. Las medianas de prendimiento se muestran
en laTabla 11.

A) Cohorte global LMA

N 193 65

IA prendimiento neutrofilos (%) 185 (96) 63 (97)

o Dia—mediana (rango) 16 (10-46) 16 (10-27)

IA prendimiento plaquetas (%) 166 (86) 60 (92)

o Dia—mediana (rango) 18 (5-594) 16 (9-85)

B) DE DNE SCU Haplo

N 57 39 25 72

IA prendimiento neutroéfilos (%) 57 (100) 38 (97) 20 (80) 70 (97)
o Dia—mediana (rango) 15 (11-33) 16 (10-26) 16 (10-46) 17 (13-28)
IA prendimiento plaquetas (%) 51 (89) 35 (90) 13 (52) 67 (93)
o Dia—mediana (rango) 11 (8-594) 14 (5-58) 37 (16-73) 29 (13-347)

Tabla 11.- Datos de prendimiento en el conjunto de pacientes y en los diagnosticados de LMA (A),
asi como por modalidad de TPH (B).

Al estudiar la 1A de prendimiento de neutréfilos segin el tipo de TPH, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, con un prendimiento de neutréfilos mas tardio para el TPH
de SCU frente al DE y el DNE y para el TPH haploidéntico frente al DE y DNE. En la Figura 19 se
representa graficamente la IA de prendimiento de neutréfilos en la cohorte global y por tipo de
donante. En la Tabla 12 se presenta la p resultante de la comparacién de las curvas de IA entre los
distintos tipos de donante. En cuanto al prendimiento de plaquetas, se encontré un prendimiento de
plaguetas mas lento en el TPH de SCU en comparacién con el resto de donantes y una tendencia a
prendimiento de plaquetas mas lento en el TPH haploidéntico frente al TPH de DE y de DNE (Figura
20, Tabla 13).

47



A. Cohorte global

o |

T Prendimiento neutréfilos

o _|

[m]

©w ]

[m]

<

=~

[m]

o]

[m]

o ]

o
T T T T T
0 10 20 30 40

Dias tras TPH

A

B. Por tipo de donante

Q
~ 7 "
7DE -
— Haplo -
o | —SCU M
o DNE ’j
©
[e]
<
[e]
o
[e]
o |
o
I I I I I
0 10 20 30 40
Dias tras TPH

Figura 19.- IA de prendimiento de neutréfilos en la cohorte global (A) y por tipo de donante (B).

Tipo TPH (p) DE
Scu <0,01
Haplo <0,01
DNE 0,65

DNE Haplo
0,03 0,06
0,01

Tabla 12.- IA de prendimiento de neutréfilos segtin el tipo de donante.
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Figura 20.- IA de prendimiento de plaquetas en la cohorte global (A) y por tipo de donante (B).



Tipo TPH (p) DE DNE Haplo

SCU <0,01 <0,01 <0,01
Haplo 0,08 0,06
DNE 0,09

Tabla 13.- IA de prendimiento de plaquetas segun el tipo de donante.

i. Dinamica del quimerismo en sangre periférica, médula oOsea y
linajes celulares en la cohorte global

Se analizé la IA de QC en la SP total y comparativamente entre los distintos linajes analizados
(LT, LB, CM, NK; Figura 21A). Resulta de especial interés que se encontré una IA de QC mas precoz en
CM frente al resto de linajes, y de LB y NK frente a LT (Tabla 14). Esto es, que los LT fueron el linaje
con adquisicion mas tardia de QC.

Linaje (p) CcMm SP LB NK
LT <0,01 0,09 <0,01 0,02
NK <0,01 0,79 0,95
LB <0,01 0,54
SP <0,01

Tabla 14.- Comparacion de la IA de QC en SP y entre los principales linajes leucocitarios.

Respecto a la IA de QC entre las poblaciones linfocitarias T en la SP (LT totales, Tregs y LA), no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 21B).

Sin embargo, se encontré que la adquisicion de QC es mas temprana en SP que en MO (p
<0,01; Figura 21C).
Por ultimo, cuando se compard la IA de QC entre MO total y CD34+, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 21D).

Cuando se analizd la IA del quimerismo en linajes leucocitarios en la poblacidn de pacientes
con diagndstico de LMA, se encontraron resultados superponibles a los expuestos en la poblaciéon
global (datos no mostrados).
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Figura 21.- IA de QC en los compartimentos celulares de la SP (A), en MO y CD34+ (B), en las
poblaciones linfocitarias T (C) y en SP frente a MO (D). Es importante recordar que el analisis de
quimerismo en SP total y linajes de SP se realizé a partir del dia +15 (dia +7 en TPH de SCU) y de
forma semanal hasta QC, mientras que el andlisis de quimerismo en MO y en CD34+ se realizé a dia
+30y +90 (ver Pacientes y métodos).

ii. Dinamica del quimerismo en sangre periférica, médula osea y
linajes celulares segun la modalidad de trasplante

Se analizd la adquisicion de QC en SP total, LT, CM, LB y NK segun la modalidad de trasplante.
Se encontré que en los TPH de DE existia un QC mas precoz en las CM frente a SP, LT y NK (p<0,01),
y un QC mas tardio en LT frente a LB (p=0,01). En TPH de DNE se encontré un QC mas tardio en LT
frente a CM (p=0,01), LB (p=0,05) y NK (p<0,01). No se encontraron diferencias entre los
compartimentos celulares en el TPH haploidéntico y de SCU. Los resultados se presentan en la Figura
22.
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A continuacion, se presentan las diferentes caracteristicas clinicas del paciente, enfermedad
y del alo-TPH (enumeradas previamente en material y métodos) y su comparacién con la adquisicién
de QC en SP, MO y en los linajes mas representativos y con mayor numero de casos disponibles para
el analisis (LT, CM). Se presentan dichos andlisis en cuatro subapartados separados (uno por cada
linaje celular), mostrandose primero los resultados en la cohorte global de pacientes y a continuacion
los resultados en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA.

A continuacién, se muestran la influencia de distintos factores pretrasplante en la adquisiciéon
de QC en SP total (Tablas 15 y 16). Se encontré una adquisicion de QC mas precoz en pacientes con
TPH haploidéntico frente a TPH de DE (p<0,01) y de SCU (p=0,01) y una tendencia a QC mas precoz en
pacientes con diagnéstico de MM (p=0,05).

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,74
Receptor varén + donante mujer 0,14
Sexo donante 0,44
Sexo receptor 0,55
Fuente CPH 0,20
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,09
Tipo TPH 0,01
Patologia de base 0,15
Diagnéstico linfoma 0,09
Diagnéstico leucemia 0,81
LMA vs. LLA 0,25
Diagndstico SMD/SMP 0,17
Diagnéstico MM 0,05
TPH autdlogo previo 0,15
QT previa 0,11
Lineas de QT < 2 0,38
AIR vs. AMA 0,14
Profilaxis EICR DNE 0,96




CD34+ infundidas < 4,77 0,76
CNT infundidas < 6,76 0,78
RC pretrasplante 0,35
CMV negativo 0,87

Tabla 15.- Estudio de la IA de QC en SP total en la cohorte global (n=193) segtin distintos factores
pretrasplante.

TipoTPH/ p Haplo DNE SCuU
DNE 0,27
SCuU 0,01 0,11
DE <0,01 0,18 0,64

Tabla 16.- Estudio de la IA de QC en SP total en la cohorte global (n=193) segun distintos tipos de
donante.

A continuacidn, se presentan en forma de figura los resultados mds relevantes del estudio de
la IA de QC en SP en funcidn de los factores pretrasplante (Figuras 23 y 24).
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Figura 23.- IA de QC en SP en la cohorte global de pacientes (n=193) segtn la diferencia de sexo
dontante-receptor (A) y la fuente de PH (B).
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En el analisis multivariable, se mantuvo la significacidén estadistica en el TPH haploidéntico
frente al resto (HR 1,47; p=0,02).

Se analizé también la influencia de los factores pretrasplante en la adquisicién de QC en SP
total en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (Tablas 17 y 18, Figura 25). También se
encontrd una adquisicion de QC mas precoz en los pacientes que recibian TPH haploidéntico frente a
DE (p<0,01).

Cohorte LMA ‘

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,85
Receptor varén + donante mujer 0,13
Sexo donante 0,46
Sexo receptor 0,65
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,86
Tipo TPH 0,01
AIR vs. AMA 0,97
CD34+ infundidas < 4,77 0,48
CNT infundidas < 6,76 0,19
RC pretrasplante 0,50

Tabla 17.- Estudio de la IA de QC en SP total en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA
(n=65) segun distintos factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE SCU
DNE 0,10
SCuU 0,10 0,55
DE <0,01 0,06 0,19

Tabla 18.- Estudio de la IA de QC en SP total en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA
(n=65) segun distintos tipos de donante.
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Figura 25.- IA de QC en SP en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=65) segun el sexo
de donante y receptor (A) y el tipo de donante (B).

Se analizd la influencia de factores pretrasplante en la adquisicion de QC en LT, los cuales se
presentan en las Tablas 19 y 20 y en la Figuras 26-28. Los pacientes que recibieron un TPH
haploidéntico presentaron QC en LT mas precozmente que los de DE (p<0,01) 6 DNE (p=0,01). Se
encontré un QC mas precoz en LT en los pacientes con diagndstico de linfoma o de MM frente al resto
de pacientes (p<0,01) y en los pacientes con LLA frente a LMA (p<0,01). Se encontré un QC mas tardio
en LT en los pacientes con SMD/SMP frente al resto (p<0,01). Por otra parte, también se encontré
relacién entre el quimerismo en LT y el tratamiento recibido previamente, siendo mas precoz para
pacientes que recibieran un TPH autdlogo previo (p<0,01), tratamiento con QT previo al TPH (p<0,01),
y 2 0 mas lineas de tratamiento QT (p<0,01). Sin embargo, se observé un QC mas precoz en LT para
los pacientes que recibian acondicionamiento de intensidad reducida (p=0,01).



Cohorte global

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,14
Receptor vardén + donante mujer 0,13
Sexo donante 0,32
Sexo receptor 0,60
Fuente CPH 0,46
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,89
Tipo TPH 0,04
Patologia de base <0,01
Diagnéstico linfoma <0,01
Diagnéstico leucemia 0,70
LMA vs. LLA <0,01
Diagndstico SMD/SMP <0,01
Diagndstico MM <0,01
TPH autélogo previo <0,01
QT previa <0,01
Lineas de QT (<2) <0,01
AIR vs. AMA 0,01
Profilaxis EICR DNE 0,44
CD34+ infundidas <4,77 0,40
CNT infundidas <6,76 0,70
RC pretrasplante 0,08
CMV negativo 0,73

Tabla 19.- Estudio de la IA de QC en LT en la cohorte global (n=193) segun distintos factores
pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE SCU
DNE 0,01
Scu 0,33 0,65
DE <0,01 0,43 0,40

Tabla 20.- Estudio de la IA de QC en LT en la cohorte global (n=193) segtin distintos tipos de donante.
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Figura 28.- 1A de QC en LT en la cohorte global (n=193)
segun la situacion de la enfermedad previo al TPH.

En el andlisis multivariable, se mantuvo la significacidon estadistica en el TPH haploidéntico
frente al resto como un factor de riesgo de adquisicion temprana de QC en LT (HR 1,52; p=0,02), y los
pacientes con diagndstico de SMD 6 SMP como un factor protector de adquisiciéon temprana de QC
en LT frente al resto (HR 0,59; p=0,03).

De la misma manera, se analizaron los factores pretrasplante y su relacidon con la IA de QC en
LT en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA. Los pacientes con TPH de DE mostraron un QC
mas tardio en LT frente al TPH haploidéntico, de DNE y de SCU (p<0,01). Los pacientes con TPH
haploidéntico tuvieron un QC en LT mas precoz que aquellos con TPH de DNE (p=0,05) (Tablas 21y
22, Figura 29).

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,16
Receptor varén + donante mujer 0,16
Sexo donante 0,27
Sexo receptor 0,87
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,06
Tipo TPH 0,01
AIR vs. AMA 0,62
CD34+ infundidas < 4,77 0,71
CNT infundidas < 6,76 0,14
RC pretrasplante 0,51

Tabla 21.- Estudio de la IA de QC en LT en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=73)
segun distintos factores pretrasplante.



Tipo TPH (p) Haplo DNE SCU

DNE 0,05
Scu 0,74 0,25
DE <0,01 <0,01 0,01

Tabla 22.- Estudio de la IA de QC en LT en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=73)
segun distintos tipos de donante.
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Figura 29.- IA de QC en LT en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA segun el tipo de
donante.

En cuanto a la relacion de la IA de QC en CM vy los factores pretrasplante, se observé un QC
mas precoz al emplear la SP como fuente de CPH frente a la SCU (p<0,01), un QC mas tardio de los
TPHs de SCU frente al resto de donantes (p<0,01), y un QC mas precoz en los pacientes con
diagndstico de MM (p<0,01) (Tablas 23 y 24, Figura 30).
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Cohorte global

Factor pretrasplante p

Edad > 44,9 afios 0,89
Receptor vardn + donante mujer 0,78
Sexo donante 0,52
Sexo receptor 0,86
Fuente CPH 0,02
Fuente CPH (SP vs. SCU) <0,01
Tipo TPH 0,02
Patologia de base <0,01
Diagnéstico linfoma 0,67
Diagnéstico leucemia 0,96
LMA vs. LLA

Diagndstico SMD/SMP 0,16
Diagndstico MM <0,01
TPH autdlogo previo 0,96
QT previa 0,24
Lineas de QT (<2) 0,86
AIR vs. AMA 0,36
Profilaxis EICR DNE 0,62
CD34+ infundidas <4,77 0,41
CNT infundidas <6,76 0,10
RC pretrasplante 0,50
CMV negativo 0,30

Tabla 23.- IA de QC en CM en la cohorte global (n=193) segun distintos factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE DE
DNE 0,30
DE 0,29 0,95
SCuU <0,01 <0,01 <0,01

Tabla 24.- IA de QC en CM en la cohorte global (n=193) segun distintos tipos de donante.
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Figura 30.- IA de QC en CM segun la fuente de CPH (A), el tipo de donante (B), el diagndstico de base
(C) y el niumero de CNT infundidas (D).

Debido a que sélo se encontrd relacidn con el empleo del donante/fuente de PH la SCU frente
al resto, no se realizé andlisis multivariante de la IA de QC en CM y factores pretrasplante en la cohorte
global.

La relacién de los factores pretrasplante con la IA de QC en CM en el subgrupo de pacientes
con diagndstico de LMA se presenta en las Tablas 25 y 26. No se encontraron diferencias
estadisticametne significativas en este grupo.
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Cohorte LMA

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,84
Receptor varén + donante mujer 0,61
Sexo donante 0,40
Sexo receptor 0,76
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,27
Tipo TPH 0,68
AIR vs. AMA 0,80
CD34+ infundidas < 4,77 0,43
CNT infundidas < 6,76 0,50
RC pretrasplante 0,91

Tabla 25.- Estudio de la IA de QC en CM en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=65)
segun distintos factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE DE
DNE 0,90
DE 0,70 0,89
SCU 0,19 0,25 0,41

Tabla 26.- Estudio de la IA de QC en CM en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=65)
segun distintos tipos de donante.

d) Quimerismo en médula 6sea

Se encontré un QC mas precoz en MO en pacientes con una edad por debajo de 44,9 anos
(p<0,01) y con enfermedad en RC previo al TPH (p=0,01), asi como los que recibian TPH haploidéntico
frente a DE (p=0,03). Los pacientes con diagndstico de SMD/SMP presentaron una adquisicién mas
tardia de QC en MO (p=0,02). Los resultados se presentan en las Tablas 27 y 28 y en la Figura 31.
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Cohorte global

Factor pretrasplante p
Edad receptor > 44,9 anos <0,01
Edad donante > 41 afios 0,29
Receptor varén + donante mujer 0,48
Sexo donante 0,99
Sexo receptor 0,60
Fuente CPH 0,71
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,41
Tipo TPH 0,08
Patologia de base 0,24
Diagnéstico linfoma 0,50
Diagnéstico leucemia 0,22
LMA vs. LLA 0,80
Diagnostico SMD/SMP 0,02
Diagnéstico MM 0,44
TPH autdlogo previo 0,99
QT previa 0,13
Lineas de QT (<2) 0,12
AIR vs. AMA 0,43
Profilaxis EICR DNE 0,89
CD34+ infundidas <4,77 0,84
CNT infundidas <6,76 0,40
RC pretrasplante 0,01
CMV negativo 0,30

Tabla 27.- IA de QC en MO en la cohorte global (n=193) seguin distintos factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE DE
DNE 0,08
DE 0,03 0,82
Scu 0,10 0,76 0,96

Tabla 28.- IA de QC en MO en la cohorte global (n=193) segtin distintos tipos de donante.
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Debido al hallazgo de la influencia de la edad del receptor en la IA de QC en MO, se estudié la
correlacién entre la edad del donante y del receptor, encontrando una correlacién clara sélo en el
subgrupo de TPH de DE (correlacidon de Pearson 0,85; p<0,01). Sin embargo, en este subgrupo de
pacientes no se encontroé relacién significativa entre la edad del donante y la adquisicién de QC, si bien
si que parecia existir una tendencia a un QC mas precoz para los donantes mas jévenes (p=0,13). Por
otra parte, se encontraron diferencias en la mediana de edad por diagndstico (siendo 43 afios para
leucemia aguda, 42,6 para linfoma, y 54,7 para SMD/SMP).

En el andlisis multivariable, se encontré correlacidén de la edad del receptor por encima de
44,9 afios con la presencia de QC en MO mas tardio (HR 0,63; p<0,01) y el TPH haploidéntico con la
presencia de un QC en MO mas precoz (HR 1,45; p=0,03).

También se analizaron la adquisicion del quimerismo en MO vy las variables pretrasplante en
la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA. Al igual que en la cohorte global, los pacientes con
RC pretrasplante presentaron un QC mas precoz en MO. Los resultados se resumen en las Tablas 29
y 30.

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,10
Receptor varén + donante mujer 0,16
Sexo donante 0,56
Sexo receptor 0,54
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,24
Tipo TPH 0,23
AIR vs. AMA 0,18
CD34+ infundidas < 4,77 0,75
CNT infundidas < 6,76 0,86
RC pretrasplante 0,01

Tabla 29.- IA de QC en MO en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=65) segtin distintos
factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE DE
DNE 0,34
DE 0,07 0,51
SCU 0,71 0,38 0,13

Tabla 30.- IA de QC en MO en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA (n=65) segtin distintos
tipos de donante.
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Se encontré un QC mds precoz en CD34+ en los TPH de SCU frente a DE y DNE (p=0,04) y en
los TPH haploidénticos frente a DE (p=0,04). También se encontré una adquisiciéon mas precoz de QC
en pacientes que presentaban RC pretrasplante frente a pacientes con enfermedad visible (p<0,01).
Los resultados se presentan en las Tablas 31y 32y en la Figura 32.

Factor pretrasplante p
Edad > 44,9 afios 0,50
Receptor varén + donante mujer 0,26
Sexo donante 0,45
Sexo receptor 0,40
Fuente CPH 0,11
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,04
Tipo TPH 0,03
LMA vs. LLA 0,97
Diagndstico SMD/SMP 0,05
Lineas de QT (<2) 0,18
AIR vs. AMA 0,73
CD34+ infundidas <4,77 0,70
CNT infundidas <6,76 0,70
RC pretrasplante <0,01

Tabla 31.- IA de QC en CD34+ en la cohorte global (n=193) segtin distintos factores pretrasplante.

Tipo TPH (p) Haplo DNE DE
DNE 0,12
DE 0,04 0,54
Scu 0,52 0,04 0,04

Tabla 32.- IA de QC en CD34+ en la cohorte global (n=193) segtin distintos tipos de donante.
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Figura 32.- IA de QC en CD34+ en la cohorte global (n=193) segun la fuente de PH (A), el tipo de TPH
(B) y el estado de la enfermedad pretrasplante (C).

En el analisis multivariable se encontré que los pacientes que no estaban en RC previo al TPH,
presentaban una IA de QC en CD34+ mas tardia (HR 0,43; p=0,02).
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Se analizé la IA de EICRa grado lI-IV y llI-1V, de EICRc global y moderada-severa, de recaida, de
exitus y de MRT global y precoz y se compararon los resultados en la cohorte global, de pacientes con
diagndstico de LMA y por tipo de donante. Los resultados se resumen en la Tabla 33. A continuacién
se desglosan las comparaciones entre los distintos subgrupos.

N

EICRa global — IA dia +150
o Grado ll-IV
o Grado llI-IV

EICRc global — 1A

o Moderada-severa
Recaida —IA

ILD—n (%)

Exitus — 1A
o MRT
o MRT+150

SG

Seguimiento vivos (afios)
— mediana (rango)

Cohorte
LMA DE DNE
global

193 65 57 39
31% 31% 39% 34 %
11% 8% 14 % 8%
35% 31% 49 % 41 %
22 % 20 % 37 % 23 %
33% 33% 35% 29 %

18 (9 %) 7 (11 %) 7 (12 %) 3(8%)
60 % 48 % 53 % 63 %
31% 20 % 28 % 40%
16 % 8% 16 % 13%
51% 52 % 54 % 51%
49 % 52% 50 % 51%
5,05 4,75 5,81 5,01

(1,01-8,50) (1,01-8,28) (1,45-8,28) (2,99-8,50)

SCU Haplo
25 72
16 % 28%
12 % 11%
8% 31%
0% 18%
39% 32%
0 8 (11 %)
66 % 56 %
41% 25%
41% 8%
39% 52 %
39 % 50 %
6,17 4,20
(1,01-7,30) (2,38-8,04)

Tabla 33.- IA de complicaciones en las distintas cohortes: global, de pacientes con diagndstico de
LMA vy de pacientes con TPH de DE, DNE, SCU y haploidéntico.

Cabe destacar la baja IA de EICRa y EICRc en el subgrupo de pacientes con TPH de DNE. Esta
puede ser en parte explicada por el empleo de profilaxis de EICR con ciclofosfamida postrasplante en
un tercio de los pacientes, con una IA de EICRa global en este subgrupo de 9 %, de EICRc global de
17 % y de EICRc moderada-severa de 0 %. El seguimiento en esta cohorte de pacientes es, ademas,
mas corto, debido al inicio del empleo de este tipo de profilaxis en el afio 2014. Los resultados se

presentan en la Tabla 34.



IA DNE DNE-ATG DNE-Cy

N 39 27 12
EICRa global — IA dia +150
o Grado ll-IV 34 % 44 % 9%
o Grado llI-IV 8% 11% 0%
EICRc global — 1A 41 % 52 % 17 %
o Moderada-severa 23 % 33% 0%
Recaida — 1A 29% 32% 18 %
ILD —n ( %) 3 (8 %) 3(11 %) 0
Exitus — 1A 63 % 68 % 33%
o MRT 40 % 46 % 18 %
o MRT +150 13% 15% 8%
SG

3 afios 51 % 44 % 67 %

5 afos 51% 44 % -

. N . 5,01 7,08 3,44
Seguimiento (afios) — mediana (rango)

(2,99-8,50) (4,51-8,50) (2,99-4,03)

Tabla 34.- 1A de complicaciones en los pacientes con TPH de DNE segtin la profilaxis de EICR recibida.

En la serie analizada hubo 5 fracasos primarios y 3 fracasos secundarios de injerto. De los
pacientes con fracaso primario del injerto, 4/5 presentaron un porcentaje de células del donante
inferior a 80 % en SP a dia +15 y a dia +30 e inferior a 40 % en LT a dia +21. Un paciente presenté un
87 % de células del donante en MO a dia +30, el resto inferior al 5 %. Todos los pacientes con fracaso
secundario del injerto presentaron una dindmica descendente en cuanto al porcentaje de células del
donante, con un porcentaje de células del donante inferior al 80 % en SP e inferior al 40 % en LT en el
momento del diagnéstico de fracaso de injerto. Se presentan dos graficas con la dinamica del
guimerismo en los pacientes con fracaso de injerto en las Figuras 33 y 34.
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Figura 33.- Dinamica del quimerismo en SP en los pacientes con fracaso del injerto. Verde:
fracaso primario; Amarillo: fracaso secundario.
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Figura 34.- Dinamica del quimerismo en LT en los pacientes con fracaso del injerto. Verde:
fracaso primario; Amarillo: fracaso secundario
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i. EICR aguda

Previo al andlisis de IA de EICR segln el estatus del quimerismo, se estudiaron factores
pretrasplante que podian influir en la EICRa.

Factor pretrasplante p (EICRa lI-IV) p (EICRa IlI-1V)
Edad > 44,9 afios 0,71 0,35
Receptor varén + donante mujer 0,56 0,94
Sexo donante 0,40 0,61
Sexo receptor 0,43 0,40
Fuente CPH 0,10 0,98
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,06 0,90
Tipo TPH 0,14 0,83
Patologia de base 0,13 0,11
Diagndstico leucemia 0,61 0,15
Diagndstico linfoma 0,34 0,70
Diagnéstico SMD/SMP 0,03 <0,01
Diagndstico MM 0,49 0,81
Diagndstico patologia no maligna 0,14 0,42
TPH autdlogo previo 0,51 0,97
QT previa 0,08 0,02
Lineas de QT < 2 0,06 0,22
AIR vs. AMA 0,54 0,69
Profilaxis EICR DNE 0,03 0,24
CD34+ infundidas < 4,77 0,42 0,17
CNT infundidas < 6,76 0,04 0,98
RC pretrasplante 0,47 <0,01
CMV negativo 0,26 0,14

Tabla 35.- Relacién entre distintos factores pretrasplante e IA de EICRa.

Se encontré que los pacientes con diagndstico de SMD/SMP presentaban mayor IA de EICRa
grados II-IV y llI-IV (p=0,03 y p<0,01), aquellos con mayor niimero de CNT infundidas presentaron
mayor |IA de EICRa grados II-IV (p=0,04), y los pacientes con QT intensiva previa y en situacion distinta
de RC pretrasplante presentaban mayor IA de EICRa grados llI-IV (p=0,02 y p<0,01). Al comparar los
pacientes con TPH de DNE segun la profilaxis de EICR empleada, se encontré una IA de EICRa grados
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[I-1V significativamente menor en los que recibieron ciclofosfamida postrasplante (p=0,03), sin que se
observaran diferencias en la EICRa grave, en probable relacién con el escaso nimero de casos. Los
resultados se resumen en las Tablas 35-37 y en las Figuras 35 y 36.

En la comparacion de la IA de EICRa grados II-IV por tipo de TPH (Tabla 36, Figura 35), se
encontré una mayor incidencia en los pacientes con TPH de DE frente a TPH de SCU. No se
encontraron diferencias en la IA de EICRa grados llI-1V (Tabla 37, Figura 35).

Tipo TPH (p) DE Haplo DNE
Haplo 0,14
DNE 0,87 0,30
Scu 0,04 0,25 0,09

Tabla 36.- IA de EICRa grados II-IV por tipo de donante.

Tipo TPH (p) DE Haplo DNE
Haplo 0,60
DNE 0,37 0,59
SCuU 0,80 0,90 0,59

Tabla 37.- 1A de EICRa grados llI-1V por tipo de donante.
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Se analizé la relacién del estatus del quimerismo en distintos linajes y distintos puntos del TPH
con la IA de EICRa. Se estudio el estatus del quimerismo (QC 6 QM) en SP entre los dias +15y +21 (1)
y a dia +30 (2); en LT (3) y en CM (4) entre los dias +21 y +30; y en MO a dia +30 (5). A continuacién,
se presentan los resultados en la cohorte global, en la cohorte de pacientes con diagndstico de LMA,
y desglosados por tipo de donante.

Quimerismo y EICR aguda grados II-1V

Se encontré que los pacientes que recibian un TPH de DNE y alcanzaron QC en SP y LT de
forma mas temprana (dias 15-30), presentaban una mayor IA de EICRa grados II-IV. Por el contrario,
los pacientes que recibian un TPH haploidéntico y ademas estaban en QM en MO a dia +30
presentaban una mayor |IA de EICRa grados II-1V. No se encontraron otras diferencias estadisticamente
significativas, si bien se representan graficamente todos los andlisis con una p<0,1 a modo informativo.
Los resultados se presentan en la Tabla 38 y en la Figura 37. En las figuras, el nUmero de pacientes que
aparece sobre cada rama se refiere al nUmero de pacientes en QC/QM en riesgo de desarrollar EICR.

Cohorte LMA ] [p]\']3 Haplo SCU
global

Linaje/dia p P P P P P
SP+15+21 0,89 0,98 0,08 0,01 0,16 1,00
SP+30 0,41 0,56 0,25 0,12 0,22 0,40
LT+30 0,94 0,98 0,29 0,03 0,87 0,49
CM+30 0,74 0,20 0,41 : 0,06 0,46
MO+30 0,43 0,26 0,76 0,09 <0,01 0,47

Tabla 38.- Comparacion de la IA de EICRa II-1V en la cohorte global, de pacientes con diagnéstico de
LMA, y segun el tipo de donante, segin el estatus de quimerismo en distintos compartimentos
celulares.
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Quimerismo y EICR aguda grados IlI-1V

Se encontrd que, en la cohorte global de pacientes, aquellos que estaban en QM a dia +30 en
la SP y en MO presentaban una mayor incidencia de EICRa grados IlI-IV. Estos resultados se
reproducian en la cohorte de pacientes con TPH de DE y haploidéntico, pero no en aquellos con

diagndstico de LMA o con TPH de DNE o de SCU. Los resultados se presentan en la Tabla 39 y en las

Figuras 38-40.

Linaje/dia
SP+15+21
SP+30
LT+30
CM+21+30
MO+30

Cohorte
global

p
0,18
<0,01
0,35
0,05

<0,01

LMA

p
0,38
0,08
0,41
0,55

0,28

DE

p
0,37
0,01
0,44
0,05
0,05

DNE

p
0,92
0,36
0,11

0,11

Haplo

p
0,30
<0,01
0,19
<0,01

<0,01

SCU

p
0,53
0,68
0,79
0,75

0,11

Tabla 39.- Comparacion de la IA de EICRa llI-IV en la cohorte global, de pacientes con diagnéstico de

LMA, y segun el tipo de donante, segln el estatus de quimerismo en distintos compartimentos

celulares.
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Debido a la alta IA de EICR en pacientes con QM en algunos subgrupos, se revisé la evolucion
de los pacientes en QM en SP y MO a dia +30 incluyendo las modificaciones en la inmunosupresion.
Es de especial interés que, de los pacientes en QM, 9/26 pacientes (34 %) que desarrollaron EICRa
grados II-IV y 6/13 pacientes (46 %) que desarrollaron EICRa grados llI-IV habian descendido la
inmunosupresion en los dias previos de forma precoz por indicacidn clinica (persistencia de QM con
enfermedad de alto riesgo). También resulta de interés que los 5 pacientes con fracaso primarioy 3
con fracaso secundario de la serie se encuentran dentro de este grupo. Los resultados se presentan
enla Tabla 40y la Figura 41.
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Caracteristica

N

Sexo varon —n (%)

Edad (afios) - mediana

(rango)

Diagndstico — n (%)
o Leucemia Aguda

o LMA

o LLA
o Linfoma/LLC

o LH

o LNH
o SMD-SMP
o Otros

Lineas de QT previas — n (%)
o O

o 1

o 22

Acondicionamiento — n (%)
o AIR

o AMA

TPH autdlogo previo — n (%)

Enfermedad visible al TPH — n

(%)

Edad donante (afios)
mediana (rango)

Numero

70
46 (66)

45 (16-68)

17 (24)
29 (41)
27 (39)

21(30)
49 (70)

5(7)

35 (50)

40 (17-63)

Caracteristica

Celularidad infundida -
(rango)

o CD34 (x10%/kg)

o CNT/kg (x108/kg)

Tipo donante — n (%)
DE

DNE
o SCU
o Haplo
QC-n (%)
o SP+30
o LT+21+30
o CM+21+30
o MO+30

Fracaso injerto — n (%)
o Primario
o Secundario

EICRa — n(%)
o -V
o IV

Recaida

Exitus

o Recaida/progresion
o Relacionada con TPH
o Otras

Numero

4,38 (0,04-11,4)
6,15 (0,1-27,8)

25 (36)
17 (24)
12 (17)

26 (37)
13 (19)
21 (39)
46 (65)
24 (52)
19 (41)

3 (6)

Tabla 40.- Caracteristicas y evolucion de los pacientes en QM en SP o en MO a dia +30.
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ii.  EICR cronica

Se analizaron los factores clinicos con posible influencia en el desarrollo de EICRc. Se encontré
gue los pacientes con TPH de SP frente a SCU, con TPH de DNE empleando ATG+MTX como profilaxis,
y con diagndstico previo de EICRa presentaron una mayor |IA de EICRc y de EICRc moderada-severa.
Los pacientes que recibieron mayor dosis de CD34+/kg, presentaron una mayor IA de EICRc. Los
pacientes con edad por debajo de la mediana, y que habian recibido un TPH autélogo previo
presentaron una mayor IA de EICRc moderada-severa. Los resultados se muestran en la Tabla 41y en
las Figuras 42-44.

Factor pretrasplante p (EICRc) p (ECIRc mod-sev)
Edad > 44,9 afios 0,06 0,03
Receptor varén + donante mujer 0,47 0,74
Sexo donante 0,88 0,68
Sexo receptor 0,66 0,37
Fuente CPH 0,02 0,02
Fuente CPH (SP vs. SCU) <0,01 <0,01
Tipo TPH <0,01 <0,01
Patologia de base 0,70 0,37
Diagndstico leucemia 0,43 0,67
Diagndstico linfoma 0,90 0,09
Diagndstico SMD/SMP 0,23 0,36
Diagnéstico MM 0,81 0,23
Diagndstico patologia no maligna 0,42 0,83
TPH autélogo previo 0,07 0,04
QT previa 0,64 0,75
Lineas de QT < 2 0,83 0,40
AIR vs. AMA 0,64 0,22
Profilaxis EICR DNE 0,04 0,03
CD34+ infundidas < 4,77 0,05 0,11
CNT infundidas < 6,76 0,36 0,60
RC pretrasplante 0,27 0,83
CMV negativo 0,40 0,10
EICRa II-IV 0,28 0,02

Tabla 41.- Relacion entre distintos factores e IA de EICRc.



Al comparar la IA de EICRc por tipo de TPH, se encontré una IA de EICRc global y de EICR
moderada severa menor para el TPH de SCU que para el resto, y mayor para el TPH de DE frente al
haploidéntico (Tablas 42 y 43, Figura 42).

Tipo TPH (p) DE DNE Haplo
DNE 0,50
Haplo 0,04 0,28
Scu <0,01 <0,01 0,03

Tabla 42.- 1A de EICRc por tipo de donante.

Tipo TPH (p) DE DNE Haplo
DNE 0,18
Haplo 0,02 0,51
SCcu <0,01 0,01 0,03

Tabla 43.- 1A de EICRc moderada-severa por tipo de donante.
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Quimerismo y EICR crénica

En cuanto al quimerismo y el desarrollo de EICRc, se analizé la relacién del estatus del
guimerismo en distintos linajes y distintos puntos del TPH con la IA de EICRc. Se estudio el estatus del
quimerismo en SP a dia +30 (1) y a dia +90 (2); en LT (3) y CM (4) entre los dias +15 y +21; y en MO a
dia +90 (5). A continuacion, se presentan los resultados en la cohorte global, en la cohorte de pacientes
con diagnéstico de LMA, y desglosados por tipo de donante.

En EICRc global, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la IA de
EICRc en funcién del estatus del quimerismo en los distintos linajes. No obstante, se encontré una
tendencia (p<0,10) a mayor incidencia de EICRc entre aquellos pacientes con QC en SP a dia +90 y en
CM entre los dias +21 y +30 en la cohorte global, y en los pacientes con QC en SP a dia +90 en los TPH
de DNE. Los resultados se presentan en la Tabla 44 y en las Figuras 45 y 46.

Cohorte LMA Haplo
global

Linaje/dia p P P P P P
SP+30 0,35 0,70 0,59 0,25 0,80 0,23
SP+90 0,08 0,19 0,33 0,07 0,33 0,76
LT+30 0,95 0,58 0,91 0,70 0,24 0,27
CM+30 0,07 0,26 0,27 1,00 0,43 0,25

MO+90 0,88 0,46 0,70 0,87 0,94 0,20

Tabla 44.- .- Comparacion de la IA de EICRc global en la cohorte global, de pacientes con diagnéstico
de LMA, y segun el tipo de donante, seguin el estatus de quimerismo en distintos compartimentos
celulares.
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Quimerismo y EICR crénica moderada-severa

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en términos de EICRc
moderada-severa. Los resultados se resumen en la Tabla 45.

Cohorte LMA DE DNE Haplo SCU
global

Linaje/dia p P P P P P
SP+30 0,58 0,11 0,48 0,04 0,33 -
SP+90 0,63 0,39 0,79 0,19 0,51 -
LT+30 0,43 0,28 0,15 0,35 0,14 -
CM+30 0,20 0,34 0,19 - 0,48 -
MO+90 0,77 0,92 0,20 0,36 0,73 -

Tabla 45.- Comparacidén de la IA de EICRc moderada-severa en la cohorte global, de pacientes con
diagndstico de LMA, y segun el tipo de donante, seglin el estatus de quimerismo en distintos
compartimentos celulares.

d) Recaida

De la misma manera que con la EICR, se analizaron los factores clinicos que podian influir en
la IA de recaida. El Unico factor que se relaciond con recaida fue el haber recibido mas de dos lineas
de tratamiento QT previo al TPH (p = 0,04). Los resultados se presentan en la Tabla 46 y en la Figura

50.
Cohorte global

Factor pretrasplante p (recaida)
Edad > 44,9 afios 0,54
Receptor varén + donante mujer 0,89
Sexo donante 0,49
Sexo receptor 0,78
Fuente CPH 0,85
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,82
Tipo TPH 0,86
Patologia de base 0,29
Diagnéstico leucemia 0,50
Diagnéstico linfoma 0,44
Diagndstico SMD/SMP 0,71
Diagndstico MM 0,09
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Diagnéstico patologia no maligna 0,22
TPH autdlogo previo 0,31
QT previa 0,15
Lineas de QT < 2 0,04
AIR vs. AMA 0,81
Profilaxis EICR DNE 0,70
CD34+ infundidas < 4,77 0,12
CNT infundidas < 6,76 0,93
RC pretrasplante 0,12
CMV negativo 0,53

Tabla 46.- Relacion entre distintos factores e IA de recaida.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la IA de recaida por tipo de
donante (Tabla 47, Figura 47).

Tipo TPH (p) DE DNE Haplo
DNE 0,44
Haplo 0,72 0,56
SCU 0,97 0,60 0,79

Tabla 47.- 1A de recaida por tipo de donante.
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Figura 47.- 1A de recaida segtin el tipo de TPH (A) y el nimero de lineas de QT (B).
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Quimerismo y recaida

Se analizé la IA de recaida en funcién del estatus del quimerismo (QC 6 QM) en SP entre los
dias +15y +21y a dia +30, en LT y CM entre los dias +21 y +30, en MO a dia +30 y en CD34+ entre los
dias +21 y +30. En la poblacién de pacientes con diagnéstico de LMA, se encontré una mayor IA de
recaida entre aquellos que mantenian QM en CD34+ a dia +30. En los pacientes con TPH de DE, se
encontré una mayor IA de recaida en aquellos en QM en MO a dia +30. En cuanto al quimerismo en
CM a dia +21 en el TPH de DNE, pese a que los resultados son estadisticamente significativos (p<0,01),
s6lo habia un paciente en la rama de QM, por lo que no se considerd relevante. Los resultados se

presentan en la Tabla 48 y en las Figuras 48 y 49.

Linaje
SP+15+21
SP+30
LT+21+30
CM+21+30
MO+30
MO+90
CD34+30

p
0,62
0,39
0,19
0,98
0,25
0,62
0,23

Cohorte
global

LMA

p
0,49
0,85
0,12
0,67
0,11
0,58

<0,01

DE

p
0,29
0,18
0,26
0,51
0,05
0,28
0,11

DNE

p
0,51
0,26
0,97

<0,01
0,84
0,10
0,33

Haplo

p
0,70
0,29
0,06
0,41
0,36
0,26
0,18

SCU

p
0,30
0,19
0,71
0,14
0,31

0,46

Tabla 48.- Comparacion de la IA de recaida en la cohorte global, de pacientes con diagnéstico de
LMA, y segun el tipo de donante, segln el estatus de quimerismo en distintos compartimentos
celulares.
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Figura 48.- IA de recaida en la cohorte de pacientes con diagnéstico de LMA (n=65) seguin el estatus de
quimerismo en CD34+ a dia +21+30 (B).
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Se analizé la relacidn entre los factores pretrasplante y la MRT. Se encontré mayor IA de MRT
entre los pacientes de mayor edad (p=0,02), con SCU frente a SP como fuente de PH (p = 0,05), con
diagndstico distinto de leucemia aguda (p=0,01), con diagndstico de SMD/SMP (p=0,04), que no
habian recibido QT previo al TPH (p<0,01) y con situacidén de la enfermedad pretrasplante distinta de
RC (p=0,03). Se presenta un resumen de los resultados en la Tabla 49 y las Figuras 50 y 51.

Factor pretrasplante p (MRT)
Edad > 44,9 afios 0,02
Receptor vardn + donante mujer 0,30
Sexo donante 0,78
Sexo receptor 0,26
Fuente CPH 0,12
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,05
Tipo TPH 0,18
Patologia de base 0,07
Diagndstico leucemia 0,01
Diagnéstico linfoma 0,53
Diagndstico SMD/SMP 0,04
Diagnéstico MM 0,91
Diagnéstico patologia no maligna 0,19
TPH autdlogo previo 0,25
QT previa <0,01
Lineas de QT < 2 0,63
AIR vs. AMA 0,12
Profilaxis EICR DNE 0,17
CD34+ infundidas < 4,77 0,11
CNT infundidas < 6,76 0,07
RC pretrasplante 0,03
CMV negativo 0,50

Tabla 49.- Relacion entre distintos factores e IA de MRT.
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Figura 51.- IA de MRT segun el haber recibido QT intensiva (A), el nimero de CD34+ (B) y de CNT
infundidas (C), y el estado de la enfermedad pretrasplante (D).

En la comparacién de la MRT por tipo de donante, se encontré una mayor MRT en el TPH de
SCU frente al TPH haploidéntico (p=0,03). Los resultados se muestran en la Tabla 50 y en la Figura
55.

Tipo TPH (p) DNE SCuU DE
SCU 0,38
DE 0,52 0,11
Haplo 0,25 0,03 0,54

Tabla 50.- IA de MRT por tipo de donante.



i.  Quimerismo y mortalidad relacionada con el trasplante

Se analizd la relaciéon entre la IA de MRT vy el estatus del quimerismo (QC 6 QM) en SP entre
los dias +15 y +21 y a dia +30, en LT y CM entre los dias +21 y +30, en MO a dia +30 y en CD34+ entre
los dias +21 y +30. No se encontré relacion entre quimerismo y la MRT. Sin embargo, se encontré
que los pacientes con QC en SP entre los dias +15 y +21 en la cohorte de pacientes con TPH de DNE, y
gue los pacientes con QC en SP a dia +30 en la cohorte global, de pacientes con TPH de DNE y de SCU
presentaron una menor MRT, si bien las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Los

resultados se presentan en la Tabla 51 y en la Figura 52.

Cohorte DE Haplo
global

Linaje/dia p P P P P P
SP+15+21 0,78 0,56 0,27 0,09 0,57 0,91
SP+30 0,11 0,72 0,94 0,10 0,79 0,13
LT+30 0,76 0,92 0,56 0,40 0,74 0,78
CM+30 0,33 0,48 0,56 0,86 0,53 0,64
MO+30 0,31 0,76 0,18 0,70 0,90 0,85

Tabla 51.- Comparacion de la IA de MRT en la cohorte global, de pacientes con diagndstico de LMA,
y segun el tipo de donante, segtn el estatus de quimerismo en distintos compartimentos celulares.
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Se estudié la relacién entre los distintos factores pretrasplante y la SG. Se encontré que los
pacientes de mayor edad y aquellos que no estaban en RC pretrasplante presentaban una SG
significativamente mas baja (p<0,01). Los resultados se resumen en la Tabla 52 y en las Figuras 53 y
54,

Factor pretrasplante p (SG)
Edad > 44,9 afios <0,01
Receptor varén + donante mujer 0,63
Sexo donante 0,81
Sexo receptor 0,77
Fuente CPH 0,20
Fuente CPH (SP vs. SCU) 0,08
Tipo TPH 0,35
Patologia de base 0,23
Diagnéstico leucemia 0,08
Diagnéstico linfoma 0,91
Diagndstico SMD/SMP 0,05
Diagnéstico MM 0,32
Diagnéstico patologia no maligna 0,85
TPH autdlogo previo 0,12
QT previa 0,02
Lineas de QT < 2 0,75
AIR vs. AMA 0,34
Profilaxis EICR DNE 0,17
CD34+ infundidas < 4,77 0,51
CNT infundidas < 6,76 0,21
RC pretrasplante <0,01
CMV negativo 0,63

Tabla 52.- SG segun distintos factores pretrasplante.
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Figura 54.- SG segun el estado de la enfermedad al TPH.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la SG por tipo de TPH, si bien
si que se encontrd una tendencia a una mejor SG entre los pacientes que recibian TPH haploidéntico
frente a TPH de SCU. Los resultados se presentan en la Tabla 53 y en la Figura 53.

Tipo TPH (p) scu DNE DE
DNE 0,22
DE 0,12 0,84
Haplo 0,09 0,81 0,9

Tabla 53.- SG por tipo de donante.

i.  Quimerismo y supervivencia global

Se analizé la SG en los pacientes en funcién del estatus del quimerismo (QC 6 QM) en SP entre
los dias +15 y +21 y a dia +30, en LT y en CM entre los dias +21 y +30, y en MO a dia +30.

En la cohorte global, se encontrd una SG significativamente mayor entre los pacientes en QC
en SP+30 (p<0,01), en LT+21+30 (p=0,03), y en MO+30 (p<0,01).

En la cohorte de pacientes con diagnéstico de LMA, se encontré una mayor SG entre aquellos
en QC en MO+30 (p=0,04).

En los pacientes con TPH de DE, aquellos con QC en MO a dia +30 presentaron mejor SG
(p<0,01). En los pacientes con TPH de DNE, presentaron mayor SG aquellos con QC precoz en SP, tanto
entre los dias +15 y +21 como a dia +30 (p=0,02 y p<0,01, respectivamente). Los resultados se
presentan en la Tabla 54 y en las Figuras 55-57.
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Cohorte

global

Linaje/dia
SP+15+21
SP+30
LT+30
CM+30
MO+30

p
0,17
<0,01
0,03
0,18
<0,01

p
0,29
0,09
0,09
0,56
0,04

0,83
0,12
0,07
0,37
<0,01

p
0,02
0,01
0,85

<0,01
0,25

p
0,22
0,19
0,07
0,37
0,27

P
0,65
0,26
0,36
0,65
0,82

Tabla 54.- Comparacion de la SG en la cohorte global, de pacientes con diagndstico de LMA, y seguin
el tipo de donante, seguin el estatus de quimerismo en distintos compartimentos celulares.

A. Cohorte global - qu sp+30 + ac sp+30 B. Cohorte global

=k QM LT+21+430 ~— QC LT+21430

1.001 1.001
B 0751 B 0751
o o
o o
ol ol
c c
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2 2
: 8 T n=62
=3 o =~
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C. Cohorte global
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Figura 55.- SG en la cohorte global (n=193) segun el estatus de quimerismo en SP+30 (A), en
LT+21+30 (B) y en MO +30 (C).
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Figura 56.- SG en la cohorte de pacientes con LMA segun el estatus de quimerismo en SP a dia
+30 (A), en LT a dia +21+30 (B) y en MO a dia +30 (C) y en la cohorte de pacientes con TPH de DE
segun el estatus de quimerismo en SP a dia +30 (D), en LT a dia +21+30 (E) y en MO a dia +30 (F).
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Figura 57.- SG en la cohorte de pacientes con TPH de DNE segtin el estatus de quimerismo en SP a
dia +15+21 (A), en SP a dia +30 (B), y en CM a dia +21+30 (C); y en la cohorte de pacientes con TPH
haploidéntico segun el estatus de quimerismo cn LT a dia +21+30 (D).



El alo-TPH es a dia de hoy el tratamiento de eleccién en muchas neoplasias hematoldgicas en
primera linea o en el momento de la recaida, y en muchos casos constituye la Unica opcién curativa.
Sin embargo, se trata de un procedimiento altamente complejo que precisa de un manejo estrecho
del paciente. Una de las herramientas para la monitorizacion del TPH es el andlisis de la cinética del
quimerismo. Como se ha explicado previamente, el objetivo en los pacientes que se trasplantan por
una neoplasia hematolégica es el recambio del 100 % de las células del sistema hematopoyético,
formando una quimera artificial en la que cohabitarian una hematopoyesis derivada de las células del
donante con el resto de tejidos del organismo, formados por células del receptor. De esta manera, y
con el objetivo de mantener un QC del donante, el seguimiento del quimerismo permite monitorizar
el prendimiento, evaluar el riesgo de desarrollo de algunas complicaciones y anticipar la recaida del
tumor de base.

La deteccion precoz de algunas de las complicaciones postrasplante permite un manejo
anticipado y adaptado de los tratamientos (disminucion de la inmunosupresién, infusion de células
especificas, empleo de tratamientos diana...), los cuales en muchas ocasiones pueden revertir la
complicacién antes de que se establezca por completo. Este es el caso de fallos primarios o
secundarios del injerto, en los que la primera sefial a veces es un aumento de células del receptor
asociado a descenso de cifras hemoperiféricas. En algunas ocasiones, la disminucién precoz de la
inmunosupresidn es capaz de favorecer la alorreactividad del donante y el correcto prendimiento o el
restablecimiento del prendimiento perdido de la hematopoyesis del donante (Figura 58). En el caso
de la recaida, en ocasiones el primer signo es la reaparicion de pequefias cantidades de células del
receptor, especialmente en neoplasias sin marcadores de seguimiento de enfermedad minima
residual. En estos supuestos, si el paciente no ha desarrollado EICR importante previamente, se debe
retirar la inmunosupresién y plantear la administracién de linfocitos del donante o de algun farmaco
antitumoral. La actuacion precoz en estos casos antes de que se produzca una recaida franca, ha
demostrado mejorias en la supervivencia de estos pacientes (25-27,65,105).
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Figura 58.- Situaciones postrasplante y posibilidad de reversion con la modificacion de la
inmunosupresion. Imagen cortesia del Dr. Ismael Bufio
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Dentro de los estudios de quimerismo, un concepto biolégicamente interesante es el estudio
del mismo en los distintos linajes hematopoyéticos. Se conoce bien que la reconstitucién inmune no
se produce a la vez en todas las subpoblaciones celulares (106,107). La recuperacion de los neutrdfilos
seria la mds precoz, ocurriendo en torno a los 14-30 dias segun la fuente de CPH empleada y la
celularidad infundida. Posteriormente se produciria la recuperacion de las NK en torno a los 30-100
dias y de los LT en torno a los 100 dias. Por ultimo, se recuperarian los LB a partir de 1-2 afios
postrasplante. Todo esto reviste importancia en cuanto al desarrollo de infecciones por distintos
patégenos en funcidén del momento postrasplante que se encuentre el paciente (106). Por otro lado,
se sabe que son ciertos tipos celulares los que se encargan de la inmunovigilancia tumoral y los que
estdn implicados en el desarrollo de la EICR. En concreto, los LT son las células que se han relacionado
tanto con el EICT como con la EICR, si bien su papel y los mecanismos que llevan a desarrollar estas
situaciones no se conocen del todo bien (108-110). De hecho, en lainmunovigilancia tumoral también
estan implicadas otras células como las NK, los macrdéfagos, las células dendriticas, los neutréfilos o
los LB (111,112), pero su papel en la inmunovigilancia postrasplante no esta bien descrito (113-115).

Por todo ello, y dado que de su resultado se derivan decisiones clinicas que pueden revertir
complicaciones cuando se detectan en una fase incipiente, es relevante la implementacién de un
calendario de seguimiento del quimerismo, con una comunicacién fluida entre los facultativos de
laboratorio y los clinicos, asi como rapidez en la ejecucién del andlisis y entrega de resultados.

Sin embargo, la implicacién clinica del quimerismo en algunos aspectos esta todavia por
definir, y es muy importante la integracién del resultado del quimerismo con las caracteristicas del
trasplante (acondicionamiento, profilaxis de EICH, fuente empleada, tipo de donante...), el momento
evolutivo, la patologia de base, la evaluacidn de la respuesta, y la presencia de otras complicaciones
derivadas del procedimiento. Por todo ello, nuestro equipo decidié desarrollar un estudio que ayudara
a contestar estas preguntas y a mejorar el manejo clinico de los pacientes trassplantados.

De esta manera, se planted en este trabajo realizar un estudio descriptivo retrospectivo,
recogiendo la informacién del quimerismo en SP, MO, y varios subtipos celulares de los pacientes
trasplantados en los uUltimos 5 afios en la unidad de trasplante de nuestro centro.

Cabe destacar que nuestra serie es la mas extensa de las reportadas, en cuanto a la
descripcién de adquisicion de QC en linajes leucocitarios, es la Unica que describe el quimerismo en
linajes leucocitarios en pacientes con AMA, y se describe la dindmica en algunos linajes no publicados
previamente (LB, Treg, LA). Ademas, se trata de una de las series mas amplias en descripcién del
guimerismo en SP y en MO totales.

En este trabajo se encontrd que el linaje celular con prendimiento mas precoz fueron las CM,
seguido de cerca por las NK y los LB, y posteriormente por la SP total y los LT. En los momentos mas
precoces, la curva de IA de QC en SP resulta superponible a la de las CM, dado que estas son las células
mayoritarias circulantes durante este periodo del TPH. Conforme va habiendo mads proporcidn de
otras poblaciones celulares, la curva de IA de QC en SP se sitla en un lugar intermedio entre las CM y
las poblaciones linfoides. Son, por tanto, los LT, el subtipo celular de la SP con un prendimiento mas



tardio. Esto ocurre de forma similar a lo reportado por la mayoria de trabajos publicados en la
literatura, se describe un QC mas precoz en las CM que en los LT (32,34,37,47,48), situando a las NK
(34)y alos LB (47) en un lugar intermedio. Estos resultados difieren de los publicados en el estudio de
Childs et al. (46) en que el quimerismo en LT era mas precoz que el de las CM. Esto probablemente se
explique por el pequefio tamafio de muestra en dicho estudio (n=15) y por el tipo de paciente, ya que
se trataba de pacientes altamente pretratados, y en la mitad de los casos el diagnéstico era de tumores
sélidos metastasicos.

En cuanto a la IA de QC en Treg y LA, estos presentan en nuestra cohorte una dindmica de
prendimiento similar a la de los LT. En este estudio no se observaron diferencias entre estos tres
compartimentos, probablemente porque el nimero de determinaciones fue escaso. Sin embargo,
nuestro grupo publicé un trabajo que compara la adquisicién de QCen LTy LAy en el cual se observa
que la adquisicion de QC en LA es un factor de riesgo para el desarrollo de EICRa grados II-1V, y que en
los pacientes que adquirian QC en LA antes que en LT presentaban una mayor incidencia de EICRa (60).

Ademas, el trabajo que aqui se presenta aporta gran informacién, ya que se encuentran
incluidas las cuatro modalidades de alo-TPH mas comunes: TPH HLA idéntico de DE 6 de DNE como
trasplantes convencionales, y TPH de SCU y haploidénticos como trasplantes alternativos. No existe
ningun trabajo publicado hasta la fecha que describa de forma comparativa la dinamica del
guimerismo en estas modalidades de TPH. De hecho, en este trabajo se encontrd una dinamica del
guimerismo diferenciada para cada una de ellas.

En el TPH de DE, en el cual se empled la profilaxis de EICR clasica con ciclosporina y
metotrexate en pauta corta, se encontrd que el quimerismo se adquiria de forma mucho mas precoz
en las células mieloides frente al resto de linajes, estando en una posicién intermedia los LB, las NK y
la SP total, y en ultima posicion (siendo por tanto mas tardio), los LT.

Similares resultados se observan en el TPH de DNE, si bien cabe destacar que no se encuentran
diferencias tan pronunciadas, probablemente en relacién con que un tercio de los pacientes recibieron
profilaxis de EICR basada en ciclofosfamida postrasplante.

Resulta muy llamativo el comportamiento del quimerismo en el TPH haploidéntico, ya que se
observa una adquisicion de QC muy precoz en todos los compartimentos celulares, sin que haya
diferencias entre los mismos (por lo tanto, en estos casos hay una adquisiciéon de QC en LT mucho mas
precoz que en las otras modalidades de TPH). Cuando se comparan los resultados de cada subtipo
celular por donante empleado, el haploidéntico es el TPH con QC mas precoz en todos ellos y estas
diferencias se mantuvieron en el andlisis multivariable. Las causas por las que sucede este fendmeno
no estan claras. Una posible hipdtesis radicaria en la propia disparidad HLA. Existe un estudio en
pacientes pediatricos que recibieron TPH de SCU, en que la disparidad HLA (4/6 frente a 5-6/6) se
relacionaba con adquisicién mas temprana de QC (43). Es posible que éste sea uno de los mecanismos
gue influyen en la dindmica del quimerismo, pero también es posible que se relacione con el empleo
de ciclofosfamida postrasplante. Todavia no se conocen bien los mecanismos celulares mediante los
cuales actua este tipo de profilaxis, en concreto si actua eliminando los LT aloreactivos o si tiene otros
efectos inmunoreguladores (116-118), y tampoco esta descrita su influencia en la adquisicién de QC.

Respecto al TPH de SCU, la principal diferencia es la adquisicién mas tardia de QC en CM frente
al resto de donantes, en relacién con una dindmica de prendimiento mas lenta, la cual es bien conocida
y presenta uno de los retos de manejo en estos pacientes. En nuestro centro se emplea el protocolo
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de TPH de SCU dual, empleando la coinfusién de una unidad de SCU junto con células CD34+ de un
segundo donante con disparidad HLA. En esta modalidad, se observa de forma habitual ADN del
segundo donante transitoriamente hasta la adquisicidon de quimerismo completo del donante de SCU.
Dado que este hallazgo no afecta significativamente las decisiones clinicas sobre el paciente, en este
trabajo los andlisis se han realizado solo con el ADN del donante de SCU.

Respecto al quimerismo en MO, nuestro grupo ha observado que la deteccidn de células del
receptor persiste durante mds tiempo en la MO que en la SP, de forma similar a lo que ocurre con la
EMR (119,120). Si bien esta diferencia podria ser explicada en parte porque el analisis del quimerismo
en MO no se realiza hasta el dia +30, se puede observar que tanto en el dia +30 como en el dia +60 y
en el dia +90 la IA de QC en SP es mayor que en MO. Estos resultados ya han sido publicados por otros
grupos (121,122), si bien en ninguno de los trabajos previos se ha descrito de forma comparativa la
cinética de adquisicidon de QC en estos compartimentos. Esto podria explicarse por ser la MO el lugar
de hematopoyesis de las células tumorales (las cuales permanezcan en forma de EMR), o bien porque
las células hematopoyéticas sanas del receptor sean menos sensibles a la accién de la quimioterapia
de acondicionamiento y persista cierta hematopoyesis residual que gradualmente va disminuyendo.

Por otra parte, nuestro estudio es el primero que describe la adquisicion de QC en CD34+.
Resulta, por tanto, especialmente interesante conocer que la dindmica del quimerismo en CD34+ es
muy similar a la de MO total. Hay pocos trabajos publicados que analicen el valor del quimerismo en
esta subpoblacidn, especialmente en etapas tempranas postrasplante, pues todos ellos estan
enfocados a la deteccién precoz de la recaida, sin que se haga un andlisis descriptivo de su valor en el
prendimiento (64,66,123,124).

Tanto en el quimerismo en MO como en CD34+ los pacientes con TPH haploidéntico
presentaron una adquisicion mas precoz. Como se ha explicado previamente, esto podria relacionarse
con la disparidad HLA o por las diferencias en la profilaxis de EICR.

Ademas de la modalidad de TPH, en este y otros estudios se han encontrado otras variables
inherentes al paciente, a la enfermedad de base, o a las caracteristicas del TPH que pueden influir en
la dindmica de adquisicién de QC.

En cuanto a la edad, en nuestra cohorte los pacientes con edad por encima de la mediana
(44,9 afios) presentaban una IA de QC en MO y LT mas tardia (p<0,01; p=0,14). El inico estudio en la
literatura que describe una relacidn entre quimerismo y edad en pacientes adultos es el de Panse et
al. (41), en el cual se analizaron 125 pacientes que recibieron TPHs no mieloablativos de donante HLA
idéntico, si bien en este estudio la edad del receptor se correlacionaba fuertemente con la edad del
donante. En nuestra cohorte, los resultados parecen estar relacionados con una mediana de edad mas
alta en los pacientes con diagnéstico de SMD/SMP, los cuales presentan claramente un QC mas tardio.

En cuanto a la patologia de base, en nuestra cohorte de pacientes, aquellos con diagndstico
de MM presentaban un QC mas precoz en SP, LT y CM, mientras que los pacientes con diagndstico
de linfoma presentaban un QC mas precoz sélo en LT y los pacientes con diagndstico de SMD/SMP
presentaban una adquisicion de QC mas tardia en LT y en MO. Existen varios estudios en la literatura
gue demuestran que hay un QC mas precoz en LT (34,35) y en SP (33) en pacientes con linfoma frente
a SMD/SMP, lo cual se reproduce también en nuestros pacientes. En los pacientes con diagndstico de
linfoma o MM parece que la adquisicidon tan precoz de QC probablemente se relacione con la profunda
linfodeplecién previa al TPH. Esta se debe a que se trata de pacientes altamente pretratados,



incluyendo normalmente un TPH autélogo previo, ya que el alo-TPH normalmente se plantea a partir
de la tercera linea de tratamiento. Por otra parte, los pacientes con patologias de tipo SMD/SMP
frecuentemente reciben un alo-TPH sin recibir ningln tipo de tratamiento intensivo y en esta
poblaciéon no estd indicada la realizacion de un TPH autdlogo. Como cabria esperar debido a la
ausencia de tratamientos intensivos previos, en estos pacientes se observa un QC mas tardio en los
LT. Sin embargo, en los SMD/SMP también se encuentra un QC mas tardio en MO. En este caso se
podria suponer que hubiera otros factores dependientes del nicho y del microambiente medular
(como ejemplo mas claro se podria poner la mielofibrosis), por los que las células del donante tuvieran
mas dificultades para injertar y la hematopoyesis residual del receptor perdurara durante un periodo
mas largo. Ademas, también se observd que, comparando los pacientes con diagndstico de leucemia
aguda, aquellos con LLA adquirian mas precozmente QC en LT. Estos resultados se pueden explicar
en parte por la diferencia de intensidad en los acondicionamientos recibidos, y mas concretamente al
empleo de ICT como parte del acondicionamiento en las LLA. Esto también se podria explicar por los
tratamientos recibidos previamente, ya que es mas frecuente que los pacientes con diagnéstico de
LMA reciban el TPH en 12 RC, mientras que las LLA con frecuencia lo reciben en 22 RC. De hecho, la
mediana de lineas de tratamiento previas en nuestra serie fue de 1 para las LMAy de 2 para las LLA.

En relacién al tratamiento previo al TPH, en nuestros pacientes encontramos una relacion
entre la adquisicion precoz de QC en LT y haber recibido dos o mas lineas de QT o un TPH autdlogo
previo al alo-TPH. Estos resultados son similares a los reportados previamente por otros grupos
(32,34,36,37). Como se ha ido desarrollando en los parrafos previos, es probable que este aspecto
tenga una relacion con la inmunosupresion profunda que se produce en los pacientes que reciben
multiples lineas de tratamiento quimioterapico, y que disminuiria las fuerzas inmunes en sentido
receptor-donante. Por otra parte, es posible que también se relacione con factores inherentes al nicho
hematopoyético en enfermedades en las que es bien conocido que el prendimiento es mas dificultoso
y que frecuentemente no tienen indicacidn de tratamiento previo con QT, siendo la mielofibrosis el
paradigma en este aspecto.

En nuestra cohorte de pacientes, se observd un QC mas precoz en LT en los pacientes que
recibian AIR frente a los que recibian AMA. En otros estudios, el empleo de ICT (35,38,39) o de
melfalan (37,40) parecen favorecer la adquisicién de QC. En este trabajo, los pacientes con diagndstico
de linfoma o de MM recibieron siempre AIR, lo que podria actuar como un factor de confusion. De
hecho, la intensidad del acondicionamiento no mantuvo la significacion en el andlisis multivariable.

Con respecto al producto infundido, en la mayoria de los pacientes de nuestra serie se empled
como fuente de PH la SP, y sélo se encontraron diferencias en la adquisicion de QC en CM al comparar
la SP con la SCU, con un QC mds precoz al emplear la SP. Esto estd en probable relacién con el
prendimiento de cada tipo de fuente, tal y como se explica en el apartado anterior. Por otro lado, si
bien existen varios trabajos que encuentran relacion entre la celularidad infundida y la adquisicion de
QC (32,34,36,41,42), no encontramos dicha relacién en nuestros pacientes.

Es de especial interés el hallazgo de que los pacientes en RC de su enfermedad de base previo
al TPH presentaban mayor IA de QC en MO. Este hallazgo se reproducia también en la cohorte de
pacientes con diagndstico solamente de LMA. Este dato no se habia reportado en otros estudios hasta
la fecha y probablemente se encuentre relacionado con la mayor persistencia de células malignas del
receptor en aquellos pacientes con enfermedad visible antes del TPH. Es posible que se deba a que
estas células resistentes a los tratamientos previos también sean resistentes a la QT del
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acondicionamiento, y por tanto perduren en los momentos iniciales después de la realizacién del
trasplante.

En nuestra serie sélo hubo 5 pacientes con fracaso primario y 3 pacientes con fracaso
secundario del injerto. Sin embargo, se observdé una menor proporciéon de pacientes en QC precoz
en todos los compartimentos celulares en comparacién con el resto de pacientes. En el estudio
dindmico del quimerismo, se encontrdé una tendencia al descenso en el porcentaje de ADN del
donante en SP total y en LT en la mayoria de los casos. Ademas, se observé que un nivel de LT del
donante por debajo del 40 % es altamente sugestivo de fracaso primario o secundario del injerto.

Esto se ha descrito en la literatura, puesto que hay articulos que correlacionan la persistencia
de QM en fases precoces con el desarrollo de fracaso de injerto (125), y la mayoria de ellos presta
especial atencion a la dinamica descendente en pacientes con esta complicacion (45,63,91,126).

Este punto entrafia especial relevancia clinica, ya que el diagndstico precoz de un fracaso
primario o secundario del injerto permite la instauracion rapida y el posible éxito de un tratamiento
inmunomodulador, como la retirada de la inmunosupresion y las ILDs (53).

Se observé una mayor incidencia de EICRa lI-IV y llI-IV en aquellos pacientes que habian sido
sometidos a un TPH de DNE y presentaban QC en SP o LT entre el dia +21-30. Por otro lado, aquellos
pacientes sometidos a TPH de DE y haploidéntico, presentaron mayor EICRa grado llI-IV cuando
estaban en QM dias +30 en SP o MO. Estos resultados contrastan con lo publicado en trabajos previos
gue, en lineas generales, encuentran mayor asociacion del estatus de QC con el desarrollo de EICR,
especialmente en LT (33-35,39,43,46,51,54-57,59).

En nuestra serie, en el caso de los pacientes con TPH de DE que presentaban QM en el dia +30
se tomaron medidas muy activas en cuanto a descenso precoz de la inmunosupresidn, especialmente
en pacientes con enfermedades de alto riesgo de recaida (enfermedades neoplasicas trasplantados
en situacion distinta de primera RC con EMR negativa, o con sospecha/riesgo de fracaso de injerto).
Esto hace que los pacientes en QM fueran sometidos a una disminucion mas agresiva de la
inmunosupresion, forzando asi el efecto inmune del donante, y llevando en muchos casos al desarrollo
de EICR. Entre los pacientes con TPH de DE y QM en SP o0 en MO se descendié la inmunosupresion de
forma precoz (antes de 2 meses) en el 25 % de los casos (n=6). Todos esos pacientes desarrollaron
EICR, pero ninguno presenté recaida de su enfermedad de base ni fallecié como consecuencia de EICR.
Por este motivo, es posible que estos pacientes se beneficien de esta actitud terapéutica activa, que,
si bien puede aumentar el riesgo de desarrollar EICR, también parece disminuir las posibilidades de
presentar una recaida.



De los trabajos publicados en la literatura, el de Rupa-Matysek, et al. (58) podria ser
interesante en nuestro ambito, ya que no encuentra relacidn entre el estatus del quimerismo en un
punto y el desarrollo de EICRa, pero si con el incremento de células del donante. El aumento en un
5% de LT del donante entre determinaciones se relacionaba con la presencia de EICRa. A este respecto,
es importante incidir en la importancia del empleo de una técnica con alta capacidad de cuantificacién
para garantizar la validez de estas observaciones. Este tipo de aproximacidon podria dar mas
informacién en centros con un manejo muy activo de la inmunosupresién, ya que relacionaria el
desarrollo de EICR con la potenciacién de las fuerzas inmunes del donante, podria demostrar la
vinculaciéon del EICT a la EICR, y no estaria influida por el manejo de la inmunosupresion como el
analisis en un momento puntual.

En cuanto al TPH haploidéntico, en este subgrupo de pacientes, se redujo lainmunosupresion
de forma precoz (antes de 3 meses) en 5/16 pacientes (31 %), de los cuales 2 desarrollaron EICR y otro
de ellos recayd. De los 11 pacientes que no disminuyeron la inmunosupresién precozmente, 7
desarrollaron EICR y otro de ellos recayd. Si llama la atencidn la incidencia de EICR mayor el grupo de
pacientes en QM que en el grupo global (53 %, 9/17), y aunque los resultados son estadisticamente
significativos, el nimero de pacientes es muy pequefio y se deben analizar los resultados en otras
series mas grandes para poder obtener conclusiones sélidas. Hasta la fecha, no hay estudios que
describan la relacion del estatus del quimerismo con el desarrollo de EICR en el TPH haploidéntico.

Respecto a la EICRc, no se encontrd en este trabajo relacién con la dindmica del quimerismo.

Por tanto, en el dmbito de la EICR, en este estudio no se pueden extraer conclusiones sélidas
respecto a la relacién con la adquisicion de QC, probablemente determinada por la influencia del
manejo activo de la inmunosupresién. Estos resultados sugieren la necesidad de poner en marcha un
trabajo mas amplio que estudie de forma mds estrecha la dinamica en subpoblaciones T y su relacién
con los cambios en la inmunosupresién, la patologia de base y la modalidad de TPH empleada, con
especial hincapié en aquellos pacientes que reciben profilaxis de EICR con ciclofosfamida
postrasplante, ya que ésta parece jugar un papel importante en la dinamica del quimerismo.

En el estudio de la relacién del quimerismo con la recaida, los trabajos mas interesantes se
han realizado de forma prospectiva con un seguimiento muy estrecho del estado del quimerismo y
midiendo la dinamica del quimerismo, la cual es mucho mds informativa que una determinacién
concreta en un punto del TPH (25-27,63,75).

En nuestro trabajo se encontré que el QM en MO a dia +30 se relacionaba con una mayor IA
de recaida en el subgrupo de pacientes con TPH de DE. En la publicacién de Horn et al. (127), se
describe en una poblacidn pediatrica la aplicacion de manejo precoz de la inmunosupresion y empleo
de ILD en pacientes con QM precoz (entre los dias +28 y +40) tanto en SP como en MO o en linajes
leucocitarios, con mejoria de la supervivencia en los que se empleaba esta estrategia. Este trabajo
justificaria el manejo muy activo de la inmunosupresion en los pacientes con enfermedad de alto
riesgo que presenten QM en MO a dia +30.
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Por otra parte, en la linea de otros trabajos previos (64,66,123,124), se encontré que el QM
en CD34+ de MO a dia +30 se relacionaba con una mayor IA de recaida sélo en los pacientes con
diagndstico de LMA. Sin embargo, los estudios publicados previamente realizan seguimiento evolutivo
del quimerismo en CD34+, y ninguno de ellos analiza el valor del mismo en un punto concreto
postrasplante. De ellos, dos realizan seguimiento en CD34+ purificadas a partir de MO al igual que
nuestro centro (66,123). Sin embargo, la experiencia del grupo de Bornhduser (64) es que el
guimerismo en CD34+ separadas a partir de SP parece ser mds sensible comparativamente que el de
MO, si bien no existen otros estudios que confirmen esta observacién. Por tanto, el quimerismo en
CD34+ esta relativamente poco explorado, no estd claro si se puede realizar el seguimiento en CD34+
purificadas de SP y tampoco la periodicidad con la que se deberia realizar. Resulta por tanto
interesante el hallazgo de que el estatus del quimerismo en CD34+ obtenidas de MO a dia +30 en
pacientes con diagndstico de LMA tiene valor prondstico en cuanto a recaida, ya que podria orientar
un subgrupo de pacientes a los que habria que realizarles un seguimiento mas estrecho, e incluso una
retirada precoz de la inmunosupresién si no hubiera contraindicacién, o el empleo de estrategias
terapéuticas como la infusion de linfocitos del donante.

En cuanto al seguimiento del linaje leucémico en patologias distintas a la LMA, algunos
grupos han demostrado buena experiencia con seguimiento de CD19+ (67) y CD34+ en LLA-B (68), o
segun inmunofenotipo especifico en LLA-B (69) y en neoplasias mieloides (70). Sin embargo, dado que
se trata de técnicas costosas, no estandarizadas, y que requieren de experiencia en el equipo que las
realiza y en los clinicos que interpretan los resultados, no son pruebas que se realicen de rutina en la
mayoria de los centros. Ademas, no debemos olvidar que tanto la LMA como la LLA suelen tener
marcadores moleculares o de CMF para seguimiento de EMR, y ambas técnicas son muy sensibles en
la deteccién de pequeiias cantidades de células tumorales.

La otra aproximacién en cuanto al manejo del quimerismo y la recaida seria el seguimiento
muy estrecho de la dindmica del quimerismo en sangre periférica, si bien es verdad que implica
aumentar el nimero de visitas hospitalarias, en los primeros meses la realizacion de la técnica
semanalmente a todos los pacientes y una gran agilidad en el andlisis de los datos y la emision de
resultados para poder tomar medidas terapéuticas precoces. Si se suman todos estos factores, hay
multiples estudios que han demostrado beneficio derivado de este tipo de manejo (25—
27,57,63,65,75,81-83).

Mas recientemente y en esta linea de investigacidn, se han publicado algunas aproximaciones
gue analizan el papel de técnicas ultrasensibles basadas en qPCR que permitirian detectar cantidades
muy pequefias de ADN de receptor que reaparecieran en un contexto de QC previo, a modo de
seguimiento de EMR (128,129). No obstante, es importante aprender a interpretar los resultados de
este tipo de técnicas, ya que se sigue detectando ADN del receptor en la mayoria hasta varios meses
después del trasplante (130), e incluso algunos pacientes no llegan a alcanzar QC sin que ello se asocie
con un mayor riesgo de recaida. Esto constituye un problema metodolégico, ya que en estos pacientes
en QM por gPCR no hay una forma fiable de determinar si el ADN residual del receptor corresponde
a células tumorales, a células hematopoyéticas, o incluso a células del estroma medular o epiteliales
gue contaminen el material en el momento de la puncién. En el futuro habrd que observar si la
separacion de linajes leucémicos podria presentar una mayor sensibilidad que la qPCR en la deteccidn
de EMR.



En este campo, nuestro grupo ha realizado un estudio comparativo entre la PCR-STR
convencional y la qPCR basada en indels, demostrando una excelente correlacidn entre ambas
técnicas, con una mayor sensibilidad para la gPCR, pero con una mejor capacidad de cuantificacion
para la PCR-STR con porcentajes de ADN de receptor superiores al 50 % (131). Nuestra experiencia
con las técnicas basadas en qPCR es que se sigue detectando ADN del receptor durante mucho tiempo
en la mayoria de pacientes, en cantidades muy bajas y con estudios de EMR persistentemente
negativos, similar a lo descrito en otros trabajos (130).

Existen algunos trabajos publicados que relacionan el estado de QC en distintos
compartimentos con una mejor SG de los pacientes. En los estudios de Imahashi y Lamba (40,61), el
estado de QC se asociaba con una mejor SG a expensas de menor recaida, sin diferencias en la MRT.
Sin embargo, en el estudio de Saito et al. (32), el tener mas de 60 % de LT del donante a dia +30 se
asocié con una mejor SG sin que se encontrara relacion del estatus del quimerismo con la EICR, la MRT
y la recaida.

De forma similar, en nuestra serie, se encontré que la adquisicion de QC en los distintos
linajes (SP+30, LT+30 y MO+30) tenia un impacto en la SG, siendo de especial relevancia en los
pacientes con TPH de DE y DNE. Los pacientes que recibieron TPH haploidéntico seguian una tendencia
similar, sin resultados estadisticamente significativos, probablemente por la adquisicién de QC de
forma mucho mas precoz en todos los pacientes y en todos los compartimentos celulares en
comparaciéon con otros tipos de donante. En el TPH de SCU, por el contrario, no se encontrd ningun
impacto de la adquisicion de QC en la SG, probablemente por el escaso nUmero de pacientes y la
mayor MRT. Dado que este aumento de SG no parece estar explicado por un menor riesgo de recaida
entre los pacientes en QC (al menos en cuanto a la SP y los LT se refiere), probablemente sea una
coalicién de varios factores la que explique esta situacién. Si la mejoria de supervivencia no se explica
Unicamente por el menor numero de muertes secundarias a recaida, es légico pensar que ésta se vea
influida por una disminucion en la MRT. De este modo, podriamos argumentar que es probable que
los pacientes en QC tengan una mejor evolucidon debida a una menor tasa de fracaso del injerto, de
recaida, de manipulacién de la inmunosupresién con desarrollo de EICR y una mejor reconstitucion
inmune (y por tanto menos desarrollo de complicaciones infecciosas). Todos estos factores, aunque
por separado no sean capaces de traducir una diferencia estadisticamente significativa, al ser
analizados en global se asocian con una mejoria en la supervivencia.

En resumen, basandonos en los resultados de este trabajo, consideramos que resulta
relevante la monitorizacion estrecha del quimerismo en SP y LT durante las primeras semanas
postrasplante (desde el dia +15 y de forma semanal hasta adquisicion de QC) para monitorizar el
prendimiento. Un QM en LT con un porcentaje de ADN del donante igual o inferior al 40 % debe hacer
sospechar un fracaso del injerto. En cuanto al analisis del quimerismo en CM, éste probablemente
pueda ser sustituido por el analisis en SP total a lo largo de todo el postrasplante, dado que no aporta
informacién frente al estudio en SP total. Cabe incidir en la importancia del tiempo de respuesta del
laboratorio y el contacto estrecho con los clinicos para que se puedan tomar decisiones precoces de
inmunomodulacién basadas en estos resultados, especialmente en pacientes con patologias con mal
seguimiento por otras técnicas, como por ejemplo los SMD.
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Por otra parte, el estudio del quimerismo en MO a dia +30 resulta especialmente importante
para identificar un subgrupo de pacientes con alto riesgo de recaida que podria beneficiarse de un
seguimiento mas estrecho de EMR, o en caso de no disponer de marcador adecuado, de quimerismo
(como planted el grupo del Dr. Bader en Tibingen (21)). Ademds, el quimerismo en células CD34+
obtenidas de MO en los pacientes con diagndstico de LMA ha demostrado valor en la anticipacién de
la recaida, debiendo considerarse los pacientes con QM a dia +30 en esta subpoblacién como un
subgrupo de muy alto riesgo que precisaria intervencién precoz con estrategias de inmunomodulacidn.
De cara al seguimiento del quimerismo a largo plazo, y de forma especial en pacientes que no
dispongan de marcadores de seguimiento de EMR, deberia plantearse la implementacion de técnicas
ultrasensibles para cuantificacién del quimerismo (por ejemplo, gqPCR), para poder plantear
estrategias precoces de manejo de la recaida.

En este trabajo no se encontré una relacion clara entre el quimerismo y la EICR, si bien se
realizd un manejo muy activo de la inmunosupresion en los pacientes en QM, con la consecuente
influencia sobre los resultados. Por ultimo, se ha mostrado una relacién entre la adquisiciéon precoz
de QC y la supervivencia, probablemente en el contexto de una reduccién global de las
complicaciones en estos pacientes.



Los factores clinicos que influyen en la adquisicion de quimerismo completo son la edad
al trasplante, la enfermedad de base, el tratamiento quimioterapico recibido
previamente, el tipo de donante y la situacién de la enfermedad al trasplante.

La adquisicion de quimerismo completo se produce de una forma mas precoz en las
células mieloides, las células NK'y los linfocitos B que en la sangre periférica total y en los
linfocitos T. Por otra parte, es mds temprana en la sangre periférica que en la médula
6seay en las células CD34+ de médula dsea.

El andlisis del quimerismo en sangre periférica y en linfocitos T es de gran utilidad en el
diagnéstico del fracaso primario o secundario del injerto. Pacientes con porcentaje de
ADN del donante en linfocitos T igual o inferior al 40 % en las etapas iniciales del post-
trasplante tienen una alta probabilidad de sufrir esta complicacién.

El estudio del quimerismo en las células mieloides (CD15+/CD33+) resulta poco
informativo y se puede sustituir por el andlisis en la sangre periférica total.

Los pacientes que reciben un trasplante haploidéntico, presentan una adquisicion de
guimerismo completo mas precoz en todas las subpoblaciones celulares en comparacion
con los que se trasplantan con otros tipos de donante. Este hecho podria estar
relacionado con la propia disparidad HLA o con el empleo de ciclofosfamida postrasplante,
si bien se precisan mas estudios para confirmar este hallazgo y aclarar su etiologia.

No se encontrd relacion entre el estatus del quimerismo y el desarrollo de enfermedad
injerto contra receptor aguda ni crénica. Sin embargo, dado que el resultado del
guimerismo sirvid para guiar el tratamiento inmunosupresor, no se pueden obtener
conclusiones robustas de este hallazgo.

El estado de quimerismo mixto en la médula ésea en el dia +30 en los pacientes con
trasplante de donante emparentado HLA idéntico se relaciona con una mayor incidencia
de recaida.

El estado de quimerismo mixto en las células CD34+ obtenidas de médula dsea entre los
dias +21 y +30 se relaciona con una mayor incidencia de recaida en los pacientes con
diagndstico de leucemia aguda mieloblastica. Por tanto, en este subgrupo de pacientes,
seria recomendable realizar dicho estudio de forma rutinaria.

La adquisicidn precoz (antes de 30 dias) de quimerismo completo en sangre periférica
total, linfocitos T y médula ésea total se relaciona con una mejor supervivencia global,
especialmente en los pacientes que reciben trasplante de donante HLA idéntico
emparentado o no emparentado.
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