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Titulo:

Estudio prospectivo de la reconstitucién inmunoldgica en pacientes sometidos a

trasplante haploidéntico no manipulado con ciclofosfamida postrasplante.

Introduccion:

El trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos (Alo-TPH) es el Unico
tratamiento curativo para una amplia variedad de patologia hematoldgica.
Tradicionalmente para el Alo-TPH se requeria la existencia de un donante familiar
idéntico, situacion que solo se da en un tercio de los pacientes. Para los dos tercios
restantes la posibilidad de encontrar un donante no emparentado (DNE) HLA idéntico
es de 60-80% en raza caucasica y 20% en otras minorias étnicas, y requiere un plazo
de tiempo en ocasiones mayor a la urgencia de la indicacion de trasplante.
Adicionalmente, entre las fuentes alternativas de trasplante, la sangre de cordén
umbilical (SCU) tiene limitaciones derivadas de la dosis de células progenitoras
necesaria para asegurar el prendimiento en un adulto, lo que restringe sus posibilidades
de uso. Por estas razones, el trasplante de donante haploidéntico (que solo comparte
un haplotipo HLA con el receptor), se perfila como una opcién atractiva ya que
virtualmente el 100% de los pacientes con indicacion de trasplante tendrian un donante
haploidéntico familiar accesible en un plazo de tiempo muy corto. En los primeros afios,
para hacer posible un trasplante haploidéntico con unas aceptables tasas de
Enfermedad Injerto contra Receptor (EICR) y de rechazo se utilizaron estrategias de
eliminacion de los linfocitos T del injerto que daban lugar a una reconstitucion inmune
lenta y limitada con un altisimo riesgo infeccioso que influia negativamente en el
resultado final del trasplante. En los Ultimos afios las nuevas estrategias de profilaxis de

EICR han permitido realizar trasplantes haploidénticos no manipulados, sin eliminacion
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T, con excelentes resultados clinicos en cuanto a bajas tasas de EICR y complicaciones

infecciosas, en probable relacion a una mejor reconstituciéon inmune.

Objetivos v Disefio:

El presente estudio tiene como objetivo profundizar en el conocimiento de la
reconstitucion inmune después de un trasplante haploidéntico no manipulado con
estrategia de profilaxis de la EICR basado en la utilizacion de ciclofosfamida

postrasplante.

Para ello se disefid un estudio prospectivo observacional con 2 ramas comparativas, un
grupo de estudio de trasplante haploidéntico y un grupo control de trasplante familiar
HLA idéntico convencional. La reconstitucién inmune se midié en diferentes puntos (+15,
+30, +60, +90, +180 y +360 dias) durante el primer afio postrasplante mediante la
cuantificacién y caracterizacion fenotipica de las diferentes subpoblaciones linfoides por
citometria de flujo multiparamétrica y la cuantificacién sérica de inmunoglobulinas IgG,

IgA e IgM.

Dentro del grupo de estudio haploidéntico, también se exploraron las relaciones entre la

reconstitucion inmune y la EICR aguda, le reactivacion CMV vy la supervivencia.

Resultados v conclusiones:

Se reclutaron de forma prospectiva 30 pacientes con trasplante haploidéntico no
manipulado y 8 controles con trasplante de donante familiar HLA idéntico. Ambos grupos
no mostraron diferencias estadisticamente significativas en sus caracteristicas clinicas
basales, excepto en las estrategias de prevencion y tasas de EICR y en los dias de
prendimiento hemopoyético, diferencias que son habituales en estos tipos de trasplante.
La reconstitucién inmune observada en el grupo de trasplante haploidéntico fue peor
que en el grupo control en todas las subpoblaciones linfocitarias T y B estudiadas en el

primer mes postrasplante.
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La primera subpoblacion linfocitaria que se recuper6 en el grupo de estudio
haploidéntico fueron las células NK, cuyos recuentos se normalizaron entre 1y 3 meses
postrasplante, aunque su maduracién estaba retrasada frente al grupo control. Los
linfocitos T CD8+ se recuperaron muy rapidamente a partir del dia +90 y se normalizaron
a los 6 meses postrasplante. Sin embargo, los linfocitos T CD4+ mostraron una
reconstitucion mas lenta y solo se normalizaron al final del primer afio. En el grupo
haploidéntico se observd una reconstitucion de origen timico preservada, que se inicié
a partir del dia +180, aunque también fue peor que la del grupo control, especialmente
en lo que respecta a los linfocitos T CD4+. Destaca, sin embargo, una muy buena
recuperacion precoz de los linfocitos T reguladores (Treg) en el grupo de trasplante

haploidéntico.

La reconstitucién B respecto a la cuantificacion de los linfocitos fue adecuada en el grupo
haploidéntico, sin diferencias significativas frente al grupo control a partir del primer més.
La secuencia y periodos de recuperacion de los niveles de inmunoglobulinas séricas
siguieron en el grupo haploidéntico el patrén habitual descrito en los trasplantes
convencionales, con aparicion primero de la IgM, posteriormente e la IgG y por udltimo

de la IgA.

Los pacientes que habian desarrollado EICR tras el trasplante haploidéntico mostraron
peor reconstitucion de origen timico, peor recuperacién precoz de linfocitos T
reguladores y una maduracion NK mas retrasada.

No se objetivaron diferencias significativas en cuanto a las subpaoblaciones linfocitarias
estudiadas entre los pacientes con y sin reactivacion de CMV dentro del grupo de
trasplante haploidéntico, excepto por una mayor respuesta de los linfocitos T citotdéxicos
esperada en aquellos pacientes afectados.

Adicionalmente, en los estudios de supervivencia, se objetivd una tendencia no
estadisticamente significativa a una mayor supervivencia global en aquellos pacientes

con mejor recuperacion precoz de recuentos linfocitarios (Linfocitos totales y linfocitos T
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por microlitro en el dia +30 y linfocitos T CD4+ por microlitro en el dia +90). También
mostraron mejor supervivencia global aquellos pacientes con mayores porcentajes de
células NK inmaduras en el primer mes.

En conclusion, la reconstitucion inmune tras un trasplante haploidéntico no manipulado
con ciclofosfamida postrasplante muestra algunas diferencias frente a la del trasplante
de donante familiar HLA idéntico. La recuperacion linfoide T y B precoz es inferior en el
trasplante haploidéntico frente al trasplante familiar HLA idéntico. Esto es especialmente
significativo en los que respecta a los linfocitos T CD4+, con la excepcidn de los linfocitos
CD4+ T reguladores, que parecen ser respetados por esta modalidad de profilaxis de la
EICR. La reconstitucién NK, subpoblacién linfocitaria a la que se atribuye importancia
clinica en el control de la enfermedad neoplasica en este tipo de trasplante, es buena,
aungue su maduracion esta retrasada. Cabe destacar también que la funcionalidad del
timo, necesaria para la reconstitucion a medio y largo plazo, esta preservada en el
trasplante haploidéntico. Por tanto, aunque la reconstitucion inmune precoz en el
trasplante haploidéntico es inferior a la observada en el grupo control, la buena
recuperacion de algunas subpoblaciones como las células NK y los linfocitos T
reguladores, asi como la preservacién de la actividad timica, hacen razonable especular
sobre su influencia en los resultados favorables de este tipo de trasplante en lo que se
refiere a complicaciones como la EICR, infecciosas, etc, y supervivencia. Las diferencias
que el estudio evidencia con los trasplantes convencionales sefialan posibles dianas de
intervencion terapéutica basada en terapia celular para mejorar diversos aspectos de la
reconstitucion inmune postrasplante haploidéntico, como infusiones de células NK, etc.
Las peculiaridades observadas en la reconstitucion linfocitaria de los pacientes que
desarrollan EICR pueden ser de utilidad clinica para predecir y tratar esta complicacion
en el contexto de este tipo de trasplante.

A pesar de las limitaciones derivadas del tamafio muestral, que impiden alcanzar

diferencias estadisticamente significativas, nuestro estudio reproduce las observaciones
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previas de otros grupos sobre la importante relacion entre la reconstitucion inmune
precoz y la supervivencia en el contexto del trasplante haploidéntico.

Todas estas observaciones apoyan la realizacion en el futuro de estudios adicionales
de caracterizacion fenotipica y funcional de las subpoblaciones linfocitarias y su
interrelacibn con los acontecimientos clinicos en el trasplante haploidéntico no
manipulado con ciclofosfamida postrasplante.

Title: Study of postransplant immune reconstitution after a non manipulated
haploidentical transplantation with postransplant cyclophosphamide as graft versus host

disease prophylaxis.

Introduction:

Allogeneic transplantation (Allo-t) is the only curative treatment for a lot of the
hematologic malignancies. The best donor for Allo-t is an HLA identical sibling, which is
only found in one third of the patients with indication. For the remaining two thirds, the
probability of having an HLA identical non familiar donor in international registries is 60-
80% for Caucasians and 20% in ethnic minorities, and usually a long period of time is
needed to manage it, regardless of the emergency of the indication. Between the
alternative sources for transplantation, umbilical cord blood has other limitations as cell
dose necessary for ensuring engraftment in adult patients. For all these reasons,
haploidentical transplantation (which only shares one HLA haplotype with receptor),
emerges as an attractive option in which virtually 100% of patients would have a
hapoidentical familiar donor in a very short period of time. In the first years of
haploidentical transplantation, T cell depletion strategies of the transplant product were
employed to manage acceptable rates of graft versus host disease (GVHD) and
rejection. T cell depletion determined a poor and delayed immune reconstitution that lead
to infectious complications and worst outcome. In the last years new GVHD prophylaxis

modalities have made possible to do non-manipulated haploidentical transplantation,
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without T depletion, with excellent clinical results in terms of GVHD rates and infectious
complications, probably due to a better immune reconstitution.

Objectives and design:

The present study has the aim to go in depth in the knowledge of immune reconstitution
after a haploidentical non-manipulated transplantation with  postransplant
cyclophosphamide as GVHD prophylaxis.

The project was designed as an observational prospective study with two comparative
arms: a group of haploidentical transplantation patients and a control group of familiar
HLA identical transplantation patients. Immune reconstitution was measured in different
time points (+15, +30, +60, +90, +180, +360 days postransplant) by means of
guantification and phenotypic characterization of lymphoid subpopulations by flow
cytometry and serum quantification of IgG, IgM and IgA immunoglobulins.

Results and conclusions:

30 consecutive patients were included in non-manipulated haploidentical transplantation
group and 8 familiar HLA identical transplantation patients in control arm. Both arms
were not statistically different in terms of clinical characteristics, except for GVHD
prophylaxis, GVHD rates, and days for hematopoietic engraftment. These differences
were the expected between the two different types of transplantation.

Immune reconstitution in the haploidentical group was worse than in control group in the
first month in all the relevant B and T lymphoid subpopulations studied.

The first lymphoid subpopulation to recover in haploidentical group were NK cells, which
reached normal levels between one and three months postransplantation. Their
maturation pattern was delayed comparing with control group. T CD8+ lymphocytes
recovered fast from day +90 on, and were in normal levels 6 months postransplant. T
CD4+ lymphocytes, however, showed a slow recovery and needed one year to reach
the normality.

Haploidentical patients had an adequate thymic origin reconstitution from day +180 on,
although worse than control group, especially on what concerns to CD4+ lymphocytes.
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Regarding the poor CD4+ reconstitution in general, a surprising good T regulatory CD4+
cell recovery must be highlighted.

B cell reconstitution was adequate in the haploidentical group, without any statistical
difference with the control group from day +30 on. Sequence and periods of recovery of
serum immunoglobulines was in the study group similar to the control group and what is
described in literature for conventional transplantation. IgM was the first to recover,
followed by IgG and finally IgA.

Patients with acute GVHD in the haploidentical group showed worst thymic immune
reconstitution, worst early T regulatory cells, and a delayed NK cell maturation.

No statistically significant differences between patients with or without CMV reactivation
were observed in lymphoid subpopulations in the haploidentical group, except for a
CD8+ cytotoxic response in affected patients.

Additionally, in survival analysis, a tendency was observed towards a better overall
survival in patients with a better early lymphocyte recovery in terms of ALC30 (Absolute
Lymphocyte count on day +30), T CD3+ lymphocytes counts per microliter on day +30
and CD4+ T lymphocyte counts per microliter on day +90. Patients with higher
percentages of immature NK cells in the first month postransplant also showed better
overall survival.

In conclusion, some differences are found between immune reconstitution following a
haploidentical transplantation with postransplant cyclophosphamide and an HLA
identical sibling donor transplantation. B and T lymphoid early recovery is significantly
worse in haploidentical transplantation, especially in what concerns about T CD4+
lymphocytes. Nevertheless, T regulatory CD4+ cells are an exception and show a better
reconstitution, perhaps because postransplant cyclophosphamide selectively respect
this subpopulation. NK cells, which are thought to be relevant for the neoplastic disease
control in this type of transplantation, recovers adequately but its maturation is delayed.
Thymic function, necessary for medium and long term immune reconstitution is
preserved in haploidentical transplantation. Therefore, although immune reconstitution
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in haploidentical transplantation is inferior to control group, some especial characteristics
as the good recovery of NK and T regulatory cells, and preservation of thymic activity
could be responsible for the positive results of this type of transplantation in terms of low
GVHD rates, infectious complications, and survival. Therapeutic targets for cellular
therapy as NK infusions are outlined by the differences observed in immune
reconstitution of the haploidentical setting. The observations of some special features of
lymphoid recovery in patients who develop active GVHD in the haploidentical group
could be of clinical interest to predict and treat this complication in haploidentical patients.
Small sample size is a limitation of this study to detect statistically significant differences,
but our analysis reproduce previous reports about a strong relationship between early

immune reconstitution and survival in haploidentical transplantation.

All these observations support the future development of additional studies of phenotypic
and functional characterization of lymphoid subpopulations and its relationship with
clinical outcome in non manipulated haploidentical stem cell transplantation with

postransplant cyclophosphamide.
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Introduccion
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3.1.Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

3.1.1. Fundamentos e indicaciones. Fuentes de progenitores.

Acondicionamiento.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH) se basa en tres
conceptos: la sustitucion de una médula “enferma” por una sana, la posibilidad de recibir
un tratamiento antineoplasico previo a dosis elevadas y altamente mielosupresoras, y el
efecto alogénico antitumoral (lamado efecto injerto contra tumor) basado en gran parte
en la disparidad HLA entre donante y receptor y la respuesta linfocitaria que esta
conlleva, y que normalmente es paralelo a la produccion no deseada de enfermedad

injerto contra receptor (EICR)(1).

En los afios 50 el Dr. E. Donnall Thomas realiza los primeros trasplantes alogénicos de
progenitores hemopoyéticos en humanos (2), por lo que mas tarde recibe en 1990 el
premio Nobel de Medicina. Otros cientificos europeos fueron también pioneros de esta
modalidad terapéutica inicialmente aplicada a las victimas de accidentes nucleares
durante los afios 50 y 60(3,4). El descubrimiento y desarrollo de los conocimientos sobre
el sistema HLA, la EICR, y el uso de inmunosupresores posibilitan la publicacién en
1977 de los resultados alentadores de los primeros 100 Alo-TPH para el tratamiento de

la Leucemia Aguda (1).

Las indicaciones de este procedimiento se han ido ampliando con los afios y en la
actualidad comprenden una larga lista de patologias hematoldgicas neoplasicas,

insuficiencias medulares y patologias congénitas severas (1).

Las principales fuentes de progenitores hemopoyéticos para trasplante han ido variando
a lo largo del tiempo. Clasicamente se obtenia médula 6sea en quiréfano a través de la

puncién directa de cresta iliaca del donante. El descubrimiento de que el uso de agentes
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movilizadores permite la salida de las células pluripotenciales de la médula 6sea a la
sangre periférica, donde pueden ser recogidas mediante procedimientos de aféresis,
permite realizar el primer TPH de sangre periférica en el afio 1989 (5). A partir de
entonces, su uso ha sido exponencial, y ya en el afio 2005 el 74% de los Alo-TPH
europeos utilizan sangre periférica movilizada como fuente de progenitores (6). La
principal ventaja del uso de médula 6sea frente a la sangre periférica movilizada es la
menor incidencia de EICR crénica (7,8), por lo que su uso ha quedado
fundamentalmente limitado a enfermedades no malignas y a la aplasia medular.

En los afios 80 se observa la presencia de células progenitoras hemopoyéticas en la
sangre de cordén umbilical (SCU), por lo que esta se perfila como otra posible fuente
para trasplante. En el afio 1989 E. Gluckman lleva a cabo el primer trasplante
hemopoyético de SCU con éxito, y en la actualidad esta modalidad de trasplante se

presenta como una alternativa eficaz ante la ausencia de un donante adulto (9-11).

Para hacer posible el prendimiento de la hemopoyesis del donante, el paciente recibe
un régimen de acondicionamiento previo al trasplante alogénico, que debe cumplir 3
caracteristicas principales (1): 1. Capacidad para el control de la enfermedad de base;
2. Toxicidad o morbilidad asociada aceptable; 3. Efecto inmunosupresor, que evita el
rechazo del trasplante por reaccion inmune del huésped contra los progenitores

hemopoyéticos del donante.

Segun su intensidad y finalidad predominante el acondicionamiento puede ser de 2
tipos, mieloablativo y no mieloablativo. Los acondicionamientos mieloablativos, con
mayores dosis quimioterapicas y mayor toxicidad, tienen mayor potencia en la
erradicacion de los clones malignos. Los regimenes no mieloablativos, de menor
intensidad, aunque tienen menos capacidad para controlar la enfermedad maligna,
basan su eficacia antitumoral en la alorreactividad del injerto contra el receptor, e
incluyen sobre todo farmacos inmunosupresores que permiten un prendimiento

progresivo de los progenitores hematopoyéticos alogénicos con una minima morbilidad
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(12,13). De este modo, los acondicionamientos mieloablativos son mas adecuados para
pacientes jévenes con buen estado basal y enfermedades de base con peor respuesta
pre-trasplante o mayor riesgo de recaida. Los acondicionamientos submieloablativos,
por el contrario, son de eleccién en paciente mayores, con peor estado basal y buena

respuesta pretrasplante.
3.1.2. Enfermedad Injerto contra Receptor.

La EICR es la complicacion derivada del reconocimiento como extrafios de los tejidos
del receptor por parte de las células inmunes del donante, y es la principal causa de
morbilidad y mortalidad inherente al procedimiento del Alo-TPH (1). Clasicamente se
acepta que la EICR serd mas grave cuanto mayor sea la diferencia en el sistema HLA
entre donante y receptor.

La EICR se subdivide en aguda y crénica, segun los sintomas del paciente y el tiempo
de aparicion antes o después de los 100 dias postrasplante, si bien existen sindromes
de superposicion entre ambas (14).

Laincidencia de EICR aguda clinicamente significativa (Grado clinico II-1V) esta en torno
al 40% en el trasplante alogénico convencional (1) y a pesar de los avances en su
diagnostico y tratamiento, es aun la mayor causa de mortalidad en los primeros 100 dias
postrasplante. Se desencadena por un dafio inicial de los tejidos debido a la
quimioterapia de acondicionamiento, con una exposicion explosiva de antigenos que
deriva en la activacion de las células presentadoras de antigeno del receptor y
secundariamente de las células linfoides del donante infundidas con el injerto. Esta
activacion produce la liberacién masiva de citoquinas inflamatorias como IL1 y Factor
de Necrosis Tumoral alfa que dan lugar finalmente a la inflamacién y necrosis de los
tejidos afectados con participacién de células T efectoras citotéxicas y NK (1). Los
linfocitos T reguladores, escasos como veremos mas adelante en fases tempranas

postrasplante, son muy necesarios en el control de este efecto inflamatorio (15).
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En un estudio reciente los factores de riesgo principales asociados al desarrollo de EICR
aguda son el grado de diferencia HLA, el uso de un donante no emparentado y de
irradiacién corporal total en el acondicionamiento (16).

Los sintomas tipicos de esta complicacion son el rash cutaneo, nauseas y vémitos,
diarrea, ileo y hepatitis colestasica. Para la gradacion de la severidad de la EICR aguda
se utilizan los criterios inicialmente descritos por Glucksberg (17) y mejorados por
Przepiorka (18), que definen cuatro grados clinicos (I-1V) segun la gravedad de la
afectacion cutanea, hepatica y digestiva.

La EICR croénica es también una complicacién de origen alorreactivo cuyo sindrome
clinico solapa signos y sintomas caracteristicos de enfermedades autoinmunes como la
esclerodermia, la cirrosis biliar primaria, el sindrome de Sjogren o las miositis (14).
Ademas se caracteriza por una alta incidencia de infecciones graves debidas tanto a la
propia inmunosupresion del cuadro como a la producida secundariamente por su
tratamiento. Aparece en aproximadamente 40% de los trasplantes de hermano idéntico,
y hasta un 70% de los no emparentados (16). En su fisiopatologia participan
fundamentalmente linfocitos T alorreactivos pero recientemente también se ha descrito
un importante papel de los linfocitos B (19). Los factores de riesgo para su desarrollo
son EICR aguda previa, diferencia HLA, edad del paciente, seropositividad CMV,
donante mujer en receptor masculino y uso de sangre periférica movilizada como fuente
de progenitores (16). Para la EICR croénica, que clasicamente se clasificaba en limitada
y extensa, el NIH americano establecid6 en 2005 tres grados de severidad (leve,
moderado y severo), segun los 6rganos afectados y la intensidad de la afectacion (14).
Por su relevancia clinica en el trasplante alogénico, las estrategias de prevencion de la
EICR son extremadamente importantes. La base de la profilaxis de la EICR es la
inmunosupresion mantenida de las células T del donante peritrasplante, mediante el uso
de farmacos inmunosupresores como inhibidores de la calcineurina (ciclosporina,
tacrolimus), metotrexate, micofenolato y esteroides (20). El inconveniente de estos
esquemas es que dificultan el efecto injerto contra tumor en la misma cuantia en que
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disminuyen el efecto injerto contra receptor. Otra aproximacion es la eliminacion de las
células linfoides T culpables de la EICR, bien in vivo mediante el uso de farmacos anti
linfocito T (gammaglobulina antitimocitica y/o anticuerpos monoclonales como el
Alentuzumab) o bien ex vivo mediante la “seleccion positiva” de las células madre
hemopoyéticas CD34+ del injerto previa a la infusion. Estas estrategias producen una
severa inmunosupresion T con una reconstituciéon inmune pobre y tardia que aumenta
de forma significativa la severidad y frecuencia de las complicaciones infecciosas
postrasplante (21,22).

En los dltimos afios, de la mano del trasplante haploidéntico no manipulado, la
ciclofosfamida postrasplante (23) ha surgido como una nueva herramienta en la
profilaxis de la EICR. Su principal ventaja es que utilizada a altas dosis en los dias
posteriores a la infusién del injerto destruye selectivamente aquellos linfocitos T
alorreactivos que estan proliferando tras el contacto con antigenos del receptor, y que
van a producir la EICR aguda, sin afectar a los linfocitos menos alorreactivos. Gracias a
éstos, tedricamente es posible mantener a medio plazo un mejor efecto de injerto contra
tumor y una adecuada reconstitucidn inmune con proteccion antiinfecciosa.

Las formas leves de EICR no requieren tratamiento. Las moderadas y graves se tratan
con farmacos y terapias inmunosupresoras e inmunomoduladoras como esteroides,
inhibidores de la calcineurina, micofenolato, etanercept, gammaglobulina antitimocitica,
células mesenquimales, fotoféresis extracorpoérea, infusion de linfocitos T reguladores,
etc (24,25). En general, la respuesta a los tratamientos iniciales ronda el 40-50% y
aquellos pacientes refractarios o con formas muy graves tienen un prondstico infausto,

con hasta un 10-15% de supervivencia en algunas series (1).

3.1.3. Busqueda de donante. Papel del HLA en el trasplante

hemopoyético.

La identidad HLA es el requisito principal en la eleccién del donante, ya que es el factor

determinante para que no se produzcan dos de las complicaciones mas relevantes en
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el trasplante alogénico, el rechazo y la EICR, debidas a la respuesta aloinmune de los
linfocitos bien del receptor o del donante tras el reconocimiento de antigenos del

complejo mayor de histocompatibilidad extrafios.

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) estd formado por 2 familias de
moléculas de membrana (HLA clase | y clase Il) codificadas en el cromosoma 6, cuya
funcidn es presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T para producir la respuesta
inmune adaptativa. Los antigenos HLA de clase | se expresan en todas las células
excepto los hematies, y se codifican en 3 loci, HLA A, B y C. Son reconocidas por los
linfocitos T citotoxicos. Las moléculas HLA de clase Il se expresan solo en macrofagos,
células dendriticas y otras células presentadoras de antigeno, asi como en endotelio y
en linfocitos B, y se codifican en los loci HLA DR, DP y DQ. Interaccionan
fundamentalmente con las células T helper o colaboradoras. EI CMH esta por lo tanto
codificado en 12 genes HLA y dada la naturaleza codominante de estos, un individuo
heterocigoto puede expresar hasta 12 antigenos HLA diferentes. Todos los loci que se
encuentran en un mismo segmento del cromosoma 6 componen lo que llamamos un
haplotipo, de forma que cada hijo hereda un haplotipo de cada uno de sus progenitores

(26).

En general, en donantes emparentados, el tipaje de baja resoluciéon de los antigenos
HLA A, By DR es suficiente para identificar los haplotipos heredados, y por lo tanto para
identificar un potencial donante idéntico. El tipaje de alta resolucién del resto de

antigenos es fundamental cuando se busca un donante no emparentado.

Para un paciente con indicacion de trasplante alogénico, el mejor donante es siempre,
en primer lugar, un donante familiar HLA idéntico, pero esta situacion solo se da en un
tercio de los casos. Para los dos tercios restantes es preciso recurrir a la busqueda de
donantes no emparentados en los registros internacionales. EI mejor donante no

emparentado es aquel con identidad por alta resolucién de los HLA A, B, Cy DRB1, lo
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que se denomina identidad 8/8. Mas controvertida es la necesidad de incluir HLA DQB1

(identidad 10/10), aunque actualmente la mayoria de centros lo consideran (27,28).

La importancia de la identidad HLA en el trasplante no emparentado se pone de
manifiesto en estudios del registro internacional del CIBMTR (Center for International
Blood and Marrow Transplant Research), que demuestran en mas de 8000 pacientes
gue a mayor disparidad HLA empeora el pronéstico tanto en enfermedad temprana

como avanzada (20). Ver figura 1.
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Figura 1. Probabilidad de supervivencia global en afios postrasplante en enfermedad temprana
segun diferencias HLA. Original de Pidala y cols. (20).

Actualmente la probabilidad de encontrar en registros europeos un donante no
emparentado con identidad 10/10 dentro de la raza caucasica es de un 60-80%, pero
puede ser tan bajo como un 10-20% en las minorias étnicas (29), por lo que un numero
no desdefiable de pacientes finalmente no disponen de un donante adulto idéntico. En
estos casos es necesario acudir a fuentes de progenitores alternativas como la sangre

de corddn umbilical o el donante haploidéntico.

Adicionalmente, la busqueda de un donante no emparentado adulto en los registros
internacionales demora el inicio del trasplante de 3 a 6 meses de forma que esto

constituye una limitacién para los pacientes con indicaciones urgentes.

La sangre de corddn umbilical, aunque permite una busqueda mas rapida y mayor

tolerancia en cuanto a la compatibilidad HLA tiene las limitaciones de la dosis celular
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necesaria para la viabilidad del trasplante, la ausencia de una fuente para la

inmunoterapia postrasplante, y una lenta reconstitucion inmune.

Por todo ello, el donante familiar haploidéntico se perfila como una opcién atractiva,
disponible en virtualmente el 100% de los pacientes, y con las ventajas afiadidas de una
rapida disponibilidad, un coste mas bajo al evitar el uso de los registros internacionales,
y una fuente accesible para inmunoterapia postrasplante en caso de ser necesaria. Su
principal limitacion, sin embargo, es la disparidad HLA, que aumenta los riesgos de EICR
y de rechazo, si bien deberia disminuir la tasa de recaida por el efecto injerto contra

tumor.

Desde los primeros trasplantes haploidenticos de los afios 70, con inaceptables tasas
de EICR severa y de rechazo (30), diversas estrategias se han ido desarrollando para
conseguir moderadas tasas de EICR y un adecuado prendimiento manteniendo una
aceptable incidencia de complicaciones derivadas de la inmunosupresion como las

infecciones y la recaida de la enfermedad de base.

Con todas estas consideraciones, el algoritmo actual de busqueda de donantes del
grupo europeo EBMT (European Blood and Marrow Donor Transplantation) es el

siguiente (26):

Figura 2. Algoritmo de eleccion de donante del grupo europeo de trasplante.
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3.1.4. Trasplante haploidéntico. Evolucion histérica.

En los afios 90, con el objetivo de evitar las altas tasas de EICR del trasplante
haploidéntico, se iniciaron procedimientos de seleccién celular in vitro para reducir la
cantidad de linfocitos T del injerto. Este procedimiento incluye la seleccion positiva
mediante columnas y bolas inmunomagnéticas marcadas con anti CD34+ de aquellas
células que expresan este antigeno, despreciando las que no lo expresan. Utilizando
esta estrategia, que consigue reducir los linfocitos T, B y NK del injerto en 3 0 mas
logaritmos, el grupo de Perugia comunica sus resultados iniciales en leucemia aguda en
1994 (31). En 2005, con un protocolo mas depurado, los mismos autores comunican
mejores tasas de prendimiento, EICR y recaida, aunque con un 40% de mortalidad por
infecciones oportunistas, debido a la pobre reconstitucion inmune derivada de la escasa
cantidad de linfocitos T infundidos (32). Con el objetivo de mejorar la reconstitucion
inmune este grupo ha implementado en los Ultimos afios costosas estrategias como la
infusion secuencial de linfocitos T reguladores junto con linfocitos T CD3+, lo que ha

mejorado aln mas sus resultados globales (33,34).

En este mismo sentido, otras técnicas de manipulacion linfoide del injerto han obtenido
buenos resultados, sobre todo en pacientes pediatricos, como la seleccién negativa
secuencial con bolas inmunomagnéticas marcadas con CD3/CD19. Esta estrategia solo
detrae del injerto los linfocitos T (CD3+) y B (CD19+), manteniendo la poblacion NK y el

resto de poblaciones celulares acompafiantes (células dendriticas, monocitos, etc) (35).

En general, las estrategias cuyo objetivo es reducir la cantidad de linfocitos infundidos
en el injerto conllevan una alta tasa infecciosa y una pobre reconstitucion inmune. Por
esto, en los ultimos afios, varios grupos de trasplante se han decantado por el trasplante

haploidéntico no manipulado con estrategias adaptadas de prevencion de la EICR.
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Aproximacion de la Universidad de Pekin, China. Protocolo GIAC.

Esta aproximacion se basa en el uso de un trasplante haploidéntico no manipulado de
médula 6sea movilizada con G-CSF, acompafiada de una intensa inmunosupresion
posterior para conseguir tasas aceptables de EICR y evitar el fracaso del injerto. El uso
de factores estimulantes de colonias previamente a la colecta de la médula 6sea del
donante aumenta la cantidad de células CD34+, disminuye los linfocitos totales y cambia
el cociente T CD4+/CD8+ del injerto. El acondicionamiento es mieloablativo, y la
profilaxis de la EICR se realiza con ATG de conejo, ciclosporina A, metotrexate y
micofenolato. Tras demostrar la factibilidad de esta estrategia en 2002, con un buen
prendimiento y una tasa de EICR aguda de 33% (36), en 2006 el grupo publica su
experiencia en 135 pacientes con leucemia aguda, comparada con 158 tratados con un
trasplante idéntico familiar convencional (37) (ver tabla 1). En este caso se combina un
injerto de médula 6sea con GCSF previo y sangre periférica movilizada, para mejorar el
prendimiento. En general los resultados clinicos fueron comparables a pesar de

mayores tasas de reactivacion CMV y cistitis hemorragica en el grupo haploidéntico.

Tabla 1. Resultados clinicos comparativos trasplante haploidentico frente a familiar idéntico protocolo

GIAC (37)
Haploidéntico  Familiar Idéntico
EICR aguda II/IV; 1II/IV 40%/16% 32%/11%
EICR crénica 55% 56%
Supervivencia global/Libre de enfermedad 1 afio 71%/71% 72%/64%
Mortalidad no relacionada con recaida 2 afios 22% 14%
Recaida 18% 13%
Reactivacion CMV 65% 39%
Cistitis Hemorragica 35% 13%

Este protocolo ha sido también adoptado de forma exitosa por otros grupos de trasplante

hemopoyético como el de Roma (38,39)

28



Aproximacion con profilaxis de la EICR basada en ciclofosfamida postrasplante. Hospital

Johns Hopkins. Protocolo Baltimore.

Los primeros datos de que la ciclofosfamida puede actuar frente a los linfocitos T
alorreactivos son aportados por Berenbaum en los afios 60, que demuestra que este
farmaco mejora la viabilidad de injertos cutaneos alogénicos (40). En el afio 2001 Luznic
evidencia ademéas que es capaz de disminuir la incidencia de EICR letal en ratones
trasplantados (41). La ciclofosfamida en altas dosis, infundida en una ventana corta
postrasplante, (dias +3,+4) consigue eliminar los linfocitos T alorreactivos que se
encuentran en expansion, sin afectar a aquellos no alorreactivos, que estan quiescentes,
ni a las células hematopoyéticas infundidas. De esta forma tedéricamente evitaria el

desarrollo de EICR preservando la reconstitucién inmune del paciente.

Los grupos del Hospital Johns Hopkins en Baltimore y el Fred Hutchinson Cancer
Research Center en Seattle han liderado el desarrollo del trasplante haploidéntico no

manipulado con ciclofosfamida postrasplante.

En el afio 2008 Luznik y cols. publican los primeros datos en 68 pacientes con
neoplasias hematolégicas (42). El acondicionamiento se basa en el uso de fludarabina,
irradiacién corporal total y ciclofosfamida a dosis no mieloablativas, y la estrategia de
profilaxis de la EICR incluye 2 infusiones de ciclofosfamida a altas dosis en los dias +3
y +4 postrasplante, tacrolimus y micofenolato. La fuente de progenitores es médula
O6sea. Se objetiva una tasa de rechazo aceptable (13%), prendimiento de neutréfilos
alrededor del dia +15 y de plaquetas alrededor del dia +24, y tasas de EICR aguda bajas
(1I-1V de 34%; llI-1V 6%). La supervivencia global a los 2 afios es del 36%, con una baja
mortalidad relacionada con el procedimiento (15%), pero con tasas altas de recaida
(51%). La supervivencia libre de enfermedad a los 2 afos es del 26%. Las
reactivaciones CMV son frecuentes (38%), y en cuanto a las infecciones oportunistas,
se objetiva un 8% de Aspergilosis probada o probable. La patologia linfoide obtiene

mejores resultados que la mieloide.
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Ya tras los primeros andlisis se intuye que este tipo de trasplante obtiene muy buenos
resultados en pacientes con Linfoma de Hodkgin. En 2008 Burroughs confirma en 90
pacientes con este tipo de linfoma mejor supervivencia libre de enfermedad y menor
recaida con trasplante haploidéntico no manipulado frente al trasplante familiar idéntico

y de donante no emparentado (43).

En 2011 se comunica la experiencia pediatrica en 210 pacientes con acondicionamiento
submieloablativo. La tasa de fracaso de injerto (13%), EICR aguda (32%) y crénica
(13%) son similares a las conocidas en adultos, con escasa mortalidad relacionada con
el procedimiento (18%) pero alta tasa de recaidas (55%). La supervivencia global y libre
de enfermedad a los 3 afios es de 41% y 32%. En este trabajo también se sefalan las
excepcionales tasas de éxito en los pacientes con Linfoma de Hodgkin, en los que se

obtienen hasta un 62% de SG a los 3 afios (44).

Dado que se observa de forma repetida que uno de los principales problemas es la alta
tasa de recaidas, los grupos con experiencia en trasplante haploidéntico han ido
evolucionando desde el uso de acondicionamientos de tipo submieloablativo a modelos
mieloablativos en aquellos pacientes con alto riesgo de recaida subsidiarios de este tipo

de trasplante.

En nuestra institucion, los primeros trasplantes haploidénticos no manipulados con
ciclofosfamida postrasplante se realizan de forma pionera en Espafa a partir del afio
2007, adaptando el original protocolo de acondicionamiento del grupo de Baltimore que
incluia radioterapia hacia un protocolo de acondicionamiento basado (nicamente en
quimioterapia (busulfan) y cuya fuente de progenitores es fundamentalmente la sangre
periférica excepto en casos seleccionados. Este protocolo adaptado se describe mas
adelante en material y métodos. La profilaxis de EICR se completa con ciclosporina a
dosis convencionales y micofenolato. En la figura 3 se exponen graficamente las
principales diferencias entre el protocolo original y el protocolo adaptado de nuestro

centro.
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Figura 3. Protocolo original Johns Hopkins comparado con protocolo adaptado HGUGM.
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Desde el afio 2012 se han publicado varios trabajos comparando la aproximacién de
trasplante haploidentico no manipulado con ciclofosfamida postrasplante frente a otros
tipos de trasplante haploidéntico o al trasplante alogénico HLA idéntico. Ciurea y cols.
(MD Anderson) comparan los resultados de 33 pacientes con trasplante haploidéntico
con seleccién positiva CD34+ frente a 32 con trasplante haploidentico no manipulado
con ciclofosfamida postrasplante (45). El trasplante haploidéntico no manipulado obtiene
menor tasa de infecciones, menor rechazo y mejores tasas de supervivencia. Basheyy
cols. en 2013 evidencian que el trasplante haploidéntico no manipulado tiene resultados
similares al trasplante alogénico HLA idéntico de donante emparentado y no

emparentado (46), hecho que confirma en 2014 Di Stasi y cols. en 227 pacientes (47).

En conclusion, el trasplante haploidéntico se esta consolidando paulatinamente como
una opcidn terapéutica en aquellos pacientes con neoplasias hematolégicas con
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indicacion de trasplante y ausencia de donante HLA idéntico. A la vista de los ultimos
resultados incluso puede ser valorado como una opcién alternativa al trasplante HLA
idéntico de DNE en casos con ausencia de donante idéntico familiar e indicacién urgente

0 en patologias seleccionadas como el Linfoma de Hodgkin.

3.2. Inmunidad y trasplante.
El éxito del trasplante alogénico depende del equilibrio dindmico gue se establece entre
las fuerzas inmunes del donante y el receptor. De la reaccién del donante frente al
receptor o “alorreactividad” se deriva un potente efecto inmunoterapico fundamental
para el tratamiento de las neoplasias hematoldgicas, el efecto “injerto contra tumor”
(ICT), que suele acompanarse del efecto adverso conocido como “enfermedad injerto
contra receptor”, previamente descrito. De la reaccién del receptor frente al injerto del
donante (RCI) se deriva el posible “rechazo del injerto” en sus distintas presentaciones,
primaria o tardia. Diversos factores influyen en este equilibrio de fuerzas inmunes como
el acondicionamiento, la fuente de progenitores, los farmacos inmunosupresores, los

linfocitos infundidos con el injerto, etc (figura 4).
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IDENTIDAD HLA
TIPO DE PROFILAXIS DE EICR

Aloreactividad
Donante

= uilibrio de Fuerzas InmungEs

EICR/ICT,

Receptor

Factores con influencia:

INJERTO : Baja celularidad, eliminacién de células T del
indculo

ACONDICIONAMIENTO no mieloablativo>mieloablativo
IDENTIDAD HLA

Figura 4. Representacion grafica del equilibrio de fuerzas inmunes en el trasplante alogénico de
progenitores hemopoyéticos y factores influyentes. SP: sangre periférica, MO: médula ésea, QC:
Quimerismo completo, QM quimerismo mixto, RA: reconstitucién autdloga, ICR: Injerto contra receptor,
RCI: Receptor contra injerto, , EICR: enfermedad injerto contra receptor, ICT: Injerto contra tumor.
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Adicionalmente, el nuevo sistema inmune adquirido por el receptor tras el trasplante
alogénico debe ser capaz de defender al paciente de las complicaciones infecciosas
bacterianas, virales y fingicas inherentes a este tratamiento.

La evaluacion de la reconstitucién inmune tras el trasplante hemopoyético y del equilibrio
dindmico de fuerzas, por lo tanto, aporta gran cantidad de informacion relevante para el
éxito del trasplante. Esta evaluacién se hace fundamentalmente a través de la
determinacion del quimerismo hemopoyético y la caracterizacidon cuantitativa y funcional
de las subpoblaciones linfocitarias. En este sentido este trabajo se centra en el estudio
de la recuperacién inmune postrasplante en base a la medicién de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias con relevancia clinica en el seno del trasplante alogénico

de progenitores hemopoyéticos.

3.2.1. Sistema lnmune. Subpoblaciones linfocitarias relevantes.

Podemos subdividir el sistema inmune en 2 sistemas fundamentales, la inmunidad
innata y adaptativa. En la tabla 2 exponemos las principales células implicadas y sus

funciones.

Tabla 2. Inmunidad innata y adaptativa. Caracteristicas y células implicadas.

Inmunidad | Innata Adaptativa

Células v’ Células NK Sistema linfoide:

implicadas v" Neutrofilos v’ Linfocitos B productores de anticuerpos
v" Monocitos v’ Linfocitos T colaboradores CD4+: activan y
v Células dendriticas (CD) regulan la respuesta efectora
v" Macro6fagos v’ Linfocitos T citotéxicos CD8+:

citotoxicidad directa

Funcién Inespecifica. Antigeno-especifica.

v'Actla sin presentacién antigénica v Desencadenada por la presentacidn de un
previa antigeno por las células presentadoras (CD)

v'Primera barrera defensiva frente a través del complejo mayor de
antigenos desconocidos histocompatibilidad.

v'Produccién de citoquinas v’ Produce:

v'Destruccidn por citotoxicidad e Respuesta efectora frente al antigeno:
directa o fagocitosis Linfocitos B: produccion de anticuerpos

v'Puesta en marcha de la inmunidad Linfocitos T: citotoxicidad directa.
adaptativa e Produccion de células de memoria
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En general, dentro de la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos T y B tienen dos
estadios madurativos, los linfocitos naive, derivados de los 6rganos primarios de
linfopoyesis, como son el timo en el caso de los linfocitos T y la médula ésea en el caso
de los B, y que aun no han tenido contacto antigénico; y los linfocitos de memoria que
tras el contacto antigénico en los dérganos linfoides secundarios son linfocitos con

capacidad de respuesta especifica (48).

Los linfocitos T totales se dividen en linfocitos colaboradores o0 CD4+ y citotéxicos CD8+.
La expresion intensa de HLADR+ y CD38+ en los linfocitos T se asocia con un estado

de activacion linfocitaria (49,50).

Dentro de los linfocitos T CD8+ citotoxicos, aquellos con expresién de CD57+ son los
de mayor capacidad de lisis celular directa y los que morfolégicamente se denominan
Linfocitos Grandes Granulares por su amplio citoplasma con granulos citotoxicos que
contienen y secretan enzimas y citoquinas como la granzima y perforina (48). Asi mismo
aguellos linfocitos T CD8+ con expresion de CD28+ son de caracter mas alorreactivo y
citotoxico, ya que la interaccion entre el CD28 linfocitario y el HLA B7 juega un
importante papel en los procesos de reconocimiento alorreactivo y activacion citotéxica
de los linfocitos T CD8+. En cambio, los linfocitos T CD8+ sin expresion de CD28, tienen
un perfil requlador o supresor, e intervienen en los procesos de control de la respuesta
inmune no deseada lisando células dendriticas y linfocitos T CD4+ activados tras el

contacto antigénico (51,52).

Los linfocitos T reguladores CD4+CD25+ también son fundamentales en los
mecanismos de inmunotolerancia que previenen la aparicibn de una respuesta
autorreactiva frente a antigenos propios. Esta subpoblacion de linfocitos se caracteriza
por un fenotipo CD127-/w, CD25++, CD4+ y por la expresion del factor de transcripcién
FoxP3 (53) y su funcién es controlar las respuestas autoinmunes, asi como la

proliferacion linfoide en situaciones de linfopenia.
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3.2.2. Reconstitucién inmune en trasplante alogénico convencional.

3.2.2.1.Factores con influencia en la reconstitucion inmune postrasplante.

Los factores que clasicamente influyen en la reconstitucion inmune postrasplante son:

- Fuente de progenitores empleada:
- Médula ésea frente a sangre periférica movilizada (54). Los injertos de sangre
periférica incluyen 10 veces mas células linfoides T y B que los productos de
médula 6sea. Esto influye en la reconstitucion del receptor, especialmente en lo
gue respecta a los linfocitos T CD4+, que son entre 2 y 4 veces mayores en los
pacientes gque reciben progenitores de sangre periférica.
-Sangre de cordén umbilical. La SCU contiene en general menor cantidad de
células CD34+ y de células inmunes por kg de peso corporal del receptor que la
médula 6sea o la sangre periférica movilizada. Su cinética de prendimiento y de
recuperacion de neutrofilos es algo mas tardia que el resto de fuentes de
progenitores hemopoyéticos y ronda el dia +30. Contiene ademas un mayor
porcentaje de células linfoides naive y células Nk inmaduras, sin experiencia
inmunolégica y con poca capacidad inicial de respuesta inmune. Esto, junto a la
presencia abundante de linfocitos T reguladores con alto potencial supresor (55),
predicen una reconstitucién inmune T lenta con escasa respuesta antigénica (56)
y un mayor namero de infecciones (57,58).

- Células inmunes en el injerto (54,59). Las células linfoides maduras infundidas con el

injerto van a sobrevivir en el receptor durante largos periodos de tiempo (de meses a 1

afio), mejorando los recuentos linfoides y la defensa frente a las infecciones en el

paciente.

- Edad del receptor (59,60). La reconstitucién inmune timo-dependiente comienza a

partir de los 6 meses del trasplante, y se manifiesta por la aparicion de recuentos

35



significativos de linfocitos T naive y de un repertorio del receptor de célula T amplio. La
capacidad timica residual se relaciona fuertemente con la edad del paciente.

- Estado de seroconversion para CMV (61). Los donantes seropositivos para CMV
aportan al receptor células linfoides especificas frente a este virus que derivan en menor
tasa de reactivacion CMV en aquellos pacientes CMV positivos.

-Presencia de Enfermedad Injerto Contra Receptor (59,62). La presencia de EICR
produce dafio timico, por lo que aquellos pacientes con EICR activo no presentan
aumento de linfocitos naive ni mejoria en el repertorio T a partir de los 6 meses
postrasplante. Ademas los farmacos inmunosupresores utilizados en su tratamiento

también influyen en la mala reconstitucion inmune de estos pacientes.

-Factores relacionados con el acondicionamiento. La intensidad del acondicionamiento
puede influir en la reconstitucion inmune, especialmente aquellos farmacos con
actividad anti linfocito T y frente al timo, como por ejemplo el ATG. Bosch y cols.
demuestran que los acondicionamientos con ATG producen una peor reconstitucion T
CD4+ a largo plazo, preservando la reconstituciéon NK, B y CD8+ (63). En general los
acondicionamientos no mieloablativos producen menor dafio timico que aquellos
mieloablativos y que aquellos que incluyen ICT, con mejor reconstitucion de los linfocitos

T naive de origen timico (64).

3.2.2.2. Reconstitucion de la inmunidad innata.

Los neutrdéfilos suelen alcanzar niveles por encima de 500/uL aproximadamente en el
dia +14 tras un trasplante de sangre periférica, en el +21 tras un trasplante de médula

Oseay algo mas tarde en un trasplante de SCU (57).

Las células NK se recuperan de forma temprana tras un Alo-TPH, alcanzando niveles
normales en el primer mes, y lo hacen fundamentalmente a expensas de una expansion
inicial de las células NK inmaduras CD56ght. Posteriormente, estas células CD56 Pright

comienzan a descender rapidamente, aunque pueden persistir por encima de niveles
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normales hasta 1 afio. Es por esta temprana recuperacion por lo que a las células NK

se les atribuye un papel en el control de la enfermedad residual tras el trasplante(65).

Las células dendriticas, sin embargo, tienen una recuperacioén lenta y no recuperan una

buena funcionalidad hasta el afo.

3.2.2.3. Reconstitucion de la inmunidad adaptativa.

La recuperacion de la inmunidad adaptativa B y T esta en general retrasada tras el
trasplante alogénico y puede requerir hasta 2 afios para alcanzar recuentos normales y
una funcionalidad completa. Esto es debido a una pobre timopoyesis inicial por el dafio
timico del acondicionamiento, a la escasa cantidad de precursores linfoides infundidos

con el injerto y la pobre funcién timica residual del adulto.

Recuperacion linfoide T

En los primeros 6 meses postrasplante la reconstitucion linfoide T se realiza de forma
timo-independiente a través de un mecanismo de “expansion homeostatica del
compartimento periférico” por proliferacién rapida de las células linfoides T maduras
residuales del paciente y/o las infundidas con el injerto. Este mecanismo se asocia a un
cambio de fenotipo en las células linfoides de sangre periférica, en el que predominan
las células activadas y de memoria sobre las naive. La IL7 e IL15 son las interleucinas
mas relevante en este proceso. La IL7 estimula la expansion de células T CD4+y CD8+
naive y permite su supervivencia, mientras la IL15 estimula la produccion de células de
memoria CD8+. En general ambas se encuentran aumentadas es situaciones de
linfopenia como es el trasplante hemopoyético. Posteriormente, por un mecanismo de
consumo, la propia expansion linfoide consume estas citoquinas para controlar la
proliferacion. Asi, en las primeras semanas se observa una expansion rapida de células
de memoria CD8+, con una expansiéon T CD4+ mucho menor, lo que invierte el cociente

CD4+/CD8+, que luego disminuird durante los primeros 3-6 meses. Sin embargo, la
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respuesta inmune generada por estas células tendra un repertorio de reconocimiento

antigénico limitado (66,67).

Esta rapida y explosiva expansién esta regulada y controlada por factores como el
TGFbeta, que antagoniza a la IL15 y por los linfocitos T reguladores (68), que proliferan

rapidamente en el primer mes, aunque estan disminuidos en los primeros 6 meses.

Adicionalmente a la proliferacién “homeostatica”, que es antigeno independiente, se
describe una proliferacion llamada “enddégena” de este compartimento linfoide T
periférico dirigida por la estimulacidén antigénica (69). Este hecho se pone de manifiesto
por ejemplo cuando se objetiva una expansion desproporcionada de linfocitos T CD8+
postrasplante en aquellos pacientes seropositivos para CMV. Este tipo de proliferacion
dirigida permite una inmunidad especifica temprana frente a determinados antigenos en

el periodo postrasplante.

En la tabla 3 se resumen los principales rasgos distintivos de la recuperacién inmune

precoz postrasplante.

Tabla 3. Caracteristicas de la reconstitucién inmune temprana no timo-dependiente.

Predominan las células T activadas y de memoria sobre las naive (de origen timico)
Los recuentos totales suelen estar disminuidos los primeros 3-6 meses postrasplante.
Los TRECS se mantienen bajos los primeros 3-6 meses

Hay una expansion temprana y rdpida CD8+ en las primeras semanas

N N N N

Se observa un Cociente CD4+/CD8+ invertido, ya que la renovacién T CD4+ es mds lenta y
deriva fundamentalmente de la timopoyesis

Hay deplecion de los linfocitos T reguladores.

Ambiente propenso al desarrollo de EICR y de infecciones oportunistas (57,65)
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A partir de los 6 meses se comienza a apreciar una reconstituciéon inmune de origen
timico. La timopoyesis va a producir Linfocitos T CD4+ naive, CD8+ efectores citotoxicos

y Linfocitos T reguladores CD4+CD25+CD127-/+débil.

Inicialmente los precursores T del inéculo migran al timo. Alli se expanden, maduran y
adquieren un receptor de célula T (Tcr) especifico por reordenamiento de los genes
VDJ. Dentro del timo, los nuevos clones linfocitarios sufren una seleccién positiva y
negativa para eliminar clones autorreactivos y favorecer la tolerancia inmunolégica.
Posteriormente estas células naive migran a la sangre periférica y tejidos donde se
convierten en células de memoria y efectoras. Las células derivadas de la reconstitucion
inmune producida por este mecanismo tendran un repertorio de reordenamiento de
receptor de célula T mucho méas amplio, por lo que seran capaces de producir una

respuesta inmune mas adecuada y especifica.

La actividad timopoyética postrasplante se mide por la determinacién de TRECS (TCR
Rearrangement Escisién Circles), que son fragmentos de DNA derivados del
reordenamiento de los genes VDJ, y por la cantidad en sangre periférica de linfocitos de

fenotipo naive (67).

La reconstitucién inmune completa de origen timopoyético se retrasa hasta 1 afio en
nifos, y hasta 3-5 afios en adultos, pero puede continuar afectada hasta 20 afios o

indefinidamente segun las caracteristicas del paciente (65).

En la figura 5 y 6 se exponen de forma gréafica las caracteristicas diferenciales de la

reconstitucion inmune temprana y tardia postrasplante.

Recuperacion linfoide B

Tras un trasplante de progenitores hemopoyéticos, la recuperacion linfoide B remeda a

la ontogenia fisiolégica durante los primeros afios de vida (70).
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Las células B se producen en la médula 6sea a partir de los progenitores linfoides, que
adquieren receptores tipo inmunoglobulina (IgM e IgD) por mutacion somética. Estas
células naive migran al tejido linfoide secundario donde por interaccion con las células
T CD4+ y las células dendriticas presentadoras de antigeno sufren dos procesos: 1.
Hipermutacién somatica de las zonas variables de las inmunoglobulinas, que les permite
generar anticuerpos con alta afinidad en la unién con su antigeno ; 2. Cambio de isotipo
por recombinacion de los genes codificantes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas, que les confiere la capacidad de expresar y producir receptores tipo
inmunoglobulina de tipo IgG, IgA e IgE. Estas células maduras son las que se convierten
en células B de memoria (no productoras de Ig) o células plasmaticas (productoras de

Ig), que persisten para garantizar la inmunidad a largo plazo.

Tras un Alo-TPH, los recuentos de células B estan muy disminuidos en los primeros
meses, con un aumento posterior por encima de los niveles normales durante los
primeros 1-2 afios, de forma parecida a lo que ocurre en los primeros afos de vida. El
fenotipo inicial de las células B postrasplante es naive, mientras que la reconstitucién
de las células de memoria puede tardar hasta 5 afios postrasplante. En el mismo
sentido, la primera Inmunoglobulina en recuperar niveles normales es la IgM (2-6
meses), posteriormente aparece la IgG (entre 3 y 18 meses) y finalmente la IgA (hasta
3 afios). Los niveles de IgG pueden corresponder con la produccion de las células
plasmaticas residuales del donante, que persisten en el receptor hasta 2 afios tras el

trasplante (71).

A pesar de la expansion B, la capacidad funcional de estos linfocitos esta comprometida
en la mayoria de los casos durante los 2 primeros afos. Esto ocurre en gran parte por
la defectuosa inmunidad T, con insuficiente sefializacion T CD4+ para estimular la
maduracion de las células naive (72). Todo esto deriva en una respuesta vacunal

alterada en receptores de trasplante a pesar de niveles normales de células B (73).
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Figura 5. Grafico de la reconstitucion inmune. Adaptado de Williams y cols (65).

Reconstitucion temprana. Proliferacion homeostatica periferica
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Figura 6. Grafico de reconstituciéon inmune de las subpoblaciones linfocitarias post trasplante alogénico.
Adaptada de Williams y cols (65). Eje vertical porcentaje de recuperacion, eje horizontal meses
postrasplante.

41



Relacién entre reconstitucion inmune, EICR v supervivencia.

Las caracteristicas de la inmunidad temprana postrasplante (escasos linfocitos CD4+
naive, mayor cantidad de linfocitos citotoxicos T CD8+, escasos T reguladores, pobre
repertorio antigénico), predisponen al desarrollo de EICR. Aquellos factores de control
de la proliferacién homeostatica como las células T reguladoras previenen la EICR en
modelos experimentales y ensayos clinicos (15,68). En la misma direccion, los defectos
de funcionalidad timica aumentan la incidencia de EICR aguda y crénica, e incluso se
relacionan con una mayor mortalidad en series pediatricas (74) .

Algunos autores han relacionado la reconstitucion inmune con el prondstico general del
trasplante en términos de supervivencia. Kim y cols. encuentran que aquellos pacientes
con mas de 200 linfocitos T CD4+ por microlitro a los 3 meses tenian mejor
supervivencia global y menos mortalidad no relacionada con recaida (75). Berger y cols.

confirman este hallazgo en 758 pacientes (76).

3.2.2.4. Complicaciones infecciosas en el trasplante de progenitores

hemopoyéticos.

Las infecciones constituyen una de las principales complicaciones del trasplante
hemopoyético y muy especialmente del Alo-TPH. Los factores de riesgo infeccioso son
multiples: estado de la enfermedad de base al trasplante, comorbilidades, grado de
neutropenia, rotura de barreras naturales debido a la mucositis 0 al uso de catéteres
centrales, presencia de EICR aguda o crénica activa, farmacos inmunosupresores, etc,
pero sin duda el factor mas relevantes va a ser la reconstitucion inmune del paciente.
Asi el paciente trasplantado pasa por un periodo de inmunodeficiencia de duracién
variable entre meses y afios, con tres etapas fundamentales que, segun los defectos
inmunes predominantes, condicionan diferentes riesgos infecciosos en cada una de

ellas (77) (figura 6).
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Figura 7. Principales fases de inmunosupresion postrasplante y riesgo infeccioso. Adaptada de Tomblyn

y cols. (77)
Fase | o inicial, hasta Fase Il, post-prendimiento Fase lll tardia (Desde dia+100)
prendimiento (Dias 0 a +30) (Dias +30 a +100)
Factores v'Neutropenia v'Inmunodeficiencia humoral y v Inmunodeficiencia humoral y
de riesgo v'Ruptura de barreras celular celular
v Inmunodeficiencia humoral y v'Aesplenia funcional v'Aesplenia funcional
celular v'EICR aguda v'EICR crénica Farmacos
v'Aesplenia funcional v'Farmacos inmunosupresores inmunosupresores
B ri - .
acterias Gram positivos/negativos
Encapsulados
Hongos Aspergillus
Candida
Pneumoaocistis Jiroveci
Virus

Virus Herpes Simple
Virus Varicella Zoster

Citomegalovirus
Sindrome linfoproliferativo postrasplante asociado a Epstein Bar
Otros virus: Virus grupo Herpes, respiratorios, virus BK

La relevancia del CMV en el trasplante hemopoyético se pone en evidencia en muchos
estudios. La seropositividad para CMV es un riesgo mayor de morbi-mortalidad,
especialmente en pacientes que reciben un trasplante de un donante seronegativo que
no le aporta linfocitos T CMV especificos (57,78). La reactivacion CMV puede causar
infecciones pulmonares, hepaticas, digestivas o del sistema nervioso central. Dada su
relevancia se realiza un seguimiento estrecho de las copias de CMV en sangre periférica
del paciente. Ante una reactivacién, se procede a un tratamiento empirico precoz para
evitar que se desarrolle la infeccion tisular.

Otra de las complicaciones infecciosas méas temidas en el trasplante es la aspergilosis
invasiva, observada en un 5-15% de los trasplante alogénicos. Aln tiene una alta
mortalidad de hasta el 60%,a pesar de la evolucion en los tratamientos antifungicos, por

lo que el uso de profilaxis adecuada es de vital importancia (79).
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3.2.3. Reconstitucion inmune en trasplante haploidéntico no

manipulado. Datos publicados

Aproximacién de la Universidad de Pekin, China. Protocolo GIAC.

Chang y cols. publican en 2012 los aspectos mas relevantes de la reconstitucion inmune
del trasplante haploidentico no manipulado con médula &ésea+sangre periferica
primadas con G-CSF, segun el protocolo GIAC (80). Analizan 50 pacientes frente a 25
que recibieron un trasplante familiar idéntico. Respecto a los datos clinicos, las tasas de
prendimiento, EICR, recaida, supervivencia e infecciones bacterianas y fangicas son
similares en los 2 grupos, mientras que en el grupo haploidéntico se evidencia una
mayor tasa de reactivacion CMV (49% frente a 13%) que ya se observa en previas
publicaciones.

Respecto a la reconstitucion inmune, el grupo haploidéntico presenta menores
recuentos de linfocitos T CD4+ durante los primeros 3 meses, con recuentos >200/uL a
los 6 meses y similares a los del grupo de donante idéntico al afio. Los linfocitos T CD8+,
sin embargo, solo son menores en el grupo haploidéntico en el primer mes, con una
rapida y explosiva expansion compensadora posterior, de forma que los recuentos son
similares a los del grupo idéntico en el dia +90. La expresion de CD28+ en los linfocitos
T CD8+, relacionada con la presencia de aloreactividad, (80) fue menor en el grupo
haploidéntico en el dia 15, mayor a la del grupo idéntico en el dia 30 y 90, y
posteriormente igual en ambos grupos. No hay diferencias en la recuperacion de
monocitos y de células B.

Dadas las publicaciones previas que asocian la reconstitucion inmune T CD4+ con la
supervivencia, los investigadores comparan la evolucion clinica de los pacientes con sus

recuentos de CD4+ a los 3 meses, sin encontrar ninguna relacion pronéstica.
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Este mismo grupo, sin embargo, ha realizado previamente varias publicaciones (Chang
2009, 206 pacientes (81), Chang 2011 en 60 pacientes pediatricos (82)) en las que
observan que aqguellos pacientes con trasplante haploidéntico con un recuento absoluto
de linfocitos en el dia 30 (ALC30) mayor de 300/uL tienen mejor prondéstico en términos
de menor recaida, menor mortalidad infecciosa y relacionada con el procedimiento,
mejor supervivencia global y mejor supervivencia libre de enfermedad.

Buscando una relacion entre reconstitucion inmune y EICR en el trasplante
haploidéntico, Chang y cols. demuestran en 43 pacientes que los linfocitos T totales y
un mayor ratio T/NK en el dia +14 son predictores independientes para el desarrollo de
EICR aguda, mientras que solo el ratio T/NK en el dia+14 predice la aparicién de EICR

crénica (83).

Aproximacién con profilaxis de la EICR basada en ciclofosfamida postrasplante. Hospital

Johns Hopkins. Protocolo Baltimore.

Existen pocos datos publicados sobre la reconstitucion inmune en este tipo de trasplante
haploidéntico.

Ciurea y cols. en 2012, en un articulo de comparacién entre los resultados clinicos del
trasplante haploidéntico no manipulado con ciclofosfamida postrasplante y el trasplante
haploidentico con procedimientos de seleccion publican algunos datos sobre la
reconstitucion inmune de ambos grupos (45). En lineas generales, como era esperado,
la reconstitucién T y fundamentalmente de CD4+ es mucho peor en el trasplante
seleccionado en los primeros 6 meses y posteriormente se iguala, con una
reconstitucion linfoide B similar en ambos (figura 8). La tasa de infecciones virales es
1.5 veces mayor en el haploidéntico seleccionado frente al no manipulado, asi como las
infecciones flingicas, aunque con parecidas tasas de reactivacion CMV vy cistitis

hemorragica por virus BK.
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Figura 8. Original de Ciurea y cols. Recuperacion de las subpoblaciones linfoides T tras un trasplante
haploidéntico no manipulado(TCR) o con depleciéon T (TCD) (45). A. Reconstitucién de linfocitos T CD8+. B.
Reconstitucién de linfocitos T CD4+. E. Reconstitucion de células NK. F. Reconstitucion de linfocitos B.

En otro de los articulos de comparacion clinica del trasplante haploidéntico, en este caso

frente al HLA idéntico familiar y de DNE, Di Stasi (2014) encuentra una reconstitucion T

peor en el trasplante haploidentico frente al trasplante familiar HLA idéntico en el dia 30

(medianas de 448/ul en familiar HLA idéntico, 111/ul en DNE y 71/ul en haploidéntico),

con predominio de los linfocitos T CD8 positivos, y similar reconstitucién B (47) (figura

9).
2500-
- i
3 2000
& 1500- 4
a
O34

30 90 180 270 365
Days after HSCT
Donor D30 D90 D180 D270 D365
MRD 118- 1120|144- 2255|245- 1046|115- 1102| 51- 2034
MUD 2-1199 0- 2104 | 88- 5453 | 143- 878 |378- 3283
TCR-H 0- 1040 0- 7450 | 76- 1797 |104- 2306|435- 3119

—e- MRD
- MUD
-¥. Haplo

Fig 9. Reconstitucion inmune de linfocitos T en trasplante haploidéntico frente a donante HLA idéntico

emparentado y no emparentado. Original de Di Stasi et al (47).
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El resto de datos publicados a este respecto se encuentran en diferentes
comunicaciones enviadas a las principales reuniones internacionales de hematologia.
Cabe destacar lo comunicado por Symons y cols en 2011 (grupo Johns Hopkins) al
Congreso Americano de Hematologia con 53 pacientes a los que se realiza trasplante
haploidentico no manipulado con acondicionamiento no mieloablativo (84). En este
analisis se objetiva una aceptable reconstitucion inmune, con predominio de los
linfocitos de memoria sobre los naive y los linfocitos de origen timico CD31+. Los
linfocitos T CD4+ superan los 120/uL en el dia +60 y los 220/uL en el dia +180. En 10
pacientes se pudo estudiar el repertorio del receptor de célula T, y se demuestra que
aqguellos sin recaida, sin EICR significativa y sin infeccién viral activa tienen una buena
reconstitucion T con amplio repertorio, a partir de los 6 meses. Aquellos con cualquiera
de estas complicaciones presentan peor reconstitucion a este nivel. La respuesta
especifica frente a CMV es adecuada en el 70% de los pacientes en el dia +60. El mismo
grupo comunica en el Congreso Europeo de Trasplante datos similares (85) asi como
un andlisis en el que aquellos pacientes con ALC30>200 /uL demuestran tener mejor
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad.

Dominieto et al, también en 2011, realiza una comunicacién comparando las
poblaciones linfoides basicas de la reconstitucién inmune en trasplante haploidéntico no
manipulado (40 pacientes), trasplante de donante familiar HLA idéntico y trasplante de
DNE y sugiere que la reconstitucién del trasplante haploidéntico no manipulado es peor
que la del trasplante familiar HLA idéntico y similar a la del DNE (86).

En el afio 2012 Di Stasi (MD ANderson) apoya esta sugerencia en una nueva
comunicacién en el Congreso Americano de Hematologia y defiende que la
reconstitucion inmune T de los trasplantes haploidenticos (28 pacientes) no
manipulados es similar a la del DNE, con menos linfocitos Ty CD4+ en los primeros 3
meses y menos linfocitos naive en los primeros 6 meses que aquellos pacientes que

reciben un trasplante de donante familiar HLA idéntico (87).
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Todos los datos tanto publicados como los comunicados a congresos incluyen
Unicamente pacientes que reciben médula 6sea como fuente de progenitores en los
grupos de trasplante haploidéntico no manipulado estudiados, sin embargo, la corriente
actual en nuestro medio en este tipo de trasplante es la utilizacion cada vez mas
frecuente de los progenitores hematopoyéticos obtenidos de sangre periférica
movilizada.

Nuestro grupo también comunica en 2012 una comparacion de la reconstitucién inmune
basada en la medicién de las poblaciones basicas linfoides T, CD4+, CD8+, NKy B en
22 pacientes con acondicionamiento mieloablativo y no mieloalativo, sin objetivar
diferencias significativas en la reconstitucién linfoide segun el acondicionamiento

empleado (88).

3.2.4. Papel de las células NK en el trasplante alogénico de progenitores

hemopoyéticos.

Las células NK, producidas y maduradas en la médula ésea, forman parte de la
inmunidad innata del organismo y sus funciones incluyen (89):

v Citotoxicidad directa

v Citotoxicidad dependiente de AC (ADCC)

v' Secrecion de citoquinas reguladoras del sistema inmune

v/ Asistencia inmunolégica para la regeneraciéon de tejidos en barreras

mucosas

Las células NK se definen por la expresion de los antigenos de superficie CD56+ y
NKp46, y por la ausencia de expresion del antigeno de linea linfoide T CD3. Existen
diversas subpoblaciones NK con distintas funciones y diferentes caracteristicas de
expresion fenotipica. Los receptores de superficie que expresan las células NK se
subdividen en:

a) Receptores de tipo inmunoglobulina o KIR, que pueden ser activadores o inhibidores.
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b) Receptores Lectina heterodiméricos tipo C: NKG2A, B, C y D. EIl NKG2A, By C
forman heterodimeros con el CD94. NKG2A 'y B son activadores, C inhibidor. EI NKG2D,
receptor inhibidor, se expresa como un homodimero.

c) Receptores de toxicidad natural, todos activadores, entre los que destaca NKp30,
NKp 46 y NKp 44.

Cada uno de estos receptores tiene unos ligandos especificos con los que interacciona,
que son en su mayoria moléculas HLA, y se relacionan con diferentes funciones (tabla
4).

Tabla 4. Receptores de células NK y principales funciones

KIR (receptores Killer Ig Like)
KIR inhibidores

KIRDL1; KIRDL2; Regulan interaccién de los NK con otras células

KIRDL3; KIRDLS5;

KIRDL7 Actlan en procesos de reconocimiento de células propias frente a extrafias y en la
KIR activadores distincion de células sanas y enfermas

KIRDS1; KIRDS2

KIRDL4 Tienen también importancia en actividad antiviral, anti CMV (90) y antitumor (91).

Receptores Lectina heterodimericos tipo C —Inhibitorios

CD94/NKG2A Marcador inmaduro Regulan las interacciones de
NKG2D Media en efectos antitumor (92). los NK con células diana

Receptores Lectina heterodimericos tipo C —Activadores

Regulan las interacciones de

CD94/NKG2C Importancia en defensa anti CMV (93). los NK con células diana

Receptores de citotoxicidad natural (NCR)-Activadores

NKp30/ NKp46 Se expresan constitutivamente en NK .
Papel importante en respuesta

NKp44 Requieren activacién por IL2 para expresarse antitumoral

Basadas en sus caracteristicas madurativas se diferencian 2 grandes subpoblaciones:
- Células NK CD56e"t, Suponen un 10% de las células NK en condiciones
normales y presentan un fenotipo inmaduro con que se caracteriza por una
expresion brillante o intensa de CD56 y alta expresion de CD 94/NKG2A. Son
células encargadas de producir citoquinas inmunorreguladoras y probablemente

son las precursoras de los NK CD569™. Expresan receptores de alta afinidad
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para IL2. Aungue se les presume una funcién mas reguladora que citotoxica,
estimuladas por IL2 o IL12 poseen capacidad citotoxica similar a las CD56 9™,

- Células NK CD56%™, Son la subpoblaciéon mayoritaria y suponen un 90% del total
de células NK. Tiene fenotipo maduro y expresan el resto de marcadores KIR,
NKG2C, NKG2D, etc. Son mas efectivas que las anteriores en citotoxicidad
directa (producen granzyma B, perforina, FasL, TRAIL) o mediada por
anticuerpos. Expresan receptores de afinidad media a estimulacién por IL2, por

lo que no son tan dependientes de esta citoquina para su funcion citotoxica.

El proceso madurativo NK o de “educacion” es fundamental para asignar a cada
subpoblacion NK sus propias funciones efectoras. Este proceso depende de la expresion
de KIR inhibitorios y su interaccion con sus ligandos HLA de las células del estroma
medular. Esta interaccion crea en los NK un “umbral de activacién” y a la vez confiere a
cada célula un “potencial citotdxico” fijo. Una vez que se ha producido su maduracion,
cuando no hay expresién de estos ligandos HLA en las células que contactan con el linfocito
NK, este se activa e inicia la citolisis. Si no se produce este proceso de “educacion” la célula

NK no tendra un buen potencial citotoxico, sera tolerante e inactiva (94).

Las investigaciones sobre la maduracion de los NK del donante en el receptor tras un
trasplante de médula ésea han permitido un mayor conocimiento de la ontogenia NK.
La maduracion fenotipica postrasplante de los NK tiene un patrén especifico, aunque
puede estar modulado por los receptores KIR, infecciones, citoquinas, etc. Inicialmente
se produce una expansién de NK CD56" de fenotipo inmaduro, con alta expresion
de NKG2A/94, y posteriormente adquieren la expresion de los receptores KIR, NKG2C,
2 D. La maduracion o “educacion” se realiza por interaccion de las células NK del
donante con las células estromales de médula 6sea del receptor. Entre 6 meses y 1 afio
el fenotipo NK del receptor es normal, similar al del donante.

La inhibicién de las células NK por HLA aut6logos puede constituir un mecanismo de

escape de las células tumorales. En el trasplante haploidéntico, gracias a la disparidad
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HLA, tedricamente existe un gran potencial de aloreactividad y citotoxicidad mediada
por NK, que viene modulada por las caracteristicas fenotipicas de donante y paciente y
sus interrelaciones.

La aloreactividad NK en el contexto del trasplante se puede valorar de diversas formas.
El mecanismo méas admitido es que la aloreactividad es mayor y por lo tanto debe haber
mejor efecto injerto contra tumor cuando hay diferencias en los ligandos KIR, es decir
cuando el donante posee moléculas HLA (ligandos KIR) que no estan presentes en el
receptor. Ruggeri y cols. demuestran en pacientes con leucemia mieloide aguda y
trasplante haploidéntico manipulado que aquellos con diferencia de ligandos (HLA)
tienen ventaja en la supervivencia global (95). Willemze confirma estos hallazgos en el
contexto del trasplante de SCU (96). En otros tipos de trasplante, como el trasplante de
DNE los resultados han sido mas dispares. Algunos grupos observan ventaja en la
supervivencia (97) mientras que otros no encuentran diferencias (98). En la mayoria de
los estudios, sin embargo, aquellos pacientes con diferencias o “mismatch” tienen mas
EICR aguda y menor riesgo de recaida (95-97).

Otra aproximacion para la valoracién prondstica se basa en el estudio del genotipo KIR
de donantes y pacientes, tanto para la busqueda de diferencias o “mismatch” como para
la consideracién del tipo de haplotipo NK A o B. El haplotipo A contiene sobre todo KIR
inhibidores y una minima cantidad de activadores, y es el que se encuentra en un 60%
de la poblacién caucasica. El haplotipo B contiene mudltiples receptores activadores e
inhibidores. Cooley y cols. demuestran en pacientes con leucemia mieloblastica y
trasplante HLA idéntico de DNE que aquellos que reciben un trasplante de un donante
con haplotipo B tienen mejor supervivencia libre de recaida (99).

Las células NK también son relevantes para la inmunidad antiviral, como se demuestra
por la alta incidencia de infecciones graves en las deficiencias congénitas de células
NK. En modelos murinos se ha demostrado que las células infectadas por CMV
expresan en superficie proteinas virales semejantes a antigenos HLA de clase | que
interaccionan con los receptores NK, de modo que estos intervienen en el control de la
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infeccién, mas efectiva si la interaccion predominante es con receptores de tipo
activador (100). En el contexto del trasplante hematopoyético numerosas publicaciones
reportan menor incidencia de reactivacion e infeccion CMV en los pacientes que reciben
trasplantes de donantes con mayor numero de receptores activadores (101,102). En
especial, el receptor NKG2C tiene un importante papel en el control del CMV y su
expresion aumenta tras la exposicién a este virus, tanto en pacientes no trasplantados
(103) como en pacientes trasplantados (93). También se ha descrito un papel directo de
las células NK productoras de IL22 presentes en el pulmén en la inmunidad frente al
virus influenza. La hemaglutinina expresada en la superficie de células infectadas
interacciona con el receptor NKp46, produciendo liberacién de interfer6n asi como
citolisis directa (104).

En los dltimos afios se postula que las células NK intervienen en los procesos de
inmunidad asociada a mucosas y de regeneracion tisular. Esto es relevante en el
trasplante hematopoyético ya que la mucositis y la EICR se caracterizan por una
importante destruccion de la barrera mucosa y epitelial de los pacientes. Numerosos
estudios describen que las células NK de las mucosas producen IL22, citoquina
implicada en la regeneracidn tisular epitelial y que ademas estimula la produccién de
proteinas antimicrobianas por parte de estas células (105).

Las células NK también pueden potencialmente intervenir en los mecanismos
relacionados con la produccion y regulacion de la EICR. Varios hallazgos hacen pensar
que las células NK podrian controlar la activacion linfocitaria y de este modo reducir la
EICR por diversos mecanismos. En un modelo murino se demuestra la capacidad de
las células NK para la lisis de células T CD4+ crénicamente activadas (106). La
interaccion del receptor de NK DNAML1 con algunos antigenos linfoides T como el
CD155 y CD161 y de NKG2D con H60 produce lisis de células T activadas (107,108).
Otros mecanismos de regulacion ejercidos por las células NK son el control de la
proliferacibn CD8+ por competicién por la IL15 y la lisis de las células dendriticas
implicadas en el desarrollo de EICR (109,110).
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3.2.5. Las células NK en el trasplante haploidéntico.

La subpoblacion NK es la primera en recuperarse después de un Alo-TPH. En el
contexto del trasplante haploidéntico manipulado con procedimientos de seleccion,
Nguyen y cols. publican en 2005 (111) un estudio en 10 pacientes en el que se objetiva
una reconstitucion NK precoz con predominio de las células CD569"t de fenotipo
inmaduro, con baja expresion de KIR inhibidores y de NKp30 y alta expresion de
CD94/NKG2A. Estas células mostraron escasa citotoxicidad frente a una linea celular in
vitro, por lo que los autores postulan que las células CD56 9"t de fenotipo inmaduro y
de perfil mas regulador que citotdéxico son responsables de una hiporespuesta inmune
que justifica la alta incidencia de recaida precoz en este grupo (recayeron 7 de los 10
pacientes).

En contraposicién a esto, el grupo chino de Chang y cols. (83) en el contexto del
trasplante haploidéntico no manipulado segun protocolo GIAC, encuentra una relacién
positiva entre la cantidad absoluta de células NK CD56"" en el dia 14 del trasplante y
una mejor supervivencia global, y demuestran in vitro la capacidad citotéxica de estas
células. También describen que en los primeros meses la reconstitucién inmune NK
postrasplante haploidéntico no manipulado esta en su mayoria constituida por células
CD56"e" inmaduras. Los recuentos totales de NK alcanzan la normalidad en el dia +60,
mientras las células NK CD569" ya son normales en el dia+14, y se mantienen por
encima de la normalidad hasta el dia +120. Las células NK CD564™, sin embargo, no
alcanzan niveles normales hasta el dia +180. La capacidad citotoxica en el grupo de
trasplante haploidéntico, a pesar de la predominancia de células NK CD569", es similar
a un grupo control de donantes sanos en el dia +30. La presencia de EICR retrasa la
reconstitucion NK en los pacientes.

No se han encontrado publicaciones sobre la reconstitucién NK en el seno del trasplante

haploidéntico no manipulado con el protocolo de Baltimore (Johns Hopkins).
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3.3. Comentario final

El trasplante haploidéntico no manipulado abre una nueva era en la historia del
trasplante alogénico al facilitar un posible donante a la practica totalidad de los pacientes
que lo precisan. Adicionalmente la estrategia de profilaxis de la EICR con ciclofosfamida
postrasplante hace posible que este tipo de trasplante se haga sin manipulacion del
injerto con aceptables tasas de EICR y rechazo. Las principales limitaciones clinicas del
procedimiento son las tasas de recaida y la alta incidencia de algunas complicaciones
como las reactivaciones de CMV o cistitis hemorragicas por virus BK. Las escasas
publicaciones sobre la reconstitucion inmune en estos pacientes apuntan hacia ciertas
peculiaridades como una reconstitucion T algo retrasada o una reconstitucion NK
diferente al trasplante de donante HLA idéntico convencional, y que probablemente
tengan influencia sobre la evolucion clinica de los pacientes. La actividad creciente del
TPH haploidéntico no manipulado en nuestra institucién ha hecho posible la realizacion
de este estudio para caracterizar mas detalladamente la reconstitucion inmune de estos
pacientes y sus posibles implicaciones clinicas y prondsticas. El presente trabajo analiza
la reconstitucion inmune postrasplante en un modelo de trasplante haploidéntico no
manipulado similar al de Baltimore, pero modificado respecto al original en dos puntos
principales, con un acondicionamiento basado en busulfan y no en radioterapia y con la

sangre periférica como principal fuente de progenitores en vez de la médula ésea.
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Hipotesis y Objetivos
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4.1. Hipotesis

La hip6tesis general del presente proyecto es:

La reconstitucion inmunolégica de los pacientes tras la realizacién de un trasplante
haploidéntico de sangre periférica no manipulada con estrategia de profilaxis para EICR
basada en la ciclofosfamida postrasplante es apropiada y suficiente para permitir una
evolucion clinica favorable de los pacientes (respecto a la tasa de infecciones, de EICR
y de recaida), aunque presenta diferencias sobre todo en los momentos iniciales
postrasplante respecto a la de los pacientes sometidos a trasplante alogénico familiar

HLA idéntico con estrategias de profilaxis de EICR convencionales.

4.2. Objetivos

OBJETIVOS PRINCIPALES
1. Evaluar la reconstitucién inmunolégica de los pacientes sometidos a trasplante
haploidéntico no manipulado con profilaxis de EICR con ciclofosfamida
postrasplante mediante el estudio de las subpoblaciones linfocitarias mas
relevantes y los niveles de inmunoglobulinas séricas en el primer afio

postrasplante.

2. Comparar la reconstitucion inmune de estos pacientes con un grupo control de

trasplante alogénico familiar HLA idéntico con estrategias de profilaxis de EICR

convencionales.

3. Buscar interrelaciones entre la reconstitucion inmune de los pacientes sometidos

a trasplante haploidéntico no manipulado y los resultados clinicos del trasplante.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Comparar la reconstitucion inmune T entre ambos grupos en los puntos + 30
dias, +90 dias, +180 dias y +360 dias postrasplante, en términos de
cuantificacién y cinética de las poblaciones linfoides T:

Linfocitos T totales.

Linfocitos T CD4+ o colaboradores.

Linfocitos T CD8+ o citotoxicos.

Linfocitos T naive CD4+ y CD8+.

Linfocitos T de memoria CD4+ y CD8+.

Linfocitos T de origen timico temprano CD4+ y CD8+, para mejor valoracion de
la funcionalidad timica.

Linfocitos T citotoxicos diferenciados CD3+CD8+CD57+, con expresiéon de
CD28+ (perfil citotoxico aloreactivo) y sin expresion de CD28-(perfil regulador o
supresor).

Linfocitos T activados CD4+ y CD8+.

Linfocitos T reguladores CD4+CD25+CD127+débil/negativo.

Comparar la reconstitucion inmune B entre ambos grupos en los puntos + 30
dias, +90 dias, +180 dias y +360 dias postrasplante, en términos de
cuantificaciéon y cinética de las poblaciones linfoides B:

Linfocitos B totales CD19+

Linfocitos B naive

Linfocitos B de memoria.

Comparar la reconstitucion humoral mediante la cuantificacion de
inmunoglobulinas séricas entre ambos grupos en los puntos +90 dias, +180 dias,
y +360 dias postrasplante.

Comparar la reconstitucion NK entre ambos grupos en términos de cuantificaciéon
y cinética de células NK totales, de las subpoblaciones CD5619" NKG2A+

57



(inmaduras y reguladoras) y CD569™ (maduras y citotéxicas) en los puntos + 15
dias, +30 dias, +60 dias, +90 dias postrasplante.

Comparar la expresién de receptores activadores e inhibidores no KIR en las
células NK entre ambos grupos en los puntos + 15 dias, +30 dias, +60 dias, +90
dias postrasplante.

Estudiar si existe correlacion dentro del grupo de trasplante haploidéntico entre
la reconstitucion inmune T precoz y la EICR aguda.

Estudiar si existe correlacion dentro del grupo de trasplante haploidéntico entre
la reconstitucion inmune T precoz y la reactivacion de citomegalovirus.

Estudiar dentro del grupo de trasplante haploidéntico si existe correlaciéon entre
la reconstitucion inmune T precoz y la supervivencia global, supervivencia libre

de enfermedad, mortalidad infecciosa y recaida.
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Pacientes, Material y Métodos
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5.1. Disefo del estudio

El estudio se disefi6 como un estudio prospectivo observacional con grupo control,

realizado en un Unico centro.

Se informé y solicitd entrar en el estudio de forma consecutiva a aquellos pacientes
sometidos a trasplante haploidéntico no manipulado (grupo de estudio) y a los pacientes
sometidos a trasplante familiar HLA idéntico (grupo control) a partir de Noviembre de
2012 en la Unidad de Trasplante de Médula Osea del Hospital Gregorio Marafion de

Madrid.

Los pacientes que aceptaron fueron reclutados tras la firma del consentimiento

informado.

Tras la inclusion en el estudio, en ambos grupos se obtuvieron muestras de sangre
periférica de los pacientes para la evaluacion de la reconstituciéon inmunoldgica en los
dias +15, +30, +60, +90,+180 y +360 postrasplante para el estudio de subpoblaciones

linfocitarias por citometria de flujo y cuantificacion sérica de inmunoglobulinas.

Las indicaciones de trasplante, tipo de acondicionamiento, profilaxis de la EICR, asi
como el manejo clinico global de los pacientes se realiz6 de acuerdo a los criterios y
protocolos asistenciales habituales del centro, registrandose las variables clinicas y

analiticas necesarias para el estudio durante su seguimiento.

5.2. Seleccidon de pacientes.
Los criterios de seleccion de los pacientes fueron los siguientes:

A. Grupo de estudio.
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Pacientes consecutivos sometidos a un trasplante haploidéntico no manipulado
con profilaxis de EICR basada en ciclofosfamida postrasplante en la Unidad de
Trasplante del Hospital General Universitario Gregorio Marafiéon de Madrid en el
periodo evaluado.

La fuente de progenitores utilizada fue sangre periférica movilizada con G-CSF
de acuerdo al protocolo asistencial del centro.

El acondicionamiento pretrasplante fué mieloablativo 0 no mieloablativo segun
los criterios especificados mas adelante.

Aceptacion y firma del consentimiento informado tras informacion del paciente

B. Grupo control.

Pacientes consecutivos sometidos a un trasplante alogénico familiar HLA
idéntico familiar con profilaxis de EICR convencional en la Unidad de Trasplante
del Hospital General Universitario Gregorio Marafién de Madrid en el periodo
evaluado.

La fuente de progenitores fue sangre periférica movilizada con G-CSF de
acuerdo al protocolo asistencial del centro.

El acondicionamiento pretrasplante fue mieloablativo o no mieloablativo segun
los criterios especificados mas adelante.

Aceptacion y firma del consentimiento informado tras informacién del paciente

El estudio se inicié para el reclutamiento de pacientes en Noviembre de 2012 y se cerrd

en septiembre del 2014. A fecha 30 de enero de 2015 se cerrd la recogida de datos para

permitir el analisis de los mismos para el presente trabajo.

De los 33 sujetos que fueron incluidos inicialmente en el grupo de estudio, 3 de ellos

finalmente no se analizaron por no disponerse de un nimero minimo de muestras bien

por fallecimiento precoz (1) o fallos en la recogida y/o procesamiento de las muestras
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(2). El reclutamiento en el grupo control fue peor, de forma que de los 17 pacientes a los
gue se les realizé un trasplante familiar HLA idéntico en el centro en ese periodo solo
se consiguié reclutar para el estudio a 10, 2 de los cuales no se pudieron incluir en el

andlisis por fallecimiento precoz (1), ausencia de muestras (1).

5.3. Protocolos de trasplante y profilaxis de Enfermedad Injerto contra

Receptor en grupo de estudio y grupo control

El grupo de estudio (trasplante haploidéntico), sigui6é un protocolo de acondicionamiento

basado en fludarabina y busulfan intravenoso (figuras 10y 11).

Dependiendo de la enfermedad de base y el estado de la misma previo al trasplante el
acondicionamiento fue ablativo (3 0 4 dosis de busulfan intravenoso; figura 10) o bien

no mieloablativo (1 o 2 dosis de busulfan intravenoso; figura 11).

La profilaxis de EICR en este grupo incluyé ciclofosfamida intravenosa a dosis de 50
mg/kg/dia x2 dias (+3 y +4), Mofetil Micofenolato 10 mg/kg/8h intravenoso desde el dia
+5 hasta tolerancia oral y posteriormente 10 mg/kg/8h VO hasta +35, y ciclosporina 1.5
mg/kg/12h intravenosa desde dia —1 hasta tolerancia oral, y posteriormente oral
ajustando dosis a niveles en sangre de 175-225 ng/mL segun los protocolos habituales
del centro. Desde el dia +60, en caso de quimerismo mixto, se inicid la reduccién de la
dosis de ciclosporina; en caso de quimerismo completo, se mantuvo la dosis a niveles
terapéuticos hasta el dia +90. Desde el dia +90, y en ausencia de EICR, se inicié
reduccion progresiva semanal de la dosis, hasta suspenderla a los 6 meses post-TPH

aproximadamente.
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Fig. 10. Protocolo de acondicionamiento mieloablativo del trasplante haploidéntico no manipulado.

INFUSION
Ciclofosfamida
Fludarabina IV 50 mg/kg
40 mg/m?/dia
RN I I I S (N (N I N NN A N NN R
B L
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2 43 +4 +5 +6 +7 +11

LR RN

Busulfan vV
3.2 mg/kg/dia

Figura 11. Protocolo de acondicionamiento no mieloablativo del trasplante haploidéntico no manipulado.

INFUSION
Fludarabina IV Ciclofosfamida
40 mg/m?/dia 50 mg/kg
[ T N N N N NN
T | T | | |
-7 -6 -5 -4 .3 -2 -1 0 +1 42  +3 +4 45 +6 +7 +11
Ciclofosfamida
14.5 mg/kg/d Busulfan IV
3.2 mg/kg/dia
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El grupo control (trasplante alogénico familiar HLA idéntico) recibié un protocolo de
acondicionamiento basado en combinaciones de las siguientes drogas: fludarabina,
busulfan intravenoso y melfalan. Al igual que en el grupo anterior de acuerdo con la
enfermedad de base y el estado de la misma previo al trasplante el acondicionamiento
fue ablativo 0 no mieloablativo. Los pacientes con indicacién de acondicionamiento
mieloablativo recibieron esquema Bux-Flu mieloablativo (figura 12). Aquellos en que se
indic6 un acondicionamiento no mieloablativo recibieron esquema Bux-Flu no
mieloablativo (figura 13) si sufrian una patologia mieloide y Flu-Mel no mieloablativo
(figura 14) si su patologia era linfoide o mieloma mdltiple. Como profilaxis de EICR se
emplearon ciclosporina y metotrexate: ciclosporina 1.5 mg/kg/12h intravenosa desde dia
—1 hasta tolerancia oral, y posteriormente oral ajustando dosis a niveles en sangre de
175-225 ng/mL, hasta dia +50. Desde el dia +50 y en ausencia de EICR se redujo la
dosis a razén del 5% semanal hasta suspender. La dosis de metotrexate fue de 15

mg/m2 en el dia +1 y 10 mg/m2 en los dias +3, +6, +11.

Figura 12. Protocolo de acondicionamiento Bux-Flu mieloablativo

INFUSION
Fludarabina IV
40 mg/m?/dia MTX MTX MTX MTX
15 ma/m? 10 mg/m? 10 mag/m? 10 ma/m?
N T N A N N A (S NN NN I R A | |
T T T T T T T T T T |
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 42  +3  +4 45 +6 +7 +11
Busulfan 1v

3.2 mg/kg/dia
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Figura 13. Acondicionamiento Bux —Flu no mieloablativo.

INFUSION
Fludarabina IV
30 mg/m?/dia MTX MTX MTX MTX
15 mg/m? 10 mg/m? 10 mg/m? 10 mg/m?
N N A AR M N M B I | | |
B L e
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2  +3 +4 +5 +6 +7 +11
Busulfan
3.2 mg/kg/dia
Busulfan
1.6 mg/kg/dia
Figura 14. Protocolo de acondicionamiento Flu-Mel no mieloablativo.
INFUSION
Fludarabina IV
30 mg/m?/dia MTX MTX MTX MTX
15 ma/m? 10 ma/m? 10 mg/m? 10 ma/m?

1343313

l

l

l

l

LI

Melfalan IV
70 mg/m2
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5.4. Variables clinicas

5.4.1. Variables registradas en el momento de inclusién

En ambos grupos, al momento de la inclusion de los pacientes se registraron las
siguientes variables:

Sexo y edad

Diagndstico de base que indica el trasplante

Tipo de trasplante/acondicionamiento

Estado de la enfermedad al trasplante

Parentesco del donante

Identidad HLA con el donante

Fecha de trasplante

Células CD34+ totales infundidas

Tipo de acondicionamiento y farmacos empleados

Profilaxis de EICR recibida

5.4.2. Variables de seguimiento.

Las variables registradas durante el seguimiento clinico de los pacientes fueron:

Dia de prendimiento de neutrofilos > 500/uL

Dia de prendimiento de neutréfilos > 1000/uL

Dia de prendimiento de plaquetas > 20000/uL

Dia de prendimiento de plaquetas > 50000/pL

Dia de quimerismo mayor del 95% del donante

Reactivacion de CMV, medida mediante técnicas de antigenemia en células
polimorfonucleares o bien de PCR especifica para la determinacion de la carga viral

directa.
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Otras infecciones virales

Complicaciones infecciosas bacterianas

Complicaciones infecciosas fungicas

Enfermedad Injerto Contra Receptor aguda. Grado clinico. Se definié el grado clinico

segun el GVHD Grading Consensus Conference, Przepiorka et al, 1995 (18).

Enfermedad Injerto Contra Receptor cronica. Diagndstico segun criterios del Nacional
Institute of Health, 2005 (14).

Estado (vivo/muerto) al final del seguimiento

Estado de la enfermedad al final del seguimiento.

Fecha de recaida si la hubiera

Fecha de muerte si la hubiera

Causa de muerte

Fecha fin de seguimiento

5.5. Procesamiento y analisis de las muestras. Variables analiticas.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica a todos los sujetos del estudio (grupo de
estudio y grupo control) en los puntos +15, +30, +60, +90, +180 y +360 dias

postrasplante.

5.5.1. Estudios de citometria de flujo.

El andlisis de subpoblaciones linfocitarias se realiz6 mediante citometria de flujo
multiparamétrica de 5 colores con tecnologia Beckman®Coulter en citometros FC500®
y Navios®. Las muestras se distribuyeron aleatoriamente en ambos citbmetros segun la

rutina habitual del laboratorio.
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El laboratorio El citometro FC500 dispone de 5 detectores y puede analizar 5 colores de
forma simultanea FITC, PE, ECD, PC5 o APC y PC7, con una configuracién de un solo
laser de 488 nm o dos laseres de 488nm/633nm. Dispone de tecnologia ADC para la
compensacion automatica de las fluorescencias, sistema Digital Signal Processing
(DSP) para garantizar la linearidad, y trabaja con un software avanzado CXP.

El citometro Navios utilizado para el estudio trabaja en una configuracién de 2 laseres
con 8 detectores de fluorescencia, de forma que permite el analisis de hasta 8 colores
simultaneos. Como innovaciones aporta un detector innovador para el “Forward scatter”
o luz frontal que permite 3 medidas integradas del tamafio celular y la visualizacion de
particulas de hasta 0.404 um. Alcanza una la adquisicion de 25000 eventos por
segundo, con el software avanzado de adquisicion Navios Tetra.

En ambos citdmetros se utilizaron en este andlisis los fluorocromos FITC (Isotiocianato
de fluoresceina), PE (ficoeritrina), ECD (ficoeritrina-Texas red), PC5 (ficoeritrina-cianina
5) y PC7 (ficoeritrina-cianina 7).

Para el marcaje linfocitario se utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados de marca
registrada Beckman®Coulter en que estos fluorocromos se combinaron con los
siguientes anticuerpos: CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, CD57, CD27, CD28, HLA-DR,
CD38, CD45, CD45Ra, CD45Ro, CD 62L,IgD, CD25, CD127, NKP30, NKP46, NKG2D,
NKP44, NKG2A.

Los paneles con las combinaciones de marcadores y los tubos de andlisis utilizados en

cada momento de muestreo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5. Paneles de combinaciones de anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio en los

diferentes puntos

+15 +60 FL1 FL2 FL3 FLA FL5
TUBO FITC PE ECD PC5 PC7

1 CD8 CD4 CD3 CD19 CD45

2 CD3 CD336 CD56 CD335 CD45

3 CD3 CD314 CD56 CD337 CD159a
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+30 +90 FL1 FL2 FL3 FLA FL5
TUBO FITC PE ECD PC5 PC7
1 CD8 CD45RO CD3 CD4 CD45
2 CD8 CD14 CD19 CD25 CD45
3 CD3 CD336 CD56 CD335 CD45
4 CD3 CD314 CD56 CD337 CD159a
5 CD3 CD127 CD4 CD25 CD45
6 CD45RA CD31 CD8 CD4 CD45
7 CD45RA CD27 CD8 CD4 CD45
8 HLA-DR CD38 CD8 CD4 CD45
9 CD57 CD28 CD8 CD3 CD45
10 gD CD27 CD19 CD38 CD45
+180 +360 FL1 FL2 FL3 FLA FL5
TUBO FITC PE ECD PC5 PC7
1 CD8 CD4 CD3 CD56 CD45
2 CD8 CD14 CD19 CD25 CD45
3 CD8 CD45RO CD3 CD4 CD45
4 CD3 CD127 CD4 CD25 CD45
5 CD45RA CD31 CD8 CD4 CD45
6 CD45RA CD27 CD8 CD4 CD45
7 HLA-DR CD38 CD8 CD4 CD45
8 CD57 CD28 CD8 CD3 CD45
9 IgD CD27 CD19 CD38 CD45

Mediante esta tecnologia se evalud la reconstitucion inmune T, B y NK mediante las

siguientes determinaciones:

v' La reconstituciéon inmune T se evalué en los puntos +30, +90, +180 y +360 dias

mediante la cuantificacion en células por microlitro en sangre periférica de las

siguientes subpoblaciones:

- Linfocitos T totales (CD3+)

- Linfocitos T CD4+ o colaboradores (CD3+CD4+)

- Linfocitos T CD8+ o citotéxicos (CD3+CD8+).

- Linfocitos T Naive CD4+ (CD3+CD4+CD45Ra high CD62L+ 0 CD27+).

- Linfocitos T Naive CD8+( CD3+CD8+CD45Ra high CD62L+ 0 CD27+).

- Linfocitos T de memoria CD4+(CD3+CD4+CD45Ro0+)

- Linfocitos T de memoria CD8+( CD3+CD8+CD45Ro0+)
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Linfocitos T de origen timico temprano CD4+(CD3+CD4+CD45Ra highCD31+)
Linfocitos T de origen timico temprano CD8+(CD3+CD8+CD45Ra highCD31+)
Linfocitos T citotoxicos diferenciados CD3+CD8+CD57+, con expresién de
CD28+ (perfil citotoxico aloreactivo) y sin expresion de CD28-(perfil regulador o
supresor).

Linfocitos T activados CD4+ (CD3+CD4+CD38+HLADR+)

Linfocitos T activados CD8+ (CD3+CD8+CD38+HLADR+)

Linfocitos T reguladores CD4+CD25+CD127+débil/negativo

La reconstitucion inmune de linfocitos B se analiz6 en los puntos +30, +90, +180,
+360 dias mediante la cuantificacion en células por microlitro en sangre
periférica de las siguientes subpoblaciones:

Linfocitos B totales CD19+

Linfocitos B naive (CD19+ IgD + CD27-).

Linfocitos B de memoria (CD19+ IgD + CD27+).

La reconstitucion inmune NK se analizé en los dias +15, +30, +60 y +90
mediante:

Cuantificacién en células por microlitro en sangre periférica de las células NK
circulantes, totales (CD3-CD56+) y de sus subpoblaciones con expresion CD3-
CD56+débil (CD56%™), mas maduras y CD3- CD56+intenso (CD5619"), mas
inmaduras.

Determinacién de la expresion en las células NK de receptores activadores e

inhibidores no KIR: NKP30, NKP46, NKG2D, NKG2A.

Para determinar si la reconstitucion inmune precoz del grupo de estudio influia
en la supervivencia global, libre de enfermedad y mortalidad infecciosa, se
registraron también las siguientes variables analiticas:
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- Recuento linfocitario total por microlitro a los 30 dias (ALC30)

- Linfocitos T CD3+ por microlitro en el dia +30

- Linfocitos T CD4+ o colaboradores por microlitro en el dia +30

- Linfocitos T CD4+ o colaboradores por microlitro a los 3 meses (dia +90)

- Porcentaje y recuentos totales por microlitro de células CD56%" a los 15 y 30

dias.

5.5.2. Estudios séricos

En el laboratorio de inmunologia se llevé a cabo la cuantificacion de inmunoglobulinas,
mediante nefelometria, con tecnologia Beckman®Coulter.

Mediante esta tecnologia se evalu6 la reconstituciéon humoral en los dias +90, +180, y
+360 por medio de:

- Cuantificacién de inmunoglobulinas IgA, IgM, 1gG en mg/dL.

5.6.Analisis estadistico

El andlisis descriptivo tanto de las caracteristicas de los pacientes de ambos grupos
como de la reconstitucion inmune del grupo de estudio, se realizard mediante la
elaboracion de frecuencias para las variables cualitativas y medianas acompafadas de
medias de dispersion (percentil 25 y 75 en la mayoria de los casos o bien maximo y

minimo en aquellas variables con poca dispersion) para las variables cuantitativas.

Posteriormente se compararan las caracteristicas demograficas del grupo de estudio
(trasplante haploidéntico no manipulado) y grupo control (trasplante HLA idéntico
familiar) para detectar posibles diferencias relevantes y se procedera a la comparacion
estadistica de las principales subpoblaciones linfocitarias y de otros aspectos de la

reconstitucién inmune entre ambas poblaciones.
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Dado que la mayoria de las variables no se ajustaban a una distribucién normal, para la
comparacion entre ambos grupos se utilizaron en general test estadisticos no
parameétricos. Las variables cualitativas se compararon mediante tablas de contingencia
valorando la aparicién de diferencias segun el test de Chi cuadrado (X?) de Pearson o
la prueba exacta de Fisher. Para contrastar diferencias entre variables de tipo

cuantitativo continuo se empled el test de U-Mann-Whitney.

Para el analisis de supervivencia se realizaron curvas ROC para determinar si las
variables analizadas presentaban algun punto de corte discriminativo, y posteriormente
se realizaron curvas de Kaplan Meyer.

En todos los casos se consideré estadisticamente significativo un valor p<0,05.

El analisis de datos y la elaboracién de graficos estadisticos se realiz6 de forma

automatizada con el programa informatico SPSS (versién 21).

Las tablas de datos fueron disefadas y registradas inicialmente en el programa

informatico Excell, Microsoft Office.

5.7. Aspectos éticos

El estudio se llevd a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones éticas
internacionales para investigacion y ensayos clinicos en humanos recogidas en las
declaraciones internacionales éticas de Helsinki y sus revisiones de la Asociacion
Médica Mundial (Declaracion de Helsinki de la AMM-Principios éticos para las
investigaciones médicas en seres Humanos-versién revisada de Fortaleza, Brasil,
octubre 2013), las recomendaciones de la OMS, el cédigo deontolégico, las derivadas
de la legislacion espafiola sobre ensayos clinicos (Ley 29/2006 de 26 de Julio, de
garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios, Real Decreto
223/2004, por el que se regulan los ensayos clinicos en humanos), asi como las Normas

de Buena Practica Clinica (Guia Tripartita armonizada de Buenas Practicas Clinicas de
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la ICH-International Conference of Harmonisation of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use, elaborada por la AEMPS, 1997).

Segun lo estipulado en la normativa vigente, el estudio fue presentado y obtuvo
aprobacion por escrito del Comité Etico en Investigacion Clinica que le aplica con fecha
6 de septiembre de 2012. Asi mismo, fue presentado en la Agencia Espafola del

medicamento (AEMPS) para su clasificacién con fecha 14 de septiembre de 2012.
5.7.1. Consentimiento informado.

Durante el tiempo de reclutamiento, el equipo investigador se aseguré de que el paciente
comprendia todos los aspectos que le afectaban respecto a su inclusion en el estudio,
las muestras que se iban a obtener, y los posibles beneficios que su participacién podria
obtener para otros pacientes. También se le inform6 en todo momento de la posibilidad
de abandonar el estudio y del tratamiento que se iba a realizar de sus datos,

respondiendo a todas sus dudas y preguntas.

Una vez informado de forma fehaciente se les requirié la firma tras su lectura detallada

de un documento de informacién al paciente y consentimiento informado.

Este documento fue elaborado para explicar el estudio con un lenguaje sencillo y
accesible a los pacientes y fue aprobado junto con el protocolo del estudio por el Comité

Etico en Investigacion Clinica del Centro.
5.7.2. Confidencialidad de los datos

Durante el estudio se garantizé en todo momento que la informacién obtenida se manejé
de forma confidencial, excepto para su inclusién en una publicacion, segun la ley
15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Fuera de publicaciones
cientificas, la informacioén sélo podria ser divulgada al comité ético de investigacion
clinica si procediese, a la institucién de pertenencia, a las autoridades sanitarias y a los

empleados en el marco de un compromiso de confidencialidad adecuado.
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Se mantuvo la confidencialidad de la identidad del paciente mediante el uso de codigos
de identidad numéricos para el manejo se los datos en las bases de datos de recogida
y explotacién. Los datos completos de reclutamiento, con la filiacion de los pacientes y
el consentimiento por escrito fueron custodiados por el equipo investigador de forma en
que se garantizase su confidencialidad. De acuerdo con la citada ley, los datos
personales que se requieren de los sujetos son los necesarios para cubrir los objetivos
del estudio. El sujeto participante tiene derecho al acceso a sus datos personales y a

solicitar su rectificacion o cancelacion ante el investigador principal.
5.7.3. Financiacion.

El presente estudio se financié de forma parcial con una beca de investigacién de la

Fundacion Mutua Madrilefia, convocatoria 2012.

5.7.4. Politica de publicacion.

De acuerdo con el RD 223/2004 el equipo investigador se comprometié a la publicacion

de los resultados del estudio, tanto positivos como negativos.
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Resultados
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6.1. Caracteristicas clinicas. Grupo de trasplante haploidéntico y grupo

control.

Se reclutaron para el presente estudio entre noviembre de 2012 y septiembre de 2014
un total de 33 pacientes sometidos a un trasplante haploidéntico no manipulado (grupo
de estudio) y 10 pacientes sometidos a un trasplante alogénico familiar HLA idéntico
(grupo control). Para el analisis solo se pudieron incluir 30 pacientes en el grupo de
estudio y 8 en el grupo control, el resto se excluyeron por no disponer de suficientes

muestras.

Las caracteristicas clinicas de ambos grupos se muestran en la tabla 6. La mediana de
edad fue de 39,50 afios (Rl 29,75-48,75) en el grupo de estudio y 56.5 afos (RI 33.25-
61.65) en el grupo control. Los diagndsticos de base de los pacientes de ambos grupos
fueron leucemia aguda mieloide y linfoide, leucemia mieloide cronica, linfomas Hodgkin
y no Hodgkin, sindromes mielodisplasicos, aplasia medular y mieloma mudltiple. La
fuente de progenitores fue sangre periférica movilizada en todos los casos. De los
pacientes, el 60% del grupo de estudio y el 37.5% del grupo control estaba en remision
completa. Dentro del grupo de estudio, 10 de los 30 pacientes habian recibido un
trasplante autélogo previo y 2 un trasplante alogénico. 2 de los 8 pacientes del grupo
control habian recibido un trasplante autélogo previo. El acondicionamiento fue no
mieloablativo en 16/30 pacientes (53.3%) del grupo de estudio y en 5/8 (62.5%) del
grupo control, y mieloablativo en 14/30 (46.7%) del grupo de estudio y 3/8 (37.5%) del

grupo control.

Se infundieron una mediana de 5,3x10e6 células progenitoras CD34+ por Kg del
receptor en el grupo de estudio y 5.7 (Rl 4.8-8.1) en el grupo control. Se alcanzaron
recuentos de neutréfilos mayores de 500 células/mm3 en una mediana de 17 dias (RI

16-19 dias) en el grupo de estudio y 15 dias (Rl 14.2-16.7) en el grupo control, y de
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plaguetas mayores de 20000/mm3 en una mediana de 30 dias (Rl 28-40 dias) y 12 dias
(RI1 10-13) respectivamente. Un 96.6% de los pacientes en el grupo haploidéntico y un
75% en el grupo control alcanzaron un guimerismo estable en sangre periférica con mas
del 95% del donante en el dia +30. En el dia +60 todos los pacientes de ambos grupos

tenian quimerismo con mas del 95% de donante.

Un 46.7% del grupo control y un 50% del grupo de estudio desarroll6 EICR aguda
clinicamente significativa (Grados IlI-1V). A fecha del final del seguimiento 6 pacientes

del grupo de estudio y 5 del grupo control habian desarrollado EICR cronica.

En cuanto a las complicaciones infecciosas, en el grupo de estudio haploidéntico se
observo reactivacion del CMV en un 73.3% de los pacientes en los primeros 100 dias.
En todo el seguimiento se registraron 3 casos de infeccion fangica probada (aspergilosis
pulmonares) y 7 casos de infeccidn fungica “probable”. 4 casos tuvieron complicaciones
virales no relacionadas con el CMV (heumonia por parainfluenza, bronconeumonia por
Influenza A, neuralgia postherpética e infeccién por Virus Varicella Zoster). Dentro del
grupo control de trasplante HLA idéntico familiar se objetivo reactivacion CMV en 5/8
pacientes (62.5%) y solo 1 caso de infeccion flngica probada (12.5%). No aparecié
ninguna infeccién virica no CMV. La incidencia de cistitis hemorragica fue de 14/30
pacientes (46.7%) en el grupo de estudio haploidéntico, la mayoria de origen infeccioso,

y 2/8 pacientes (25%) en el grupo control.

Hasta el final del seguimiento la supervivencia global fue de 66.6%(20/30 pacientes) en
el grupo de estudio haploidéntico y de 62.5%(5/8 pacientes) en el grupo de control, con
unas medianas de seguimiento de 10 meses (R 1-26) y 11.5 meses (R 4-22)

respectivamente.

La tasa de recaida fue de 16.6% (5/30) en el grupo de estudio haploidéntico y 37.5%

(3/8) en el grupo control.

77



Comparando las caracteristicas clinicas que podrian influir en la reconstitucién inmune
entre los grupos de trasplante haploidéntico y del grupo control no se objetivaron
diferencias significativas en la edad, sexo, diagnostico, estado de la enfermedad al
trasplante, tipo de acondicionamiento, células CD34+ por infundidas. El grupo
haploidéntico tuvo un prendimiento de neutréfilos y plaquetario mas largo y menor
incidencia de EICR aguda (grados I-IV) y crénica.

Tabla 6. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes del grupo de trasplante haploidéntico y del

grupo control de trasplante alogénico familiar idéntico.

Grupo
Haploidéntico (30) Grupo control(8) P
Sexo V/M 21/9 4/4 0.4
Edad mediana(Rl) 39,5 56.5 0.12
(29.75-48.75) (33.25-61.65)

Diagnésticos n(%) 0.19

LMA 9(30%) 3(37.5%)

LLA 3(10%)

LMC 4(13.3%)

LNH 5(16.6%) 3(37.5%)

LH 7(23.3%)

SMD 1(3.3%) 1(12.5%)

Aplasia 1(3.3%)

MM 1(12.5%)
Estado de la 0.4
enfermedad al TPH
n(%)

RC 18(60%) 3(37.5%)

RP 3(10%) 2(25%)

EV/NR 9(30%) 3(37.5%)
Tipo de 0.7
acondicionamiento
n(%)

No mieloablativo 16(53.3%) 5(62.5%)

Mieloablaivo 14(46.7%) 3(37.5%)
CD34+ infundidas
x10e6/Kg 5,3 (4,3-6) 5.7 (4.8-8.1) 0.25
mediana(Rl)
Dias para neutrofilos
>5007mm3 oy 15 0.05

. (16-19 dias) (14.25-16.75 dias)

mediana(RI)
Dias para plaquetas
>20000/mm3 30 (28-40 dias) 12 (10-13djias) 0.00
mediana(Rl)
EICR aguda n(%) 0.01.

0 9(30%) 0

| 7(23.3%) 4(50%)

I 12(40%) 1(12.5%)

-1V 2(6.7%) 3(37.5%)
EICR crdnica n(%) 6(20%) 5(62.5%) 0.03
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6.2. Comparacion de la reconstitucién inmune en ambos grupos.

6.2.1. Poblaciones linfoides T.

El grupo de trasplante haploidéntico tuvo menores recuentos de linfocitos T totales,
CD4+ y CD8+ en el dia +30 que el grupo control, con diferencias estadisticamente
significativas (p0,000).

En el dia +90, las diferencias significativas solo se mantuvieron en los recuentos de los
linfocitos T colaboradores o CD4+ (p 0,02).

Los CD4+ fueron menores en el grupo haploidentico durante todo el periodo de
seguimiento posterior, aunque sin significacién estadistica en los dias +180 y +360. El
grupo haploidéntico no obtuvo una mediana mayor de 200 CD4+/uL hasta los 6 meses
postrasplante, mientras que el grupo control ya la habia alcanzado en el primer mes. En
el punto de estudio +360 dias, los linfocitos T CD4+ alcanzaron los limites de la
normalidad (>400/uL) en el grupo control. En el grupo haploidéntico, al final del
seguimiento, los linfocitos T CD4+ aln se encontraban por debajo del limite inferior de
la normalidad.

En cuanto a los linfocitos T CD8+ o citotoxicos, no se objetivaron diferencias estadisticas
entre ambos grupos en los puntos de estudio +90, +180 y +360 dias. Los recuentos de
linfocitos T CD8+ se normalizaron ya en el grupo control a los 3 meses (+90). Analizando
la cinética de recuperacion CD8+ en el grupo haploidéntico, a pesar de que los
recuentos son bajos en el dia +30 a partir de los 3 meses (+90) esta poblacién sufre una
recuperacion explosiva compensadora de modo que a los 6 meses postrasplante (+180)

se habian alcanzado recuentos normales (Tabla?7)
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Tabla 7. Recuentos linfoides T en grupo haploidéntico y grupo control. Expresados en células por

microlitro, mediana y percentiles 25y 75.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
Dia Subp. N Mediana Per;:ntil Per;:ntil N  Mediana Per;:ntil Per;:ntil 3
30
Cb8 30 60,00 30,25 122,00 8 448,50 179,00 589,50 0,000
cb4 30 40,00 17,00 73,65 8 514,00 327,00 732,00 0,000
CDb3 30 110,00 66,50 223,00 8 903,00 392,50 1153,75 0,000
90
cb8 27 170,00 78,00 906,00 8 473,50 33550 652,25 0,323
cb4 27 181,00 91,00 212,00 8 258,00 205,50 332,25 0,024
CD3 27 412,00 203,00 1194,00 8 783,00 657,25 973,00 0,206
180
CD8 21 555,00 246,00 904,50 6 715,50 511,75 1022,00 0,441
cb4a 21 277,00 140,50 320,00 6 378,00 213,50 589,75 0,110
CD3 21 894,00 46550 1248,00 6 1131,00 800,75 1591,75 0,263
360
CDb8 11 696,00 562,00 1843,00 5 911,00 678,00 1323,50 1,000
Cb4 11 319,00 164,00 499,00 5 715,00 360,00 1222,00 0,052
CD3 11 112500 747,00 2149,00 5 1439,00 1198,00 2670,50 0,180
Fig. 15a. Recuperacion linfocitos T CD4+ Fig. 15b. Recuperacion linfocitos T CD8+
800,00 1000,00

600,00 800,00
600,00
400,00
400,00

200,00 / 200,00

0,00 0,00
30 90 180 360 30 90 180 360
=== Mediana CD4+ Grupo Haploidéntico e [Vlediana CD8+ Grupo Haploidéntico
@ [\|ediana CD4+ Grupo Control e Ve diana CD8+ Grupo Control
N +30 +90 +180 +360 N +30 +90 +180 +360
Haplo 30 27 21 11 Haplo 30 27 21 11
Control 8 8 6 5 Control 8 8 6 5

Figura 15. Reconstitucion de linfocitos T CD4+/uL(15a) y T CD8+/uL (15b)en ambos grupos.

v Peor reconstitucion de Linfocitos T totales , CD4+ y CD8+ en grupo haploidéntico en el primer
mes

v Peor reconstitucién Linfocitos T CD4+ durante todo el seguimiento en grupo haploidéntico
v' Reconstitucion rapida de linfocitos T CD8+ a partir del dia +90 en el grupo haploidéntico
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6.2.1.1. Linfocitos T Naive y de Memoria.

Se analizaron los Linfocitos T CD4+ naive (CD3+CD4+CD45Ra high CD62L+ 0 CD27+),
y de Memoria (CD3+CD4+CD45Ro+), asi como los Linfocitos T CD8+ naive
(CD3+CD8+CD45Ra high CD62L+ 0 CD27+) y de Memoria (CD3+CD8+CD45R0+).

En cuanto a la distribucion entre linfocitos naive y de memoria (figura 16),
reconstitucion linfoide T en el grupo de trasplante haploidéntico se realizé
fundamentalmente a partir de las células linfoides T de memoria, al igual que en el grupo
control. Entre el dia +90 y +180 aparecen las células de origen naive en el grupo de
trasplante haploidéntico, de forma especialmente significativa para la subpoblacién T
CD8+.

Figura 16. Comparacion entre células T naive y de Memoria por microlitro en ambos grupos
(+30,+90,+180,+360). Fig. 16a. Linfocitos T CD4+ naive y Memoria en ambos grupos. Fig. 16b. Linfocitos T

CD8+ naive y Memoria en ambos grupos

B CO4+Maive Dia 30
800 B co44memaoria Dia 30
[] co44Naive Dia20
B coa+Memoria Dia 20
I [] CD4+Naive Dia 180

B cD44Memoria Dia 180
] cD44Naive Dia 350
£00- [C] co44memoria Dia 360
o *
fo!
400

] “@ TN

Grupo Haploldentlco Grupo Control
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1 500 . [l cos+Memoria Dia 350
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Al igual que lo observado en las poblaciones T totales el grupo haploidéntico tuvo
menores recuentos T CD4+ y CD8+, tanto naive como memoria en el primer mes que
el grupo control (0,000).

Alos 3y 6 meses (+90 y +180 dias) aln se detectaban diferencias significativas en el
recuento de linfocitos colaboradores CD4+ naive, que continuaban siendo menores en
el grupo haploidéntico (0,000 y 0,01). Al afio ya no se encontraba diferencia significativa
entre ambos grupos.

Los linfocitos CD4+ de memoria, aunque fueron mas similares en ambos grupos,
también se mantuvieron en niveles inferiores en el grupo haploidéntico durante todo el
seguimiento, solo con diferencias estadisticas significativas en el punto +180 (6 meses)
p 0,03.

Los linfocitos T CD8+ naive y memoria no mostraron diferencias significativas entre
ambos grupos a partir de los 3 meses (+90).

A pesar de ello, los linfocitos T CD8+ naive eran menores en el grupo haploidéntico en
este punto (+90), pero mostraron una adecuada recuperacion a partir del dia 180, en

que ya fueron muy similares a los del grupo control hasta el final del seguimiento.
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La poblacibn CD8+ de memoria en el grupo haploidéntico fue la que tuvo una

recuperacién mas similar al grupo control a partir del dia +90 (3 meses).
En la tabla 8 y figura 17 se exponen los recuentos de las células linfoides naive y

memoria en los diferentes puntos del estudio.

Tabla 8. Comparacion de las poblaciones linfoides T naive y de memoria entre ambos grupos expresados

en células por microlitro.

Grupo haploidéntico Grupo Control
Dia Subpoblacion N Mediana Perzc;ntll Per;:ntnl N Mediana Per;:ntll Per;:ntll P
30
CD4+Naive 30 1,50 0,00 4,00 8 43,00 18,25 78,00 0,000
CD8+Naive 30 3,00 1,00 6,25 8 39,00 32,00 52,75 0,000
CD4+Memoria 30 29,00 14,00 63,00 8 348,00 220,75 487,00 0,000
CD8+Memoria 30 50,00 23,25 113,75 8 262,00 138,75 441,00 0,001
90
CD4+Naive 28 3,50 1,25 7,00 8 20,00 11,50 55,75 0,000
CD8+Naive 28 12,00 6,25 41,25 8 35,50 19,50 76,00 0,091
CD4+Memoria 28 157,00 90,25 239,00 8 240,50 146,00 33500 0,168
CD8+Memoria 28 21850 53,75 582,00 8 264,50 191,75 837,75 0,513
180
CD4+Naive 25 7,00 4,00 12,50 7 22,00 13,00 141,00 0,010
CD8+Naive 25 42,00 15,00 89,00 7 48,00 29,00 113,00 0,474
CD4+Memoria 25 234,00 129,00 286,00 7 343,00 236,00 556,00 0,034
CD8+Memoria 25 356,00 214,00 752,50 7 432,00 313,00 810,00 0,562
360
CD4+Naive 11 12,00 5,00 54,00 4 31,50 10,75 81,50 0,661
CD8+Naive 11 45,00 36,00 137,00 4 79,00 41,50 129,25 0,661
CD4+Memoria 11 270,00 139,00 43500 4 499,50 270,00 691,50 0,138
CD8+Memoria 11 564,00 105,00 1059,00 4 479,50 367,75 973,00 1,000

v' Reconstitucion predominante a partir de linfocitos de memoria en ambos grupos
v En el grupo haploidéntico aparicién de las células naive entre los 90 y 180 dias postrasplante,

sobre todo de la subpoblacion CD8+
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Fig. 17a. Reconstitucidn Linfocitos T Fig. 17b. Reconstitucién Linfocitos T
CD4+ Naive CD4+ de memoria

60 600

0 \__/ e \/
20 200 //

0 0
30 90,00 180,00 360,00 30 90,00 180,00 360,00
e CD4+Naive Grupo Haploidéntico e CD4+Memoria Grupo Haploidéntico
e CD4+Naive Grupo Control e CD4+Memoria Grupo Control
Fig. 17c. Reconstitucion Linfocitos T Fig. 17d. Reconstitucién Linfocitos T
CD8+ Naive CD8+ de memoria
100 600
80
" J 400
40 .-_-________,,-""’,—----......
200
20
0 0
30 90,00 180,00 360,00 30 90,00 180,00 360,00
=== CD8+Naive Grupo Haploidéntico e CD8+Memoria Grupo Haploidéntico
e CD8+Naive Grupo Control e CD8+Memoria Grupo Control
N +30 +90 +180 +360
Haplo 30 28 25 11
Control 8 8 7 4

Figura 17. Reconstitucidn de las poblaciones T naive y de memoria en ambos grupos.

6.2.1.2. Linfocitos de origen timico

Se analizaron los linfocitos T CD4+ y CD8+ de origen timico temprano
CD3+CD4+CD45Ra high CD31+y CD3+CD8+CD45Ra high CD31+.

Los linfocitos T de origen timico CD4+ y CD8+ en el primer mes (+30) fueron
significativamente menores en el grupo haploidéntico (p 0,00) que en el grupo control.
A partir de ese momento, los linfocitos T CD8+ de origen timico comenzaron a
reconstituir en los pacientes del grupo haploidéntico de forma similar al grupo control
(dia +90). Sin embargo, los linfocitos T CD4+ de origen timico reconstituyeron mas
lentamente, y aun fueron menores en el grupo haploidéntico en los puntos +90 (p 0,002),
y +180 (p 0,034). A partir de este punto la reconstitucion fue rapida alcanzando niveles

similares al grupo control en el dia +360 (Tabla 9 y figura 18).
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Tabla 9. Comparacion de la reconstitucién de los linfocitos de origen timico entre ambos grupos

expresados en células por microlitro.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
. ., . Percentil Percentil . Percentil Percentil
Dia Subpoblacion N Mediana 25 75 N Mediana 25 75

30
CD4+ Timicas 30 2,00 0,00 4,00 8 29,50 10,25 49,75 0,000
CD8+ Timicas 30 4,50 2,00 8,00 8 114,00 32,75 204,25 0,000
90
CD4+ Timicas 28 3,00 2,00 6,75 8 13,50 5,50 31,00 0,002
CD8+ Timicas 28 28,00 10,00 146,75 8 92,00 39,25 221,25 0,053

180
CD4+ Timicas 25 7,00 3,00 12,50 7 12,00 8,00 93,00 0,034
CD8+ Timicas 25 103,00 50,00 163,00 7 200,00 89,00 277,00 0,261
360
CD4+ Timicas 11 24,00 3,00 57,00 4 29,00 10,25 56,00 0,489
CD8+ Timicas 11 104,00 34,00 228,00 4 246,50 116,25 334,75 0,226
Fig.18a. Reconstitucion linfocitos T Fig.18b. Reconstitucidn linfocitos T
CD4+ de origen timico CD8+ de origen timico
35 300

30 250
25
200
20
1 150
10 100
5 50
0 0
Dia 30 Dia 90 Dia 180 Dia 360 Dia 30 Dia 90 Dia 180 Dia 360

@ Grupo Haploidéntico  ess===Grupo Control e GrUpPO Haploidéntico  esss===Grupo Control

Figura 18. Reconstitucion de los linfocitos de origen timico en ambos grupos

v Aparicién de los linfocitos de origen timico temprano en el grupo haploidéntico a partir del

dia +90-+180 postrasplante, recuperacion mas precoz de la subpoblacién CD8+.

6.2.1.3. Linfocitos CD8+ con expresion de marcadores de citotoxicidad

CD57+.

Los linfocitos T citotéxicos diferenciados CD3+CD8+CD57+, al igual que los linfocitos T
CD8+ totales, fueron significativamente menores en el primer mes (+30) en el grupo de

trasplante haploidéntico (p 0,000). A los 3 meses (dia +90) continuaron en niveles
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menores que en el grupo control aungue sin diferencias estadisticamente significativas
y a partir de este momento se recuperaron rapidamente de forma similar en ambos
grupos (tabla 10 y figura 19).

Analizando la expresion de CD28+ en estos linfocitos (marcador de citotoxicidad activa
ylo aloreactividad), los recuentos totales por microlitro de linfocitos citotdxicos
CD3+CD8+CD57+CD28+ fueron menores en el grupo haploidéntico en los puntos +30
y +90 (p 0,00 y 0,05 respectivamente). A partir de este punto los recuentos aumentaron
exponencialmente en el grupo haploidéntico, igualando los recuentos del grupo control
en el dia +180 y superandolos en el dia +360 (tablal0). El porcentaje de linfocitos
citotoxicos CD3+CD8+CD57+ que expresaban CD28+ no mostré diferencias
significativas en ninguno de los puntos estudiados entre ambos grupos (tablall).

Los linfocitos T CD3+CD8+CD57+ sin expresion de CD28 (supresores) fueron menores
en el grupo haploidéntico en el dia +30 de forma paralela al resto de poblaciones CD8+,
sin diferencias significativas con el grupo control en el resto de momentos del estudio,
+90,+180,+360 (tabla 10).

Tabla 10. Comparacién entre las poblaciones de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ en grupo

haploidéntico y grupo control, expresados en células por microlitro.

Grupo Haploidéntico Grupo control
, . Percentil Percentil . Percentil Percentil
Dia N Mediana 25 75 N Maediana 25 75

30
CD8+57+ 30 31,00 11,50 75,50 8 252,00 193,00 328,75 0,000
CD8+57+28+ 30 11,00 7,00 29,00 8 92,50 35,25 117,50 0,000
CD8+57+28- 30 15,00 1,00 36,00 165,50 104,00 225,00 0,000
920
CD8+57+ 28 136,00 42,00 506,00 8 384,00 126,25 494,50 0,358
CD8+57+28+ 28 18,50 8,25 69,25 8 116,50 33,75 163,50 0,059
CD8+57+28- 28 101,00 24,50 420,50 8 241,00 71,25 426,50 0,358
180
CD8+57+ 25 391,00 179,50 686,50 7 489,00 149,00 901,00 0,562
CD8+57+28+ 25 57,00 18,50 126,50 7 62,00 47,00 251,00 0,420
CD8+57+28- 25 270,00 131,00 609,50 7 443,00 82,00 636,00 0,656
360
CD8+57+ 11 484,00 137,00 1044,00 4 594,50 272,75 1185,50 0,571
CD8+57+28+ 11 79,00 24,00 171,00 58,00 47,00 153,00 0,769
CD8+57+28- 11 278,00 87,00 961,00 3 552,00 110,00 1228,00 0,659

(o]

w
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Fig. 19a. Reconstitucién Linfocitos T Fig. 19b. Reconstitucion linfocitos T
CD57+ CD57+ CD28+
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\

Dia30 Dia90 Dia180 Dia360 Dia30 Dia90 Dia180 Dia360

e GrUpO Haploidéntico === Grupo Control ====Grupo Haploidéntico  =====Grupo Control

N +30 +90 +180  +360 N +30 +90 +180  +360
Haplo 30 28 25 11 Haplo 30 28 25 11
Control 8 8 7 4 Control 8 8 7 3

Fig. 19c. Reconstitucion linfocitos T
CD57+CD28-

600
500
400
300
200
100
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N +30 +90 +180  +360
Haplo 30 28 25 11
Control 8 8 7 3

Figura 19. Reconstitucién de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ en ambos grupos.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
%CD28+/Dia N Mediana Per;:ntll Per;:ntll N Mediana Per;:ntll Per;:ntll
%CD28+Dia30 30 52,14 35,83 69,52 8 38,36 20,34 52,80 0,089
%CD28+Dia90 28 22,61 8,91 38,04 8 31,97 20,18 42,70 0,251
%CD28+Dial80 25 16,82 10,54 28,16 7 27,70 6,54 43,62 0,624
%CD28+Dia360 11 22,09 10,90 38,88 3 11,09 7,76 34,32 0,456

Tabla 11. Porcentaje de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ con expresidn de CD28 positivo.

v’ Linfocitos citotoxicos diferenciados CD3+CD8+CD57+ menores en el grupo haploidéntico en
dia +30
v Similares en ambos grupos a partir del dia +90

v’ Linfocitos CD3+CD8+CD57+CD28+ menores en grupo haploidéntico hasta el dia +180
v’ Linfocitos CD3+CD8+CD57+CD28- similares en ambos grupos a partir del dia +90
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6.2.1.4. Linfocitos T activados con expresion de HLADR+ y CD38+

Se analizaron los linfocitos T CD4+ y CD8+ con expresion de marcadores de activacion

CD38+ y HLADR+. No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre

los recuentos totales de linfocitos T activados CD4+ y CD8+ entre los grupos en ninguno

de los momentos estudiados, sin embargo, los recuentos fueron mayores en el grupo

control en el dia +30, y mayores en el grupo haploidéntico en el dia +90 y +180,

igualandose en el +360 (tabla 12;figura 20).

Tabla 12. Recuentos de los linfocitos T CD4+ y CD8+ con expresién de marcadores de activacidn en

ambos grupos, expresados en células por microlitro.

Dia Subpoblacion

30

920

180

360

35
30
25
20
15
10

e Grupo Haploidéntico

CD4+DR+38+
CD8+DR+38+

CD4+DR+38+
CD8+DR+38+

CD4+DR+38+
CD8+DR+38+

CD4+DR+38+
CD8+DR+38+

N Mediana
30 12,00
30 38,00
28 29,00
28 72,50
25 31,00
25 87,00
11 21,00
11 42,00

Grupo Haploidéntico

Percentil
25

6,00
15,50

16,50
23,25

7,00
21,50

6,00
3,00

Fig.20a. Linfocitos T CD4+ activados
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+360
11
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75

34,50
74,25

57,50
168,75

52,50
284,50

39,00
166,00

140
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8

(o]

(o]
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4
4

Grupo control

Mediana

24,50
120,00

18,50
23,50

16,00
45,00

30,00
102,50

Percentil
25

13,50
15,75

11,25
9,50

12,00
5,00

11,75
22,50

Percentil
75

131,25
288,75

42,25
167,75

41,00
131,00

53,50
160,75

Fig.20b. Linfocitos T CD8+ activados

Dia 30

e Grupo Haploidéntico

Dia 90

Dia 180

Figura 20. Reconstitucion de linfocitos T con expresion de marcadores de activacion.

v No diferencias entre los grupos en los linfocitos activados

Dia 360

@ Grupo Control

0,089
0,171

0,421
0,562

0,789
0,191

0,571
0,661
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6.2.1.5. Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores (CD4+CD25+CD127+débil/-) fueron menores en el grupo
haploidéntico en el primer mes (p 0,00), pero mostraron una rapida reconstitucion a partir
de este momento (tabla 13). A los 3 meses (+90) los recuentos eran similares a los del
grupo control, a pesar de que los recuentos totales de linfocitos T CD4+ aln eran

menores en este dia en el grupo haploidéntico.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
< . . Percentil Percentil . Percentil Percentil
Subpoblacién/Dia N Mediana 25 75 N Mediana 25 75

29,50 17,00 38,00 0,000
19,00 14,75 22,75 0,743
23,00 7,00 30,00 0,474
23,50 19,00 51,25 0,949

LTReguladores Dia30 30 7,00 4,00 12,25
LTReguladores Dia90 27 20,00 12,00 34,00
LTReguladores Dia 180 25 27,00 12,50 36,00
LTReguladores Dia360 11 23,00 19,00 30,00

A N 00

Tabla 13. Comparacién de los recuentos de Linfocitos T reguladores entre ambos grupos, expresados en

células por microlitro.

Fig.21. Linfocitos T reguladores
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@ Grupo haploidéntico === Grupo Control

N +30 +90 +180 +360
Haplo 30 27 25 11
Control 8 8 7 4

Figura 21. Reconstitucidn de Linfocitos T reguladores

v Linfocitos T CD4+ reguladores menores en el grupo haploidéntico en dia +30
v' Rapida recuperacion en el grupo haploidéntico. Recuento similares al grupo control en dia

+90.
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6.2.2. Poblaciones linfoides B

Los linfocitos B CD19+ fueron significativamente menores en el grupo haploidéntico en
el dia +30 (p 0.004), sin embargo, aunque sin diferencias estadisticamente significativas,
a partir de los 3 meses el grupo de trasplante haploidéntico mostré mejor recuperacion
linfoide B que el grupo control (tabla 14;figura 22).

La recuperacion linfoide B alcanz6 niveles normales en el dia +180 en el grupo

haploidéntico, y en el dia +360 en el grupo control.

Tabla 14. Recuentos linfocitos B en ambos grupos, expresados en células por microlitro.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
, . Percentil Percentil . Percentil Percentil
Dia N Mediana 25 75 N Maediana 25 75
Dia30 30 0,00 0,00 0,00 5,00 ,50 8,00 0,004

Dia 180 21 74,00 3,50 318,00 11,00 0,00 29,00 0,110

8
Dia90 27 33,00 2,00 115,00 7 11,00 0,00 17,00 0,127
6
Dia360 11 163,00 93,00 427,00 5 146,00 42,50 345,50 0,583

Figura 22. Reconstitucion linfoide B en ambos grupos.

Fig 22. Recuperacidn linfoide B

200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

30 90 180 360

Mediana CD19+ Grupo Haploidéntico

Mediana CD19+ Grupo Control

N +30 +90 +180 +360
Haplo 30 27 21 11
Control 8 7 6 5

La reconstitucion se realizé fundamentalmente a expensas de células linfoides B naive
(CD19+ IgD + CD27-), sin experiencia inmunoldgica, en ambos grupos. Solo en el punto
+360 aparecieron recuentos significativos de células B de memoria (CD19+ IgD +
CD27+) (tabla 15;figura 23).
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Tabla 19. Recuentos absolutos de Linfocitos B naive y de memoria en ambos grupos, expresados en
células por microlitro

Dia Subpoblacion N

30

920

180

360

Naive
Memoria

Naive

Memoria

Naive
Memoria

Naive

Memoria

30
30

28
28

23
23

11
11

Grupo Haploidéntico

Mediana

0,00
0,00

29,0
,50

70,0

0

0

2,00

144,00
4,00

25

0,00
0,00

3,00
,10

4,00
,40

51,00

1,00

Percentil Percentil

75 N
0,00
0,00
118,00 8
6,00
234,00 7
9,00
342,00 4
9,00 4

Grupo Control
Percentil Percentil

Mediana 25
,65 ,03
,45 ,13

11,50 0,00
,20 0,00
14,00 0,00
,80 0,00

119,50 82,75
16,50 2,00

75

9,25
,93

19,75
1,00

39,00
2,00

189,25
34,75

Figura 23. Distribucion de los linfocitos B en linfocitos B naive y de Memoria en ambos grupos.

Resultados expresados en células/microlitro

2507

2007

1507

1007

509

X

I

]
-

=

Il 1aive Dia 30

B memoria Dia 30

Bl 1aive Dia 20
[Imemoria Dia 20
[]Maive Dia 180
Bl remoria Dia 180
[T waive Dia 360
[Tl memaria Dia 360

T
Grupo Haploidéntico

ﬁ_ﬁ_:ﬁ

Grupo Control

0,002
0,000

0,099
0,221

0,118
0,144

0,851
0,661
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La recuperacion de las inmunoglobulinas en el grupo de trasplante haploidéntico siguié
el patrén habitual, el subtipo IgM fue el primero en alcanzar niveles normales en el dia
+180, seguido de la IgG, que fue normal en el dia +360 y por ultimo de la IgA, que no
sobrepasé el limite inferior de la normalidad durante todo el periodo de seguimiento del
estudio (hasta dia +360).

En cuanto a la comparacion entre ambos grupos, en el dia +90 no hubo diferencias; en
el dia +180 se objetivd una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
IgM e 1gG, mejores en el grupo haploidéntico (p0,03 y p0,002); en el dia +360, aunque
los niveles fueron mayores en el grupo haploidéntico, no aparecieron diferencias con

significacion estadistica (tabla 16;figura 24).

Grupo haploidentico Grupo control
. Percentil Percentil . Percentil Percentil
N Mediana 25 75 N Mediana 25 75
IgG Dia +90 28 515,50 361,50 680,75 5 448,00 227,00 493,00 0,142
IgM Dia +90 28 28,25 18,60 67,30 5 23,10 14,85 44,65 0,391
IgA Dia +90 28 37,6 18,05 50,27 5 24,30 16,15 75,55 0,827
IgG Dia +180 25 581,00 434,50 825,00 7 301,00 264,00 427,00 0,002
IgMDia+180 25 68,50 40,75 137,00 7 39,10 8,40 60,60 0,030
IgA Dia+180 25 41,60 26,75 64,60 7 31,60 11,80 109,00 0,592
IgG Dia +360 15  1020,00 517,00 1380,00 5 409,00 139,00 838,50 0,066
IgM Dia +360 15 77,70 54,30 118,00 5 58,30 43,65 94,70 0,306
IgA Dia +360 15 58,10 46,10 88,80 5 43,20 16,60 90,90 0,230

Tabla 16. Niveles de inmunoglobulinas en los puntos de estudio entre ambos grupos, expresadas en
mg/dL.

Recuperacion linfoide B peor en grupo haploidéntico en dia +30
Recuperacion similar en ambos grupos a partir del dia +90
Reconstitucion predominante a partir de linfocitos B naive en ambos grupos

Linfocitos B de memoria aparecen a partir del dia +360 en ambos grupos
Secuencia de recuperacion de inmunoglobulinas IgM(+180)>>IgG(+360)>>IgA

92



Figura 24. Reconstitucion IgG, IgM , IgA en ambos grupos (mg/dL).

Fig 24a. Reconstitucion de la IgG Fig 24b. Reconstitucién de la IgM
1500 100
80
1000
500 = 40 /
20
0 0
1gG +90 1gG +180 1gG +360 IgM +90 IgM +180 IgM +360
e GrUpO Haploidéntico  esss===Grupo Control e GruUpo Haploidéntico e Grupo Control
Fig 24c. Reconstitucion de la IgA N +90 +180 +360
Haplo 28 25 15
80 Control 5 7 5
60
—
20
0
IgA +90 IgA +180 IgA +360

e Grupo Haploidéntico  ess===Grupo Control

6.2.3. Poblacion Natural Killer

La poblacion de células NK fue la primera en reconstituirse en ambos grupos. Alcanz6
niveles normales en el dia +30 en el grupo control y en el dia +60 en el grupo
haploidéntico.

Comparativamente, en el grupo haploidentico los recuentos totales fueron
significativamente menores que en el grupo control en el dia +15 (p 0,00) y +30 (p 0,005),

y similares desde el dia +60 en adelante (tabla 17;figura 25).
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Tabla 17. Recuentos totales de células NK expresadas en células/microlitro.

Grupo haploidéntico Grupo control
" . Percentil Percentil . Percentil Percentil
Subpobl./Dia N  Mediana 25 75 N Mediana 25 75
NK Dia 15 23 0,00 0,00 2,00 7 60,00 52,00 125,00 0,000
NK Dia 30 30 34,50 16,00 177,00 8 230,50 122,50 387,75 0,005
NK Dia 60 27 112,00 52,00 225,00 7 95,00 42,00 119,00 0,617
NK Dia 90 28 147,00 84,25 211,75 8 101,00 63,25 177,75 0,358
NK Dia 180 21 126,00 84,50 193,00 6 122,50 58,00 157,00 0,476
NKDia360 11 140,00 6800 20600 5 217,00 13650 510,00 0,180

Fig.25. Células NK/ul. en ambos grupos

250

200

100

50

Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 180 Dia 360
Grupo Haploidéntico Grupo Control
N +15 +30 +60 +90 +180 +360

Haplo 23 30 27 28 21 11
Control 7 8 7 8 6 5

Figura 25. Reconstitucion NK en ambos grupos

En cuanto a la distribucion de las células NK en CD56" (inmaduras) y CD564m
(maduras), la reconstitucion NK en el grupo haploidéntico se realizé fundamentalmente
a expensas de la subpoblacién CD56e"t, mientras que ya desde el dia +15 en el grupo
control predominaba la subpoblacién CD56¢™. El porcentaje de células NK CD569" en
el grupo haploidéntico aument6 hasta el dia +30 (77%), y posteriormente disminuy6
progresivamente hasta el final del seguimiento (hasta el dia +90). En el grupo control el
porcentaje maximo de células inmaduras CD56"9" se observo en el dia +15 (20%), y
posteriormente también fue disminuyendo. Comparativamente, el porcentaje de células
NK CD56"9"t en el grupo haploidéntico y control fue similar en el dia +15, y mayor en el
grupo haploidéntico durante todo el seguimiento (+30, +60, +90), con diferencias

estadisticamente significativas (p0,00, 0,00, 0,02) (Tabla 18 y figura 26).
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Tabla 18. Porcentaje de células NK inmaduras y maduras, con expresion alta y baja de CD56 (CD56"&"t y

CD56%M)

Dia 15
% CD56 Prieht

% CD56 d4im
Dia 30

% CD56 e
% CD56 d4im
Dia 60

% CD56 Pright
% CD56 d4im
Dia 90

% CD56 e
% CD56 d4im

N

14
14

29
29

27
27

28
28

Grupo haploidéntico

Mediana

15,50
53,00

77,00
15,00

38,00
61,00

35,00
62,00

Percentil 25

0,00
0,00

68,50
9,50

25,00
48,00

23,00
53,25

Percentil
75

36,25
80,25

88,50
28,50

48,00
75,00

43,00
75,00

Grupo control

N Mediana

20,00
80,00

21,50
77,50

8,00
90,00

20,00
78,50

Percentil
25

14,00
53,00

11,25
67,75

8,00
87,00

6,25
71,50

Percentil
75

42,00
86,00

30,00
87,75

13,00
92,00

28,00
93,25

0,360
0,110

0,000
0,000

0,000
0,000

0,024
0,015

De forma paralela la expresién de NKG2A, marcador relacionado con células inmaduras,

aumentd en el grupo haploidéntico y grupo control hasta el dia +30 (84% y 59%

respectivamente), y posteriormente disminuyé lentamente en el grupo haploidéntico y

se mantuvo estable en el grupo control.

Comparativamente, la expresion de NKG2A fue mayor en el grupo control en el dia +15

(52% vs 2%) (p 0,006), y mayor en el grupo haploidéntico en el dia +30 y +60 (p<0,05)

(tabla 19, figura 24).

La expresion de los receptores no KIR estudiados activatorios NKp46 y NKp30 y del

inhibitorio NKG2D fue menor en el grupo haploidéntico en el dia +15 y similar en ambos

grupos a partir del dia +30. En el dia +30, la expresion de NKP46 tendié a ser mayor en

el grupo haploidéntico, con significacion limite p 0.05 (tabla 19; figura 27 y 28).
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Tabla 19. Expresion de marcadores no KIR en las células NK en ambos grupos.

Grupo Haploidéntico Grupo Control
Dia Subpoblacion N Mediana Per;:ntil Per;:ntil N Mediana Per;:ntil Per;:ntil
Dia 15
% NKpd6 14 2,50 0,00 35,50 7 68,00 56,00 81,00 0,010
% NKG2D 14 0,00 0,00 12,00 7 76,00 34,00 81,00 0,000
% NKp30 13 0,00 0,00 29,50 7 28,00 17,00 45,00 0,081
% NKG2A 13 2,00 0,00 34,00 7 52,00 44,00 67,00 0,006
Dia 30
% NKp46 29 81,00 54,50 92,50 8 59,50 42,50 69,50 0,051
% NKG2D 29 58,00 21,50 70,50 8 56,50 32,50 69,75 0,814
% NKp30 29 21,00 5,50 31,50 8 16,50 9,00 31,75 0,957
% NKG2A 27 84,00 77,00 93,00 8 59,50 40,25 63,50 0,000
Dia 60
% NKp46 27 73,00 55,00 80,00 7 58,00 40,00 62,00 0,107
% NKG2D 26 54,50 41,75 67,50 7 32,00 21,00 62,00 0,503
% NKp30 26 7,50 3,00 22,25 7 7,00 5,00 28,00 0,780
% NKG2A 25 72,00 61,00 85,50 7 51,00 34,00 57,00 0,001
Dia 90
% NKp46 27 63,00 43,00 77,00 8 52,00 40,75 67,75 0,428
% NKG2D 27 68,00 29,00 75,00 8 65,50 26,00 75,25 0,714
% NKp30 27 4,00 2,00 8,00 8 4,50 ,75 10,75 0,985
% NKG2A 26 62,00 53,75 77,00 8 58,00 40,25 65,25 0,152

Figura 26. Porcentaje de Células NK CD56 &t /Expresion de NKG2A en ambos grupos
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Figura 27. Porcentaje de expresion de NKp46 y NKp30 en ambos grupos
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Figura 28. Porcentaje de expresién de NKG2D en ambos grupos

La subpoblacion NK es la primera en reconstituirse : + 30 grupo control; +60 grupo
haploidéntico
En grupo haploidéntico reconstitucion predominante subpoblacion NK CD56bright/NKG2A+

Células NK inmaduras CD56bright/NKG2A+ mayores en grupo haploidéntico frente a grupo
control desde dia +30 hasta +90.
Expresioén similar en ambos grupos de receptores no KIR NKp46, NKp30, NKG2D

6.3. Analisis de larelacion entre reconstitucién inmune y Enfermedad

Injerto contra Receptor.

En la tabla 20 y figuras 29-32 se muestra la comparacion de las poblaciones linfoides T
entre aquellos pacientes que desarrollaron EICR aguda (EICRa) y aquellos que no lo

desarrollaron dentro del grupo de estudio haploidéntico.
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En cuanto a los recuentos las poblaciones linfoides T totales, CD4+ y CD8+, fueron
similares en el dia +30 y +90. Extendiendo el andlisis al dia +180, en este punto tanto
los linfocitos T totales CD3+ como los CD4+ y los CD8+ fueron significativamente
mejores en el grupo sin EICRa (p<0.05). En relacién a la reconstitucion de origen timico,
las células CD4+ de fenotipo naive (CD45Rahigh CD62L+ o CD27+) fueron
significativamente mejores en el grupo de pacientes que no desarrollaron EICRa en el
dia +30 y +90. De forma paralela los linfocitos CD4+ de origen timico temprano con
expresion de CD31+ (CD45Rahigh CD31+) también tuvieron recuentos
significativamente mayores en ambos puntos del seguimiento en los pacientes sin
EICRa (p0,02 y 0,03). En el dia +180, momento en el que se debe objetivar una
reconstitucion timo-dependiente adecuada, los linfocitos T CD4+ naive y timicos
tempranos también fueron mejores en el grupo sin EICRa, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas (p0,06 y p0,06 respectivamente).

Se observaron también recuentos mayores de linfocitos T CD4+ y CD8+ activados con
expresion de CD38+ y DR+ en el grupo sin EICRa, con significacion estadistica en el
dia+30 (p 0.02, 0.01).

Los linfocitos T reguladores fueron mejores en el grupo sin EICRa en el dia +30(p<0.05),
sin objetivar diferencias significativas en puntos posteriores de estudio.

En cuanto a la reconstitucién inmune precoz en el dia +15(NK, T y ratio T/NK), no se
objetivaron diferencias significativas entre los pacientes con y sin EICRa, aunque hubo
una tendencia a tener mejores linfocitos T y mejor ratio T/NK en los pacientes que no
desarrollaban posterior EICRa.

La comparacién de las subpoblaciones NK entre aquellos pacientes con y sin EICRa se
muestra en la tabla 21 y figura 33.

Los recuentos totales de células NK fueron similares en el dia +15, mejores en el grupo
sin EICRa en los dias +30 y +60 (p no significativa), y de nuevo similares en el dia +90.
En cuanto a las subpoblaciones NK maduras e inmaduras, los pacientes sin EICRa
tuvieron mayor porcentaje de células CD56+4™ (fenotipo maduro) y menor de CD56+Prie
(fenotipo inmaduro) en los dias +30(p ns), +60(p <0.05) y +90(p<0.05). De forma
paralela la expresion del marcador inmaduro NKG2A fue mayor en aquellos pacientes
afectados por la EICRa. La expresion del resto de marcadores NK no KIR estudiados
fue similar en ambos grupos, con mayor expresion del marcador activador NKp46 en los

pacientes con EICRa en los dias + 60(p no significativa), y +90(p<0.05).
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Tabla 20. Medianas y comparacion de subpoblaciones en el grupo haploidéntico entre los pacientes sin y

con EICR aguda.

Subpoblacion/Dia

Linfocitos T
T Dia+15
NK Dia+15
RatioT/NK Dia+15
CD4 Dia+15
CD8 Dia+15
T Dia +30
CD4 Dia +30
CD8 Dia +30
T Dia +90
CD4 Dia +90
CD8 Dia +90
T Dia +180
CD4 Dia +180
CD8 Dia +180
Activados
CD4DR38+ Dia +30
CD8DR38+ Dia +30
CD4DR38+ Dia +90
CD8DR38+ Dia +90
T reguladores
LTReg Dia +30
LTReg Dia +90
Linfocitos Naive
CD4+Naive Dia +30
CD8+Naive Dia +30
CD4+Naive Dia +90
CD8+Naive Dia +90
CD4+Naive Dia +180
CD8+Naive Dia +180
Linfocitos timicos
CD4+CD31+Dia+30
CD8+CD31+Dia+30
CD4+CD31+Dia+90
CD8+CD31+Dia+90
CD4+CD31+Dia+180
CD8+CD31+Dia+180

N

U 01 00 N N N O ©o o o o1 N NN

[{e] © ©O© O O

©

© O© O O ©o ©

© © © © ©Oo ©

No EICR aguda(N=9)

Mediana

28,00
0
9,0
25,00
8,00
75,90
30,90
45,30
512,00
162,00
418,00
1384,00
321,00
1125,00

28,00
115,00
44,00
176,00

16,00
27,00

5,00
20,00
11,00
34,00
13,00
48,00

6,00
14,00
7,00
87,00
12,00
117,00

Percentil Percentil

25 75
19,00 48,00
0 6
0,9 39,0
13,00 36,00
4,00 21,00
44,00 240,50
19,00 82,50
22,50 90,50
203,00 1946,00
82,00 366,00
120,00 998,00
945,00 1966,50
257,00 558,50
614,50 1277,50
22,50 70,00
39,00 251,50
21,00 97,50
45,50 405,50
12,00 29,50
14,00 39,00
4,00 20,00
6,00 43,00
5,00 23,50
14,50 65,00
9,50 88,00
25,50 93,00
4,50 14,50

5,00 100,50
4,50 26,00
40,50 230,50
7,00 48,50
64,00 243,00

N Mediana
17 8,00
16 0
17 6,0
11 7,00
12 2,00
21 132,00
21 45,00
21 83,00
20 384,00
20 182,00
20 136,50
16 629,50
16 214,00
16 431,50
21 11,00
21 32,00
19 27,00
19 32,00
21 6,00
19 20,00
21 2,00
21 5,00
19 3,00
19 12,00
17 8,00
17 45,00
21 2,00
21 8,00
19 3,00
19 30,00
17 4,00
17 116,00

EICR aguda(N=21)

Percentil
25

3,50
0
0,5
5,00
1,25
95,00
17,00
29,50
175,50
98,25
62,00
348,25
101,75
158,00

6,00
6,50
9,00
5,00

4,00
15,00

,50
1,50
1,00
7,00
4,00

15,00

0,00
3,00
2,00
5,00
2,50
41,00

Percentil
75

18,00
1
15,9
43,00
14,75
209,00
74,30
150,00
865,25
210,75
655,75
1090,75
297,75
773,00

39,50
67,50
46,00
106,00

13,50
24,00

5,50
20,00
13,00
45,00
17,00

115,00

6,00
12,00
7,00
97,00
14,50
186,00

0,114
0,671
0,494
0,320
0,082
0,372
0,790
0,349
0,341
0,850
0,179
0,019
0,032
0,040

0,028
0,011
0,105
0,022

0,040
0,562

0,022
0,032
0,048
0,188
0,066
0,874

0,025
0,070
0,037
0,019
0,066
0,711
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Figura 29. Linfocitos T totales segun la presencia o no de EICR aguda. Figura 30. Linfocitos T CD4+ naive
por microlitro segun la presencia o no de EICR aguda
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Figura 31. Linfocitos T CD4+ de origen timico segun la presencia o no de EICR aguda. Figura 32. Linfocitos
T CD4+ reguladores por microlitro segun la presencia o no de EICR aguda
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Tabla 21. Medianas y comparacion de subpoblaciones NK y expresién de receptores no KIR en el grupo
haploidéntico entre los pacientes con y sin EICR aguda.

No EICR aguda(N=9) EICR aguda(N=21)

Subpoblacién N Mediana Percz:gntil Perggntil N Mediana Perggntil Per;:sentil

Dia +30

NK totales/uL 9 151,00 59,00 235,00 21 29,00 13,50 244,50 0,125
CD56119"(%) 9 42,00 30,00 82,50 20 78,50 32,50 87,75 0,390
CD56M(%) 9 54,00 15,00 68,50 20 15,00 9,25 40,00 0,153
NKP46+(%) 9 69,00 59,50 86,00 20 79,50 42,50 89,50 0,799
NKG2D+(%) 9 63,00 37,00 72,00 20 55,00 26,50 66,25 0,390
NKP30+(%) 9 15,00 9,00 31,00 20 18,00 6,00 36,50 0,871
NKG2A+(%) 8 75,50 60,50 93,50 19 82,00 64,00 90,00 0,856
Dia +60

NK totales/uL 9 115,00 85,00 259,00 19 53,00 46,00 137,00 0,095
CD56 Pright (95) 9 12,00 8,00 2550 19 41,00 25,00 50,00 0,002
CD56 9™ (96) 9 81,00 74,00 92,00 19 58,00 47,00 75,00 0,002
NKP46+(%) 9 59,00 37,00 65,50 19 71,00 55,00 79,00 0,105
NKG2D+(%) 8 58,00 53,00 83,75 19 54,00 25,00 60,00 0,106
NKP30+(%) 8 5,50 3,25 9,75 19 9,00 5,00 22,00 0,217
NKG2A+(%) 8 59,50 35,00 71,75 19 71,00 57,00 86,00 0,147
Dia +90

NK totales/uL 9 124,00 69,50 197,00 19 122,00 78,00 197,00 1,000
CD56 Pright (95) 9 19,00 10,00 23,00 19 35,00 25,00 44,00 0,001
CD56 9m (96) 9 80,00 75,50 88,00 19 60,00 53,00 75,00 0,001
NKP46+(%) 9 37,00 34,00 43,00 18 72,50 60,75 79,50 0,000
NKG2D+(%) 9 75,00 50,50 78,50 18 43,00 23,75 71,00 0,118
NKP30+(%) 9 4,00 0,00 10,50 18 4,50 3,00 10,50 0,463
NKG2A+(%) 8 44,50 33,25 57,00 18 69,50 59,50 77,50 0,000

v Pacientes del grupo haploidéntico con EICRa :
Peor reconstitucion T a largo plazo (dia +180)
Peor reconstitucion T naive y de origen timico

Peor reconstitucion de linfocitos T reguladores precoz (+30)
Mayores recuentos de Células NK inmaduras y menores de células NK maduras.
Mayor expresion de NKp46
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Figura 33.Comparacién de reconstituciéon NK entre pacientes con y sin EICRa. 33a.NK totales por

microlitro. 33b. Expresién de NKP46. 33c. Porcentaje de NK inmaduras (CD56 &), 33d. Porcentaje de

NKmaduras (CD569™).
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6.4. Andlisis de la relacidn entre reconstitucion inmune y reactivacion de

Citomegalovirus.

La tasa de reactivacion CMV en el grupo de estudio fue de 73.3%. La reconstitucion
inmune de los linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+ y células NK en el dia +30 postrasplante
fue similar en aquellos pacientes que reactivaron y que no reactivaron CMV en los
primeros 100 dias. A partir de ese momento, los pacientes con reactivacion CMV
tuvieron mayores recuentos de linfocitos T CD8+ en el dia +90 (Mediana 475 (110,25-
1078,25)/uL vs 92 (61-103) /uL, p0.01) y +180 (Mediana 705 (415-1125)/uL vs 269(103-
628) /uL, p 0.05) (figura 34). Los recuentos de linfocitos T totales, de CD4+ y de células
NK fueron similares a los 3 y 6 meses con y sin reactivacion CMV. Los linfocitos T
citotéxicos diferenciados CD3+CD8+CD57+ también fueron mayores en los pacientes
con reactivacién CMV en el dia +90 (Mediana 269 (44-629)/uL vs 26 (15-63)/uL, p 0,008)
y +180 (Mediana 421(250-749)/uL vs 87,5 (46,00-204,75)/uL p 0,001) (figura 34).
Analizando los linfocitos T activados (CD38+HLADR+), los linfocitos T reguladores
(CD4+CD25+CD127+débil/-), los linfocitos T naive (CD45Ra high CD62L+ o CD27+) y
T de memoria (CD45Ro+), las subpoblaciones NK y la expresion de receptores NK no
KIR no se encontraron diferencias relevantes ni estadisticamente significativas entre
aquellos pacientes con y sin reactivacion CMV.

Figura 34. Subpoblaciones CD8+ y linfocitos T citotdxicos en pacientes con y sin reactivacion CMV.
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v' Pacientes del grupo haploidéntico con reactivacion CMV :
v' Similar reconstitucion inmune que aquellos pacientes que no reactivan CMV

v' Mayores recuentos de linfocitos T CD8+ y citotéxicos diferenciados CD8+CD57+ a partir
del dia +90
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6.5. Andlisis de la relacion entre reconstitucion inmune y supervivencia.

6.5.1. Supervivencia global

Para determinar si la reconstitucién inmune precoz influia en la supervivencia, se
analizaron las siguientes variables: los linfocitos totales/yL a los 30 dias (ALC30), los
linfocitos T CD3+ totales/pL en el dia +30, los linfocitos T CD4+ o colaboradores/uL en
el dia +30 y a los 3 meses (+90).

En el dia +30, los linfocitos totales (ALC30) y los linfocitos T CD3+/ul tuvieron en el
analisis de curvas ROC areas bajo la curva = 0,6. El punto mas discriminativo para los
linfocitos totales (ALC30) fue 300/uL, y para los linfocitos T CD3+ 180/uL. Realizando
un andlisis de curvas de supervivencia Kaplan Meyer, los pacientes con ALC30> 300/pL
y con Linfocitos T CD3+ en el dia +30 >180/uL tuvieron mejor supervivencia global,
aungue sin significacion estadistica (p 0,11 y p 0,19 respectivamente) (figuras 35y 36).
La supervivencia global estimada al afio fue 56% en los pacientes con ALC30< 300/pL
y 78% en aquellos con ALC30>300/uL, y 58% y 77% en aquellos con <180 y >180

linfocitos T CD3+/ pL en el dia +30 respectivamente.
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Figura 35. Curvas de supervivencia global segiin el ALC 30. = Pacientes con <300 linfocitos totales /uL

dia +30. Pacientes con >300 linfocitos totales /uL dia +30
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Figura 36. Curvas de supervivencia global segun Linfocitos T CD3+ en el dia +30. — Pacientes con <180

linfocitos T CD3+/uL dia +30 Pacientes con >180 linfocitos T CD3+/pL dia +30

Los linfocitos T CD4+/uL en el dia +30 no resultaron discriminativos. Sin embargo, los
linfocitos T CD4+/uL en el dia +90 presentaron un area bajo la curva de 0,7. El punto
mas discriminativo fue 200 linfocitos T CD4+/uL. Aquellos pacientes con mas de 200
linfocitos T CD4+/uL a los 3 meses (+90) tuvieron mejor supervivencia global, con p no
significativa (p 0,15) (figura 37). La supervivencia estimada al afio fue 61% frente a 85%

en pacientes con <200 y >200 linfocitos T CD4+/ L.
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Figura 37. Curvas de supervivencia global segun los Linfocitos T CD4+ a los 3 meses. = Pacientes con

<200 linfocitos T CD4+/uL dia +90 Pacientes con >200 linfocitos T CD4+/uL dia +90
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6.5.2. Supervivencia libre de enfermedad

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue mejor en los pacientes con
ALC30>300/uL (SLE estimada al afio 68% frente a 57%), con p no significativa de 0,17

(figura 38).
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Figura 38. Curvas de supervivencia libre de enfermedad segun el ALC 30. = Pacientes con <300

linfocitos totales /uL dia +30 Pacientes con >300 linfocitos totales /uL dia +30

No se observaron diferencias ni puntos de corte significativos para la supervivencia libre
de enfermedad en el resto de variables analizadas: Linfocitos T totales CD3+/puL al mes

(+30), Linfocitos T CD4+ / uL al mes (+30) y a los 3 meses (+90).

6.5.3. Mortalidad de causa infecciosa.

En cuanto a la mortalidad de causa infecciosa explorando las mismas variables que se
han mencionado para la supervivencia global, tanto el recuento linfocitario total en el dia
+30 (ALC30) como los linfocitos T totales CD3+ en el dia+30 presentaron curvas ROC
con area bajo la curva = 0,6. Respetando los mismos puntos de corte utilizados
previamente y mediante comparacion directa con tablas de contingencia, se observo
una relaciéon estadisticamente significativa entre la incidencia de mortalidad de causa

infecciosa y tener menos de 300 linfocitos totales (ALC30)/uL y menos de 180 linfocitos
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T CD3+/uL en el dia +30 (p 0,02). Las curvas de incidencia acumulada de mortalidad
infecciosa también mostraron diferencias estadisticamente significativas (figuras 38-41).
Los linfocitos T CD4+/ puL al mes (dia +30) y a los 3 meses (dia +90) no presentaron
puntos de corte discriminativos para la mortalidad de causa infecciosa.

Figura 39. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa en el grupo haploidéntico.
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Figura 40. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa segun el ALC30.
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Figura 41. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa segun los linfocitos T dia +30.
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La mortalidad de causa infecciosa estimada al afio del trasplante fue de 23% en todo el
grupo haploidéntico, 38% frente a 0% en los pacientes con ALC30< y >300/uL y 36%

frente a 0% en los pacientes con linfocitos T CD3+ en el dia +30 <y > de 180/uL.

6.5.4. Células NK y supervivencia.

También se exploré la relacidn entre las células NK CD56 & o inmaduras (porcentaje
y recuentos totales por microlitro de células CD56 &t a los 15 y 30 dias) y la
supervivencia. De las 4 variables, solo el porcentaje de células NK CD56 " en el dia
+30 demostré un area bajo la curva ROC >0,6, con punto de corte discriminativo en
78%. Analizando la supervivencia mediante curvas Kaplan Meyer, aquellos pacientes
con porcentaje >78% tuvieron mejor supervivencia global (p 0,04) y libre de enfermedad

(p 0,06). Figuras 42 y 43.
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Figura 42. Curvas de supervivencia global segun el porcentaje de células NK con expresidn intensa de
CD56 (CD56 right), Pacientes con mas del 78% de células NK CD56 78" en el dia +30 — Pacientes

con menos del 78% de células NK CD56 et en el dia +30 .

La probabilidad estimada de SG y SLE al afio fue de 50% y 45% en los pacientes con
menos del 78% de células NK CD56 9"t en el dia +30 y de 87% y 87% en aquellos

con mas del 78% de células NK CD56 gt en el dia +30.
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Figura 43. Curvas de supervivencia libre de enfermedad segun el porcentaje de células NK con expresion
intensa de CD56 (CD56°8"), = Pacientes con mas del 78% de células NK CD56 &'t en el dia +30 —

Pacientes con menos del 78% de células NK CD56 &t en el dia +30 .

v/ Tendencia a mejor supervivencia global en el grupo haploidéntico de los pacientes con:
v' ALC30>300/uL
v/ Linfocitos T CD3+ dia +30 >180/ pL
v/ Linfocitos T CD4+ en el dia +90 >200/ pL

v NKPrieht 7804 en el dia +30

v' Tendencia a mejor supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con
v' ALC30>300/uL
V' NK®et >780 en el dia +30

6.5.5. Recaida.

En el andlisis de recaida, en ninguna de las variables estudiadas anteriormente citadas
se objetivaron puntos de corte discriminativos en las curvas ROC, por lo que no se

procedio al andlisis comparativo.
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7.1. Recuperacion linfoide T

La recuperacion linfoide T en el grupo de trasplante haploidéntico fue en nuestros
pacientes significativamente peor que en el grupo de trasplante familiar HLA idéntico en
el primer mes postrasplante. Todas las subpoblaciones analizadas, recuentos totales de
linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+ o colaboradores, linfocitos T CD8+ o citotdxicos,
linfocitos citotoxicos diferenciados con expresibn de CD57+(CD3CD8+CD57+),
linfocitos T activados (CD38+HLADR+), linfocitos T naive (CD45Ra high CD62L+ o
CD27+) y memoria (CD45Ro+), linfocitos T de origen timico temprano (CD45Ra
highCD31+), y linfocitos T reguladores (CD4+CD25+CD127+débil/negativo), mostraron
recuentos menores en el dia +30 en el grupo haploidéntico frente al grupo control. Esta
recuperacion linfoide T retrasada fue especialmente marcada para los linfocitos T CD4+,
que mantuvieron diferencias estadisticamente significativas con el grupo control hasta
el dia +90. Los linfocitos T CD4+ no sobrepasaron los 200/uL en el grupo haploidéntico
hasta el dia +180 (6 meses), mientras que esa cifra habia sido alcanzada ya por el grupo
control en el dia +30 (1 mes). Al final del seguimiento, al afio postrasplante, los recuentos
de CD4+ del grupo control eran normales, pero el grupo de trasplante haploidéntico aun
presentaba una mediana por debajo del limite inferior de la normalidad (<400 CD4+/pL).
Esta recuperacion de CD4+ subdptima en el trasplante haploidéntico no manipulado con
ciclofosfamida postrasplante coincide con lo comunicado por el grupo del Hospital John
Hopkins (84) y del Hospital MD Anderson (87), que postulan que la recuperacion linfoide
T en este tipo de trasplante seria mas parecida a la de un trasplante de donante no
emparentado. La peor reconstitucion CD4+ en los primeros meses condiciona
probablemente la alta tasa de reactivacion CMV y de cistitis hemorragica de origen viral

que aparecen en este tipo de trasplante.
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Los linfocitos T CD8+, aunque también estaban muy comprometidos en el grupo
haploidéntico en el primer mes, mostraron una recuperacion mejor. A los 3 meses, ya
no se observaban diferencias significativas con el grupo control, y a partir de ese punto
aumentaron dramaticamente, alcanzando niveles normales mucho mas precozmente, a

los 6 meses postrasplante.

Estas observaciones sobre las subpoblaciones T CD4+ y CD8+ son también muy
similares a lo publicado por el grupo Chino sobre el modelo de trasplante haploidéntico
no manipulado segun protocolo GIAC(80), con una estrategia de inmunosupresion
postrasplante basada en farmacos linfoliticos como la gammaglobulina antitimocitica en

vez de la ciclofosfamida postrasplante.

En el trasplante haploidéntico no manipulado, para evitar que aparezcan excesivas
tasas de EICR y de rechazo es necesario administrar una profilaxis que incluya una
intensa inmunosupresion T que sobrepase las barreras de la alta disparidad HLA.
Independientemente de la modalidad utilizada, ya sea ciclofosfamida postrasplante o
gammaglobulina antitimocitica, esto condiciona una reconstitucién inmune T retrasada.
Dichas estrategias de inmunosupresion afectan fundamentalmente a los linfocitos T
CD4+ debido a que estos, ademas, son muy dependientes de la actividad timica para
su reconstitucion. Los linfocitos T CD8+, sin embargo, que fundamentalmente se
reconstituyen en base a la proliferacion homeostatica del compartimento periférico
infundido con el producto de trasplante, son capaces de iniciar antes la recuperacion a
pesar de los protocolos de inmunosupresién. Lo hacen fundamentalmente a expensas
de la expansion de linfocitos de memoria, y mantienen una buena reconstitucién sobre

todo a partir del tercer mes postrasplante.

La cinética de recuperacion en el trasplante haploidéntico, aunque retrasada, es similar
a la que se observa en los trasplantes convencionales en cuanto a la distribucion de

subpoblaciones T CD4+ y CD8+ en los primeros 6 meses. En este periodo se objetiva
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un cociente CD4+/CD8+ invertido, debido a que la recuperacion inicial de los linfocitos

T CD8+ de memoria es mucho mas rapida que la de los CD4+.

Reconstitucidn timo-dependiente. Subpoblaciones naive y memoria.

En cuanto a las subpoblaciones T naive y memoria, la reconstitucion inmune en el grupo
haploidéntico fue, igual a lo descrito en la literatura en los trasplantes convencionales, a
base fundamentalmente de linfocitos de memoria (65) durante los primeros 6 meses. A
partir del dia +180 se observé una aparicion progresiva de la reconstitucion timo-
dependiente con aumento de la cantidad de linfocitos naive (CD45Rahigh) y de origen

timico temprano (CD45RahighCD31+).

En cuanto a la comparacion directa con el grupo control, en el dia +30 los linfocitos T
CD4+ y CD8+, tanto naive como de memoria fueron menores en el grupo haploidéntico,
de forma paralela a los linfocitos T totales. Posteriormente, los linfocitos T de memaoria
se reconstituyeron de forma similar en ambos grupos en todos los puntos de estudio, y
sin embargo, los linfocitos T naive y de origen timico temprano se reconstituyeron en el
grupo haploidéntico peor que en el grupo control en los primeros 6 meses. Estos datos
son concordates con lo comunicado por el grupo de MDAnderson en 2012 (87). Dentro
de los linfocitos T naive y de origen timico temprano, la subpoblacién T CD4+ naive y
timica fue significativamente peor en el dia +90 y +180 en el grupo haploidéntico, y a
partir de este punto inicié una recuperacion significativa con recuentos similares en
ambos grupos al afio postrasplante. Los linfocitos CD8+ naive y de origen timico
temprano, sin embargo, se reconstituyeron mas rapidamente en el grupo haploidéntico
sin presentar ya diferencias significativas con el grupo control a partir del dia +90 hasta

el final del seguimiento.

En conclusién, el perfil de reconstitucion tras un trasplante haploidéntico es similar al del
trasplante HLA idéntico convencional, con una reconstitucion en base a células linfoides

de memoria que provienen de la proliferacién periférica de los linfocitos infundidos con
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el trasplante durante los primeros 6 meses, con posterior inicio de la recuperacion
linfoide timo-dependiente. Aunque con una recuperacion de origen timico algo retrasada
en comparacion al trasplante HLA idéntico convencional en posible relacién con una
inmunosupresion mas intensa durante el acondicionamiento, estos hallazgos
demuestran que no existe un dafio timico relevante o limitante en el trasplante
haploidéntico no manipulado con ciclofosfamida postrasplante, ya que los pacientes
mantienen una adecuada recuperacién linfoide naive y de origen timico a partir del dia
+180. Al igual que para los linfocitos T totales la reconstitucién naive y timica de la
subpoblacion CD8+ fue mejor y mas rapida que la de la subpoblacion CD4+. La
constatacion de una adecuada reconstitucion linfoide timo-dependiente es de gran

relevancia en la recuperacién inmune postrasplante a largo plazo.

Carecemos de datos publicados sobre la recuperacién linfoide timo-dependiente en el
trasplante haploidéntico no manipulado con otras estrategias de profilaxis de EICR como
el uso de ATG (Protocolo GIAC), que producen mayor dafio timico que la ciclofosfamida

postrasplante (112).

Linfocitos citotdxicos diferenciados con expresion de CD57+

Los linfocitos T CD8+ con actividad citotoxica y expresion de CD57+, de forma coherente
a lo que se observd con los linfocitos T CD8 en general, tuvieron muy buena
recuperacion en el grupo haploidéntico desde el dia +90 (3 meses), en que ya fueron

similares al grupo control.

Aquellos con expresion de CD28+, lo que traduce un reconocimiento alorreactivo, fueron
significativamente menos frecuentes en el grupo haploidéntico en el dia +30 y +90 y
posteriormente, tras un aumento rapido, fueron iguales a los encontrados en el grupo
control en el dia +180 y los superaron en el +360. La cinética de estos linfocitos en el
grupo control de trasplante familiar HLA idéntico fue diferente, ya que aumentaron solo

en los primeros 3 meses y luego se objetivo una disminucién progresiva de estos. Los
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linfocitos T CD3+CD8+CD57+ CD28 negativos (51,52), de perfil supresor o regulador,
sin embargo, siguieron una cinética paralela en ambos grupos y fueron similares desde
el dia +90. Esta diferencia radica probablemente en que en el trasplante haploidéntico
la ciclofosfamida postrasplante es capaz de eliminar estos linfocitos alorreactivos CD28+
(41) durante los primeros meses postrasplante, produciéndose luego una recuperacion
de esta capacidad y una mayor expresion de activaciéon o aloreactividad a medio y largo
plazo debida a la diferencia HLA. En el trasplante HLA idéntico, por el contrario, estos
linfocitos CD28+ son mas frecuentes en las primeras fases de reconocimiento

alorreactivo y posteriormente disminuyen o se estabilizan.

De forma opuesta a nuestros hallazgos, (80) en el trasplante haploidéntico no
manipulado segun el protocolo GIAC, los investigadores encuentran mayor expresion
de CD28+ en linfocitos T CD8+ en los puntos +30 y +90 en el trasplante haploidéntico
frente a un grupo control, igualandose a partir de este punto, ya que la profilaxis de EICR
de este protocolo incluye farmacos con potente actividad antilinfocitica que no eliminan

selectivamente los linfocitos alorreactivos como lo hace la ciclofosfamida postrasplante.

De este modo, nuestro estudio evidencia en el contexto clinico del propio paciente que
el uso de ciclofosfamida postrasplante efectivamente disminuye selectivamente los
linfocitos aloreactivos in vivo, permitiendo las bajas tasas de EICR aguda caracteristicas

de este tipo de proflaxis en el trasplante haploidéntico no manipulado.

Linfocitos T activados CD38+ HLADR+

Analizando los linfocitos T CD4+ y CD8+ activados segun la expresion de HLADR y
CD38, no se objetivaron diferencias significativas con el grupo control en ninguno de los
puntos analizados. Tanto la buena recuperacion de linfocitos T con actividad citotéxica
CD3+CD8+CD57+ como la presencia de linfocitos T activados a partir de los 3 meses

postrasplante pueden ser marcadores de una adecuada capacidad de respuesta inmune
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en los pacientes sometidos a un trasplante haploidéntico, a pesar de la limitacién que

supone una recuperacion de linfocitos T CD4+ retrasada.

Linfocitos T requladores CD4+ CD25+ CD127+débil/neqgativo

En el analisis, llama la atencién que a pesar de que los linfocitos T CD4+ totales son
significativamente menores al mes y a los 3 meses postrasplante y se mantienen en
niveles moderadamente mas bajos durante todo el periodo de seguimiento en el grupo
de trasplante haploidéntico, los linfocitos T reguladores ya son similares en ambos
grupos a partir del dia +90. La buena recuperacién de esta subpoblacion linfoide T
contribuye a explicar las aceptables tasas de EICR en este tipo de trasplante a pesar de
la elevada disparidad HLA del mismo, ya que los linfocitos T reguladores juegan un

importante papel en el control de esta complicacién aloreactiva (15).

De nuevo, con este hallazgo, nuestro estudio evidencia por primera vez in vivo en el
paciente la actividad selectiva de la ciclofosfamida postrasplante, que como se sugiere
en modelos murinos respeta esta subpoblacion linfoide T reguladora(113), lo que

constituye parte muy importante de su efecto protector frente a la EICR.

Asi mismo, la buena reconstitucion de linfocitos T reguladores es otra expresion de que

en este tipo de trasplante esta preservada la capacidad funcional timica.

7.2. Recuperacion linfoide B.

La recuperacion linfoide B fue lenta en ambos grupos y similar a lo descrito en la
literatura en los trasplantes convencionales (65,70). En el primer mes los recuentos de
linfocitos B fueron peores en el grupo haploidéntico con p significativa, por efecto de la
ciclofosfamida postrasplante sobre esta poblacion. Sin embargo, posteriormente se
inici6 una paulatina recuperacion y los pacientes con trasplante haploidéntico
estudiados alcanzaron recuentos normales aproximadamente a los 6 meses
postrasplante. La recuperacion fue a base practicamente en su totalidad de linfocitos B

naive, y solo a partir del afio postrasplante aparecieron linfocitos B de memoria. Es de
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resefiar que los pacientes del grupo control no habian alcanzado recuentos normales

de linfocitos B al final del seguimiento un afio postrasplante.

De forma paralela, en el trasplante haploidéntico se produjo una adecuada recuperacion
de las inmunoglobulinas séricas a partir de los 6 meses. La inmunoglobulina de tipo IgM
fue la primera en alcanzar niveles normales, seguida por la IgG, que fue normal al final
del primer afio. La IgA no se habia recuperado al final del seguimiento en el dia +360.
La secuencia y cinética de recuperacion de las inmunoglobulinas en el grupo de
trasplante haploidéntico fue igual a la esperada en los trasplantes convencionales, en el
que la IgM se normaliza entre 2 y 6 meses, la IgG entre 3y 18 meses y lalgAentre 1 y
3 afios (65). No fue peor en ningln punto que la del grupo control de trasplante HLA
idéntico, de hecho, los niveles de inmunoglobulinas fueron mejores en el grupo

haploidéntico a partir de los 6 meses que en el grupo control.

Para interpretar correctamente estos resultados, habria que considerar que la peor
reconstitucion linfoide B a medio y largo plazo de nuestro grupo control frente al grupo
de trasplante haploidéntico puede estar en relacion a una mayor proporcion de pacientes
con linfomas B y tratamiento previo con rituximab en este grupo (37.5% vs 16.6%), tal
como se describe en la literatura (114). Aun asi, lo que si se puede concluir es que tanto
la recuperacion linfoide B como la producciéon de anticuerpos tras un trasplante
haploidéntico es adecuada y por lo tanto va a permitir realizar estrategias de vacunaciéon
postrasplante en los mismos momentos en los que normalmente se aplican en un
trasplante HLA idéntico convencional. Al igual que para un trasplante convencional, la
cinética de resonstitucién linfoide B tras un trasplante haploidéntico con ciclofosfamida
postrasplante recuerda la normal ontogenia de la linfopoyesis B. Estos hallazgos son
consistentes con lo observado por Chang y cols. (80), que tampoco encuentran
diferencias en la reconstitucion inmune B con el trasplante haploidéntico segun el

protocolo GIAC frente al trasplante convencional.
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7.3. Reconstitucién NK

La subpoblacién de linfocitos NK es la poblacién que primero se reconstituye tras un
Alo-TPH (65). De forma similar a los que se recoge en la literatura, nuestro grupo control
de trasplante familiar HLA idéntico ya habia recuperado las cifras normales en el dia+30.
El grupo de trasplante haploidéntico, sin embargo, requirié llegar al dia +60 para
alcanzar una mediana que correspondiera a los recuentos normales de células NK, si
bien en el dia +30 hasta un 45% de los pacientes ya habian alcanzado cifras de células
NK superiores al limite inferior de la normalidad. Aun asi, es de resefiar que entre todas
las poblaciones linfoides estudiadas, la poblacion NK es sin duda la que mostré en el
estudio una mejor reconstitucion en el grupo haploidéntico y menores diferencias en lo

gue se refiere a recuentos totales con el grupo control.

La reconstitucion NK se inicia en todos los tipos de trasplante con un aumento del
porcentaje de los linfocitos NK inmaduros con expresion de CD56intensa (CD5619M) y
NKG2A positivos, que en condiciones normales suponen aproximadamente un 10%.
Asi, en ambos grupo se detectaba en el dia +15 en torno a un 20% de células NK
inmaduras. En el grupo de trasplante familiar HLA idéntico el porcentaje de estas células
inmaduras se mantuvo o disminuy0 ligeramente a partir de este punto de seguimiento,
pero en el grupo de trasplante haploidéntico el porcentaje de células NK inmaduras y de
forma paralela la expresién de NKG2A continué aumentando significativamente hasta el
dia +30 en que se alcanzaron porcentajes de mas del 80% en algunos casos, con
posterior disminucion. El porcentaje de células NK inmaduras tanto por la expresion de
CD56"9" como por la de NKG2A fue significativamente superior en el grupo de
trasplante haploidéntico frente al control en todos los puntos estudiados a partir del dia
+30 (+30, +60, +90), lo que claramente refleja que en este tipo de trasplante la
maduracion NK se encuentra retrasada con respecto a los trasplantes convencionales.
Estos datos de reconstitucion NK coinciden con los expuestos por el grupo Chino que

realiza el trasplante haploidéntico no manipulado segun protocolo GIAC (83). No
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podemos sacar conclusiones sobre si este efecto de retraso en la maduracién NK en
nuestro estudio se debe a las diferencias HLA entre donante y receptor o a la modalidad
de profilaxis de EICR con ciclofosfamida postrasplante, si bien el que este hallazgo
también aparezca en el protocolo del grupo Chino que utiliza otra modalidad diferente
de profilaxis podria llevarnos a pensar que la diferencia HLA es la que juega un papel
mas importante. Esto podria tener su explicacion en que la maduracion y educaciéon de
las células NK se produce en condiciones normales por contacto de sus receptores KIR
de tipo inhibitorio con las células estromales de medula 6sea a través de sus ligandos
HLA; en el caso de un trasplante haploidéntico el contacto debe producirse entre las
células NK del donante y las células estromales del receptor, con una elevada diferencia

antigénica.

Al igual que Chang y cols. (83), y en contra de estudios previos (111) que propugnaban
gue las células NK inmaduras que aparecen en el trasplante haploidéntico no tenian una
capacidad citotoxica adecuada, en nuestro estudio la expresion de los receptores
activatorios citotoxicos NKp30 y NKp46 era similar en ambos grupos a partir del dia +30.
La expresién del receptor inhibidor NKG2D, relacionado con respuesta antitumoral (92)
tampoco mostro diferencias significativas entre ambos grupos. Todo ello, aunque sin
disponer de ensayos funcionales que serian necesarios para confirmarlo, apoya la
hipétesis de que las células NK tras un trasplante haploidéntico conservan su capacidad

funcional a pesar de presentar un perfil de maduraciéon mas lento.

Sin embargo, dadas las cada vez mas frecuentes publicaciones que apoyan la
relevancia de la aloreactividad NK en el control de la enfermedad en el campo del
trasplante haploidéntico (115), la observacion de que la maduracién NK esta retrasada
en esta modalidad de trasplante, hace atractiva la idea de reforzar la alorreactividad NK
en estos momentos iniciales postrasplante haploidéntico con alguna estrategia basada

en inmunoterapia adoptiva (116,117).
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Es de resefiar que hasta la fecha no existen publicaciones sobre las caracteristicas de
la reconstitucién NK en el trasplante haploidéntico no manipulado con ciclofosfamida

postrasplante.

7.4. Reconstitucién inmune y Enfermedad injerto contra Receptor en el

trasplante haploidéntico.

Es conocida la relacion existente entre EICR aguda y crénica y reconstitucion inmune
(59,62), y que la presencia de EICR puede empeorar la reconstitucion inmune
postrasplante a medio y largo plazo, tanto por si misma como por los tratamientos
inmunosupresores que requiere para su control. En el contexto del trasplante
haploidéntico no manipulado segun protocolo GIAC, el grupo de Chang y cols. (83)
observo que la cantidad total de linfocitos T CD3+/microlitro y el ratio T/NK en el dia +14
eran predictores de EICR aguda, de forma que aquellos pacientes con mas linfocitos T
y menos NK de forma precoz tenian més posibilidades de desarrollar esta complicacion
(83). En nuestro estudio, no fue posible realizar un analisis multivariante para valorar las
variables predictoras de EICR relacionadas con la reconstitucién inmune, por no tener
suficiente tamafio muestral. En analisis comparativo directo, la reconstituciéon inmune
precoz en el dia +15 (linfocitos T y NK totales y ratio T/NK), no presentaba diferencias
significativas entre los pacientes con y sin EICR aguda. A pesar de algunas tendencias,
tampoco se objetivaron diferencias significativas en la reconstitucién inmune T al mes y
a los 3 meses postrasplante. Estas diferencias entre nuestras observaciones y las del
grupo chino se pueden explicar por la diferente estrategia de profilaxis de la EICR, ya
que en el protocolo GIAC la profilaxis se realiza con potentes farmacos
inmunosupresores que disminuyen los linfocitos T de forma no selectiva en las fases
precoces. La ciclofosfamida postrasplante, por el contrario, produce una eliminacién
dirigida de los linfocitos T alorreactivos, de modo que la poblacion linfoide presente en

fases tempranas esta compuesta fundamentalmente por linfocitos T que tedricamente
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no producirian EICR. Alos 6 meses, sin embargo, si tuvieron peores recuentos linfoides
T totales, CD4+ y CD8+ aquellos pacientes que habian desarrollado EICR aguda. La
reconstitucion inmune T en nuestro grupo, por lo tanto, fue muy similar en términos
generales en los primeros 3 meses en los pacientes con y sin EICR aguda, y sin
embargo, se vio afectada negativamente a partir de los 6 meses (cuando se inicia la
reconstitucion inmune timo-dependiente) en los pacientes con EICR aguda activa. Este
deterioro de la reconstitucion inmune T a medio plazo en los pacientes con EICR aguda
es probablemente secundaria al dafio inducido tanto por la propia patologia como por
los tratamientos necesarios para controlarla. Es de resefiar que los linfocitos T con
expresion de marcadores de activacion si fueron significativamente mejores en el grupo
de pacientes sin EICR aguda, lo que puede significar que en estas fases precoces, a
pesar de una reconstitucion similar, los pacientes sin EICR aguda tienen mejor

funcionalidad y capacidad de activacion linfoide T.

La reconstitucién inmune de origen timico, en cuanto a presencia de células T de
fenotipo naive (CD45Rah CD62L+ o CD27+) y de origen timico temprano (CD45Ra+
CD31+) también fue afectada negativamente por la presencia de EICR aguda activa al
mes y a los 3 meses, especialmente en lo que respecta a los linfocitos T CD4+ naive,
que fueron significativamente menores en estos puntos en los pacientes con EICR
aguda frente a los que no habian desarrollado esta complicacion. A los 6 meses la
reconstitucién de linfocitos T CD4+ naive y timicos también era peor en los pacientes
con EICR, aunque no se pudiera alcanzar una p significativa. La interrelacion entre la
EICR vy la reconstitucién inmune es bidireccional en el trasplante de progenitores
hemopoyéticos. Es conocido que los defectos de funcionalidad timica predisponen al
desarrollo de EICR (16,74) en los trasplantes convencionales, y del mismo modo,
también es un hecho contrastado que la presencia de EICR activa produce dafio timico
(60,62). Nuestros hallazgos serian consistentes con la idea de que este fendbmeno

también ocurre en el contexto del trasplante haploidéntico no manipulado, de modo que
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aguellos pacientes con pobre reconstitucion de origen timico tendrian mayor riesgo para
el desarrollo de EICR, como demuestra la peor reconstitucion de origen timico temprana
(+30) de los pacientes con esta complicacion, y la misma patologia ejerceria una

influencia negativa en la funcionalidad del timo en fases posteriores (+90,+180).

Los linfocitos T reguladores (CD4+CD25+CD127+débil/-), que juegan un papel
fundamental en el control inflamatorio de la EICR aguda (15,118), tuvieron mejores
recuentos precoces (en el dia +30) en los pacientes que no desarrollaron EICR aguda,
con significacion estadistica. Esto nos sugiere que, en el contexto del trasplante
haploidéntico no manipulado, tener una mejor reconstitucion inicial de linfocitos T
reguladores podria prevenir el desarrollo de esta complicacién. Dicha observacion
apoya la instauracion de protocolos de infusion de linfocitos T reguladores de forma
precoz en este tipo de trasplante (34), si bien no serian de utilidad en fases posteriores
dada la buena recuperacion de esta subpoblacién en el grupo haploidéntico a partir del

dia +90.

La reconstitucion NK a nivel global fue peor en los pacientes que desarrollaron EICR
aguda, con peores recuentos totales en el dia +30 y +60, aunque sin diferencias
estadisticamente significativas. Adicionalmente, en cuanto a la maduracion de esta
subpoblacion, los pacientes con EICR aguda tuvieron mayor proporcion de células
inmaduras CD56" e y NKG2A+ en todos los puntos estudiados (+30, +60 y +90), con p
significativa en los 2 dltimos. Estos datos apoyan todas las recientes publicaciones que
sugieren que la poblacion NK tiene un importante papel en el control de la EICR (89), a
través de multiples mecanismos. Probablemente, la interrelacion entre la reconstitucion
NK y la EICR es doble, de forma que aquellos pacientes con peor reconstitucion NK
tanto en términos de recuentos totales como en capacidad de maduracién van a tener
mas probabilidades de desarrollar EICR y esta misma patologia y los tratamientos que

conlleva van a deteriorar asi mismo la capacidad de recuperacion de esta poblacion
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linfoide. Este hallazgo coincide con lo publicado por Chang y cols.(83) en el contexto del

protocolo GIAC, con una diferente estrategia de profilaxis de la EICR.

Como ya se ha expuesto, estas diferencias entre la reconstituciéon inmune de los
pacientes que desarrollan EICR aguda y aquellos que no lo desarrollan ponen en
evidencia posibles interrelaciones a explorar y que podrian derivar en una mejor
prediccion de la aparicion de esta complicacién en un paciente sometido a un trasplante
haploidéntico no manipulado. Asi mismo, abren perspectivas para la deteccion de
posibles dianas para intervenciones terapéuticas frente a la EICR como la infusion de

células T reguladoras (34,118) o de células NK.

7.5. Reconstitucion inmune 'y Citomegalovirus en el trasplante

haploidéntico.

No se encontraron diferencias relevantes en la reconstitucion inmune de los pacientes
sometidos a trasplante haploidéntico que desarrollaron CMV y los que no lo hicieron. De
forma fisiol6gica, en respuesta a la presencia de reactivacion de CMV los pacientes
sometidos a trasplante haploidéntico fueron capaces de aumentar los linfocitos T CD8+
totales y los linfocitos citotéxicos diferenciados con expresiéon de CD57+, que fueron
significativamente mayores a los 3 y 6 meses en los pacientes con CMV frente a los que
no habian reactivado. Este hallazgo es concordante con estudios previos que
demuestran una capacidad conservada de respuesta inmune especifica anti CMV en

esta modalidad de trasplante haploidéntico (84).

La reactivacion de CMV es una complicacion frecuente en el trasplante haploidéntico
con ciclofosfamida postrasplante, debido a su reconstitucién inmune T retrasada, sin
embargo, las reactivaciones son bien controladas con tratamiento antiviral y raramente
son causa de mortalidad en estos pacientes, probablemente gracias a la capacidad de

respuesta inmune especifica que conservan ante el estimulo de la reactivacion.
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7.6. Reconstitucién inmune y supervivencia en el trasplante haploidéntico.

En cuanto a la influencia de la reconstitucién inmune precoz en la supervivencia, tanto
el grupo de la universidad de Pekin (81,82) como el grupo de Baltimore (85) han
demostrado la importancia pronéstica del ALC30 (recuento linfocitario absoluto en el dia
+30) en el trasplante haploidéntico no manipulado. El grupo Chino observé que los
pacientes con ALC30>300/uL tenian menos recaidas, menor mortalidad infecciosa,
mejor supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, y menos mortalidad no
relacionada con la recaida. El grupo del Hospital Johns Hopkins comunicé en el
congreso de la Sociedad Americana de Hematologia que tener ALC30 mayor de 200/uL
predecia mejor supervivencia global y libre de enfermedad en sus pacientes. Nuestro
estudio estéa realizado en el contexto de un protocolo de trasplante haploidéntico con
algunas adaptaciones al protocolo Johns Hopkins, como el uso de sangre periférica y la
sustitucion de la radioterapia por busulfan. En nuestro andlisis el punto mas
discriminativo para la relaciéon entre el ALC30 y la supervivencia fue el de 300/uL y
teniendo en cuenta este punto de corte efectivamente los pacientes por encima de estos
recuentos tuvieron mejor supervivencia global y libre de enfermedad en las curvas
Kaplan Meyer, si bien el tamafio muestral fue una limitacion para obtener diferencias
estadisticamente significativas. La mortalidad infecciosa también fue menor en aquellos
pacientes con ALC30 >300/ uL. Dada la consistencia de todos los datos acumulados
tanto en las diferentes publicaciones como en nuestro estudio, se puede considerar que
el ALC30 o recuento linfocitario total en el dia +30 es una determinacién de gran utilidad
para valorar el prondstico global de supervivencia postrasplante en el contexto del
trasplante haploidéntico no manipulado. Esta determinacién tiene ademas la ventaja de
poder obtenerse a través de una tecnologia tan sencilla, rapida y accesible como un
contador hematoldgico convencional. Adicionalmente, en el estudio de la relacion entre

la reconstitucion inmune precoz postrasplante y la supervivencia, se analizaron los
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Linfocitos T totales y los CD4+/uL en el dia +30. Solo los Linfocitos T CD3+ totales+/uL
fueron discriminativos. Los pacientes con mas de 180 linfocitos T/pL en el dia +30
tuvieron mejor supervivencia global (p no sig.) y menor mortalidad infecciosa. En
conclusion, podemos afirmar que nuestros resultados confirman la relevancia de la
reconstitucion inmune precoz en la evolucién clinica del trasplante haploidéntico no

manipulado.

Diversos autores han demostrado que en el contexto del trasplante convencional HLA
idéntico, la reconstitucién inmune de linfocitos T CD4+ a medio plazo se relaciona con
la supervivencia de forma independiente. Kim y cols. y Berger y cols. (75,76)
demostraron que aquellos pacientes que alcanzaban recuentos de linfocitos T CD4+
mayores de 200 por microlitro a los 3 meses postrasplante tenian mejor supervivencia.
Analizando la reconstitucién de linfocitos T CD4+ a los 3 meses postrasplante en nuestro
grupo de trasplante haploidéntico, a pesar de no obtener significacion estadistica debido
al escaso tamafio muestral, aquellos pacientes con mas de 200 Linfocitos T CD4+/uL
en el dia +90 tuvieron mejor tasa de supervivencia global que los que no habian
alcanzado estos recuentos. La supervivencia libre de enfermedad, sin embargo, no se
vio afectada por este dato. Este hallazgo apoya la afirmacion de que en el trasplante
haploidéntico no manipulado la reconstitucion inmune T CD4+ a medio plazo también
parece tener relevancia pronostica de forma similar que en el trasplante HLA idéntico

convencional.

Al analizar si la cantidad de células NK inmaduras CD56 9"t en |la reconstitucion precoz
postrasplante haploidéntico tenian alguna influencia en la supervivencia global y libre de
enfermedad, tal como ha demostrado Chang y cols. (83) en el trasplante haploidentico
con protocolo GIAC, se observé que en nuestros pacientes tanto el porcentaje de células
NKCD56+19" como los recuentos totales de estas células en el dia +15 no producian
ninguna influencia sobre la supervivencia. Extendiendo el analisis hasta el dia +30, en

que disponiamos de mayor numero de muestras, aquellos pacientes con un porcentaje
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mayor de células NK CD56 Pight (punto de corte 78%), tuvieron mejores tasas de
supervivencia global (p<0,05) y libre de enfermedad (p no sig) en las curvas Kaplan

Meyer.

Aunque es dificil interpretar estos resultados, las células NK han demostrado tener una
especial relevancia en el contexto del trasplante haploidéntico, por lo que este hallazgo
puede tener su importancia. Nuestros resultados ademas, van en la misma direccién
que los del grupo Chino de trasplante haploidéntico segun protocolo GIAC, que defendia
que estas células NK CD56P9" eran beneficiosas debido a su perfil mas

inmunoregulador que citotoxico.

7.7. Observaciones finales y limitaciones del estudio.

El estudio objeto de esta tesis, con la principal limitacién derivada del tamafio muestral,
tiene sin embargo el valor de un disefio prospectivo con una cohorte de control
simultanea que permite una comparacion directa sin los factores de confusion derivados
del uso de cohortes histéricas en el campo del trasplante, en que la evolucién clinica de
los pacientes mejora en gran medida en relacién a las décadas y la experiencia de los
centros trasplantadores. Ademas constituye la primera evidencia publicada sobre la
reconstitucion inmune en el trasplante haploidéntico no manipulado con ciclofosfamida
postrasplante con sangre periférica como fuente de progenitores y acondicionamiento
basado en busulfan. De hecho, dada la reciente implantacion en la practica habitual del
trasplante haploidéntico no manipulado, aun son escasas las publicaciones sobre
reconstitucion inmune en el contexto de otros protocolos similares. El estudio pone en
evidencia diferencias sustanciales en la reconstitucion inmune de este tipo de trasplante
frente al trasplante HLA idéntico convencional que proporcionan una base para explicar
sus peculiaridades clinicas como la escasa incidencia de EICR y las mayores tasas de

reactivaciones CMV y otras complicaciones infecciosas. A su vez constata que a pesar

126



de la intensa inmunosupresion que es necesaria para superar las barreras de la
diferencia HLA inherentes al trasplante haploidéntico, la estrategia de profilaxis de la
EICR basada en ciclofosfamida postrasplante permite una reconstitucion inmune
suficiente a medio y largo plazo, aunque ligeramente retrasada en los estadios iniciales,

y que es responsable en parte del buen resultado clinico de este tipo de trasplante.

Las diferencias objetivadas abren también posibilidades de explorar los resultados del
uso de diferentes modalidades de terapia celular para mejorar los aspectos mas
comprometidos, como por ejemplo la infusion precoz de células NK cuya maduracion
esta retrasada, o el uso de interleucinas estimulantes de la reconstitucion inmune T (IL7,

IL15) en fases muy precoces (57).

La infusién de linfocitos T reguladores, que se ha propugnado para mejorar la evolucién
clinica en los trasplantes haploidénticos manipulados o seleccionados (33), seria menos
necesaria en el trasplante haploidentico no manipulado con ciclofosfamida
postrasplante, ya que esta estrategia de inmunosupresidn preserva la reconstitucion de
esta subpoblacién T como se demuestra en nuestros pacientes. Unicamente podrian
jugar un papel en las fases mas precoces, si se confirma nuestra observacion de que
aquellos pacientes con peor reconstitucion de linfocitos T reguladores en el primer mes

van a presentar mas EICR aguda.

Asi mismo, el valor de la infusién de linfocitos T especificos anti-CMV seria discutible.
Por una parte la elevada tasa de reactivaciones CMV de este tipo de trasplante y su
recuperacion de linfocitos T CD4+ retrasada hacen pensar que su uso podria ser
beneficioso en este tipo de trasplante. Sin embargo, la capacidad de reaccién de los
linfocitos T citotéxicos CD8+ ante la reactivacion que se observa en el estudio y la
adecuada respuesta de los pacientes a los tratamientos antivirales no apoyaria su uso
profilactico, si bien podria ser de utilidad su uso terapéutico en los pacientes con mayor

namero de reactivaciones o peor control de estas.
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En cuanto a las limitaciones del estudio para detectar estas diferencias, la principal es
el escaso tamafio muestral alcanzado, especialmente en el grupo control, lo que

disminuye su potencia estadistica.

En cuanto al impacto de la reconstitucion inmune en los resultados clinicos del
trasplante, fundamentalmente en la EICR y la supervivencia, el analisis se ha visto
limitado igualmente por el tamafio muestral, la mediana de seguimiento y la
imposibilidad de realizar un andlisis multivariante para evitar variables de confusién. Sin
embargo el estudio sefiala en el andlisis univariante y en las curvas de superviencia
posibles variables con influencia clinica relevante como los factores de reconstitucion
inmune precoz, ALC30, linfocitos T reguladores, etc, que deben ser explorados y
contrastados con mayor numero de pacientes. Estos hallazgos presentan ademas el
valor afiadido de confirmar observaciones previas de otros grupos en el ambito del
trasplante haploidéntico no manipulado, y constituyen una fuente atractiva para futuras

investigaciones en este campo.
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Se podria afirmar en general, que la reconstitucion inmune tras un trasplante
haploidéntico no manipulado con altas dosis de ciclofosfamida postrasplante es
suficiente y permite una buena evolucién clinica de los pacientes.

La reconstitucién inmune en el primer mes postrasplante es peor en este grupo
de trasplante haploidéntico no manipulado que en el de trasplante familiar HLA
idéntico sobre todo en lo que respecta a las poblaciones linfoides T. A partir de
este punto, la reconstitucién de los linfocitos T CD8+ o citotoxicos en el trasplante
haploidéntico es buena y muy similar a la del trasplante HLA idéntico, mientras
que la recuperacion de los linfocitos T CD4+ esta retrasada en el primer afio, lo
que puede condicionar las altas tasas de reactivacion CMV Yy cistitis hemorragica
de origen viral que se describen en este tipo de trasplante.

La funcionalidad del timo después de este protocolo de trasplante haploidéntico
no manipulado esta conservada, y la reconstitucién naive y de origen timico
aparece de forma adecuada a partir de los 6 meses postrasplante.

Los linfocitos T reguladores, al contrario que el resto de subpoblaciones T CD4+,
muestran una excelente recuperacion en este protocolo de trasplante
haploidéntico no manipulado. Esto contribuye a explicar la baja incidencia de
EICR en este tipo de trasplante a pesar de la amplia diferencia HLA y su
presencia es parte del efecto protector frente al EICR de la ciclofosfamida
postrasplante.

La reconstitucion B tanto en términos de recuentos linfocitarios, maduracion y
niveles séricos de inmunoglobulinas en este protocolo de trasplante
haploidéntico, es adecuada y similar a la del trasplante HLA idéntico familiar.

La poblacién NK es la que mas rapidamente se reconstituye en este protocolo
de trasplante haploidéntico, con una recuperacién muy precoz de los recuentos

normales. Sin embargo, la maduracion NK se encuentra retrasada en los
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primeros 3 meses respecto al trasplante familiar idéntico, aunque con expresion
conservada de receptores activadores e inhibidores no KIR.

En aquellos pacientes con EICR aguda destaca una peor reconstitucion de
origen timico, peor recuperacion precoz de linfocitos T reguladores, y una
maduracion NK mas retrasada.

Los pacientes sometidos a este protocolo de trasplante haploidéntico no
manipulado con ciclofosfamida postrasplante conservan la capacidad de
respuesta de los linfocitos T CD8+ con expresion de marcadores citotdxicos
CD57+ ante una reactivacion del citomegalovirus.

En el grupo de trasplante haploidéntico no manipulado, aquellos pacientes con
mejor reconstitucion inmune precoz en términos de “recuento linfocitario total” en
el dia +30 (ALC30), tienen tendencia a una mejor supervivencia global, libre de
enfermedad y menor mortalidad infecciosa, lo que confirma la utilidad clinica de

esta determinacion.
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Anexo |. Lista de tablas

Tabla 1. Resultados clinicos comparativos trasplante haploidentico frente a familiar idéntico protocolo
GIAC.

Tabla 2. Inmunidad innata y adaptativa. Caracteristicas y células implicadas.

Tabla 3. Caracteristicas de la reconstitucion inmune temprana no timo-dependiente.

Tabla 4. Receptores de células NK y principales funciones.

Tabla 5. Paneles de combinaciones de anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio en los
diferentes puntos.

Tabla 6. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes del grupo de trasplante haploidéntico y del
grupo control de trasplante alogénico familiar idéntico. Todos los resultados expresados en mediana y
percentiles 25-75.

Tabla 7. Recuentos linfoides T en grupo haploidéntico y grupo control. Expresados en células por
microlitro, mediana y percentiles 25y 75.

Tabla 8. Comparacion de las poblaciones linfoides T naive y de memoria entre ambos grupos expresados
en células/microlitro.

Tabla 9. Comparacién de la reconstitucion de los linfocitos de origen timico entre ambos grupos
expresados en células/microlitro.

Tabla 10. Comparacidn entre las poblaciones de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ en grupo
haploidéntico y grupo control, expresados en células/microlitro.

Tabla 11. Porcentaje de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ con expresion de CD28 positivo.

Tabla 12. Recuentos de los linfocitos T CD4+ y CD8+ con expresion de marcadores de activacion en ambos
grupos, expresados en células/microlitro.

Tabla 13. Comparacion de los recuentos de Linfocitos T reguladores entre ambos grupos, expresados en
células/microlitro.

Tabla 14. Recuentos linfocitos B en ambos grupos, expresados en células/microlitro.
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Tabla 15. Recuentos absolutos de Linfocitos B Naive y de memoria en ambos grupos, expresados en
células/microlitro.

Tabla 16. Niveles de inmunoglobulinas en los puntos de estudio entre ambos grupos, expresados en
mg/dl.

Tabla 17. Recuentos totales de células NK expresadas en células/microlitro.

Tabla 18. Porcentaje de células NK inmaduras y maduras, con expresion alta y baja de CD56 (CD56bright
y CD56dim) .

Tabla 19. Expresion de marcadores no KIR en las células NK en ambos grupos.

Tabla 20. Medianas y comparacién de subpoblaciones en el grupo haploidéntico entre los pacientes sin y
con EICR aguda.

Tabla 21. Medianas y comparacién de subpoblaciones NK y expresidn de receptores no KIR en el grupo
haploidéntico entre los pacientes con y sin EICR aguda.

Anexo Il. Lista de figuras.

Figura 1. Probabilidad de supervivencia global en afios postrasplante en enfermedad temprana segun
diferencias HLA. Original de Pidala y cols.

Figura 2. Algoritmo de eleccién de donante del grupo europeo de trasplante.

Figura 3. Protocolo original Johns Hopkins comparado con protocolo adaptado HGUGM.

Figura 4. Representacion grafica del equilibrio de fuerzas inmunes en el trasplante alogénico de
progenitores hemopoyéticos y factores influyentes.

Figura 5. Grafico de la reconstitucidon inmune. Adaptado de Williams y cols.

Figura 6. Grafico de reconstitucion inmune de las subpoblaciones linfocitarias post trasplante alogénico.
Adaptada de Williams y cols. Eje vertical porcentaje de recuperacion, eje horizontal meses postrasplante.
Figura 7. Principales fases de inmunosupresion postrasplante y riesgo infeccioso. Adaptada de Tomblyny
cols.

Figura 8. Original de Ciurea y cols. Recuperacion de las subpoblaciones linfoides T tras un trasplante
haploidéntico o manipulado(TCR) o con depleciéon T (TCD). A. Reconstitucién de linfocitos T CD8+. B.
Reconstitucion de linfocitos T CD4+. E. Reconstitucidn de células NK. F. Reconstitucion de linfocitos B.

Figura 9. Reconstitucion inmune de linfocitos T en trasplante haploidéntico frente a donante HLA idéntico

emparentado y no emparentado. Original de Di Stasi et al.
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Figura 10. Protocolo de acondicionamiento mieloablativo del trasplante haploidéntico no manipulado.
Figura 11. Protocolo de acondicionamiento no mieloablativo del trasplante haploidéntico no manipulado.
Figura 12. Protocolo de acondicionamiento Bux-Flu mieloablativo.

Figura 13. Acondicionamiento Bux —Flu no mieloablativo.

Figura 14. Protocolo de acondicionamiento Flu-Mel no mieloablativo.

Figura 15. Reconstitucion de linfocitos T CD4+ totals(15a) y T CD8+ totals(15b) en ambos grupos.

Figura 16. Comparacidon entre células T Naive y de Memoria por microlitro en ambos grupos
(+30,+90,+180,+360). Fig. 16a. Linfocitos T CD4+ Naive y Memoria en ambos grupos. Fig. 16b. Linfocitos T
CD8+ Naive y Memoria en ambos grupos .

Figura 17. Reconstitucidn de las poblaciones T Naive y de memoria en ambos grupos.

Figura 18. Reconstitucion de los linfocitos de origen timico en ambos grupos.

Figura 19. Reconstitucidn de linfocitos T citotdxicos CD3+CD8+CD57+ en ambos grupos.

Figura 20. Reconstitucién de linfocitos T con expresion de marcadores de activacion.

Figura 21. Reconstitucion de Linfocitos T reguladores.

Figura 22. Reconstitucién linfoide B en ambos grupos.

Figura 23. Distribucion de los linfocitos B en linfocitos B Naive y de memoria en ambos grupos. Resultados
expresados en células/microlitro.

Figura 24. Reconstitucién 1gG, IgM, IgA en ambos grupos.

Figura 25. Reconstitucién NK en ambos grupos.

Figura 26. Porcentaje de Células NK CD56 Bright /Expresion de NKG2A en ambos grupos.

Figura 27. Porcentaje de expresion de NKp46 y NKp30 en ambos grupos.

Figura 28. Porcentaje de expresion de NKG2D en ambos grupos.

Figura 29. Linfocitos T totales segun la presencia o no de EICR aguda.

Figura 30. Linfocitos T CD4+ Naive por microlitro segun la presencia o no de EICR aguda.

Figura 31. Linfocitos T CD4+ de origen timico segun la presencia o no de EICR aguda.

Figura 32. Linfocitos T CD4+ reguladores por microlitro segun la presencia o no de EICR aguda.

Figura 33.Comparacion de reconstitucion NK entre pacientes con y sin EICRa. 33a.NK totales por
microlitro. 33b. Expresidon de NKP46. 33c. Porcentaje de NK inmaduras (CD56 &), 33d. Porcentaje de
NKmaduras (CD569™).

146



Figura 34. Subpoblaciones CD8+ y linfocitos T citotdxicos en pacientes con y sin reactivacion CMV.
Figura 35. Curvas de supervivencia global segin el ALC 30.

Figura 36. Curvas de supervivencia global segun Linfocitos T CD3+ en el dia +30.

Figura 37. Curvas de supervivencia global segun los Linfocitos T CD4+ a los 3 meses.

Figura 38. Curvas de supervivencia libre de enfermedad segun el ALC 30.

Figura 39. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa e el grupo haploidéntico.

Figura 40. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa segun el ALC30.

Figura 41. Incidencia acumulada de mortalidad infecciosa segun los linfocitos T dia +30.

Figura 42. Curvas de supervivencia global segun el porcentaje de células NK con expresion intensa de
CD56 (CD56Bright).

Figura 43. Curvas de supervivencia libre de enfermedad segun el porcentaje de células NK con expresidn

intensa de CD56 (CD56 °rieht),
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