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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
ADN = acido desoxiribonucléico

AREB = anemia refractaria con exceso de blastos
ATG = globulina antitimocitica

BU = Busulfan

CFU-GM = unidades formadoras de colonias granulomonociticas
CSA = ciclosporina A

CY = ciclofosfamida

CPH = células progenitoras hematopoyéticas
CMV = citomegalovirus

CNT = celularidad nucleada total

DNE = donante no emparentado

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group
EICH = enfermedad injerto contra huésped

EBMT = European Group for Blood and Marrow Transplantation
EMR = Enfermedad minima residual

FISH = fluorescencia con hibridacién in situ

FLU = fludarabina

HLA = Antigeno leucoitario humano

LLA = leucemia linfoblastica aguda

LLC = leucemia linfoide cronica

LMA = leucemia mieloide aguda

LMC = leucemia mieloide crénica

LNH = linfoma no Hodgkin

MRT = mortalidad relacionada con el trasplante

PCR = polymerase chain reaction
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PH = progenitores hematopoyéticos

SCU = sangre de cordon umbilical

SLE = supervivencia libre de enfermedad

SMD = sindrome mielodisplasico

STR = short tandem repeat

TMO = trasplante de medulla ésea

TPH = trasplante de progenitores hematopoyéticos
TSCU = trasplante de sangre de cordén umbilical
VEB = virus de Epstein Barr

VNTR = variable number of tandem repeats
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Introduccion

1.1 RESENA HISTORICA

Aungue el conocimiento de las funciones de la médula 6sea se remonta al siglo
XIX, el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) no comienza su verdadero
desarrollo hasta bien entrada la segunda mitad del siglo XX. Existe documentacion
sobre la infusién de pequefias cantidades de médula 6sea en humanos para tratar la
aplasia medular que data de los afios 1939 y 1940 sin obtener resultados
satisfactorios. Entre estos fracasos y la realizacion de lo que realmente pueden ser
considerados los primeros trasplantes alogénicos en humanos existe un periodo de
escasos avances clinicos. La idea de poder trasplantar la médula de un donante sano
para tratar hemopatias diversas estaba en la mente de algunos cientificos, mas adn
cuando Jacobson(1) y Lorenz(2) demostraron que la infusion de células del bazo o
médula 6sea previamente conservadas ofrecia un efecto protector en ratones frente a
dosis letales de irradiacion. Lo que inicialmente fue atribuido a fendbmenos mediados
por hormonas o factores de crecimiento contenidos en el producto infundido acabé por
demostrarse que obedecia a mecanismos celulares con una alta participacién de
fendmenos inmunoldgicos. A este hecho contribuyd la demostracion de quimeras de

células procedentes de distintas fuentes.

Los primeros intentos de trasladar estas experiencias a los humanos resultaron
de forma casi constante en continuas decepciones. Aunque en 1959 Thomas et al.(3)
reportaron el primer caso de TPH singénico en una paciente con leucemia tratada con
altas dosis de radioterapia y que tras la infusién de la médula 6sea se recupero de la
aplasia y mantuvo la remision durante cuatro meses, sus primeros datos usando
donantes alogénicos resultaron mucho menos esperanzadores. En 1970 Bortin
consiguiod recopilar informacion referente a unos 200 trasplantes con resultados
verdaderamente desalentadores ya que todos ellos habian fracasado(4). Los
problemas principales a los que se enfrentaban los investigadores, sin tener clara
conciencia de ello, eran el fallo del injerto y la enfermedad del injerto contra el huésped
(EICH), debido en gran medida al profundo desconocimiento del sistema mayor de

histocompatibilidad durante aquella etapa.

Mientras tanto, los estudios en animales prosiguen y en 1959 Billingham et al.
describen las reacciones observadas en ratones tras la infusion de células alogénicas
de médula 6sea o bazo como un sindrome clinico consistente en lesiones cutaneas,
diarrea, deterioro general y finalmente la muerte(5). Este cuadro clinico fue
inicialmente denominado como “runt disease” o enfermedad secundaria, constituyendo

posteriormente lo que hoy conocemos como EICH. De estas observaciones se extraen
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Introduccion

conclusiones que seran de vital importancia para el desarrollo del TPH y entre las que

destacamos(6):

- La existencia de células alogénicas en el receptor es necesaria para la

aparicion de la enfermedad secundaria.
- Esta no aparece con el uso de donantes singénicos.

- Laincidencia y gravedad de la enfermedad secundaria esté relacionada

con las discrepancias en diversos antigenos entre donante y receptor.

Paralelamente a estas observaciones se desarrolla el conocimiento de los
antigenos leucocitarios humanos o sistema HLA, destacando su importancia en la
compatibilidad entre tejidos. Diversos estudios en animales resaltan este hecho, asi
como la utilidad de la inmunosupresion, generalmente con metotrexate, en el éxito de
estos trasplantes. Se da paso de esta manera a los estudios modernos en TPH en la
década de los afios 70, basados en la utilizacién de donantes familiares con identidad
en el sistema HLA y en los que progresivamente se observa una mejora significativa
en los resultados obtenidos. Estos resultados, junto con la ausencia de donantes
familiares en muchos casos, estimulan el uso de donantes no emparentados,
comunicdndose en 1979 el primer trasplante de progenitores hematopoyéticos de
donante no emparentado (TPH-DNE) llevado a cabo con éxito(7). Minimizado el riesgo
de fallo de injerto, las complicaciones fundamentales que limitan el éxito del
procedimiento son la EICH, las infecciones oportunistas y la recaida de la propia

enfermedad que motiva el trasplante.

Hasta ese momento las claves fundamentales del éxito del TPH habian
residido por tanto en el conocimiento y respeto de la barrera de histocompatibilidad.
Esta actitud implica otro problema que conforme las indicaciones del trasplante van
expandiéndose comienza a cobrar mas importancia. Se trata de la carencia de un
donante adecuado para muchos pacientes junto con el largo tiempo requerido para
encontrarlo en otros muchos casos. En este nuevo contexto, la blusqueda de fuentes
alternativas cobra especial importancia y se inicia el desarrollo del trasplante
haploidéntico seguido del trasplante de progenitores de sangre de corddn umbilical

(TSCU) como alternativas a las formulas convencionales.

Las caracteristicas de las células de sangre de corddn umbilical (SCU)
permiten abordar el trasplante a partir de injertos con discrepancias en los principales
antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad y en 1989 Gluckman et al.(8)
llevan a cabo el primer TSCU en un nifilo con anemia de Fanconi. Sin embargo, la

escasa cantidad de células contenidas en un injerto de sangre de cordén umbilical
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Introduccion

reavivan los temores referentes al fallo de injerto y demoran el uso de esta fuente de
progenitores en pacientes adultos. Hasta el afio 1996 no se realiza el primer TSCU en
un paciente adulto diagnosticado de una LMC, demostrando que el procedimiento es
factible en estos enfermos(9). A partir de ese momento, y fundamentalmente durante
la dltima década, el TSCU ha experimentado un notable crecimiento. Dadas las
particularidades de la sangre de cordon umbilical, la investigacion en los distintos
aspectos del injerto hematopoyético se ha convertido en una de las lineas de trabajo

fundamentales en el TSCU.

La investigacién en el campo del TPH y las areas directamente relacionadas
con ella han dado lugar a grandes trabajos y notables personalidades del mundo
cientifico. Citar a todas ellas y sus respectivas contribuciones resulta imposible en una
mera resefia histérica pero entre todos ellos destacan tres nombres vinculados a esta
disciplina y que fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina. Se trata de los
Drs. Medawar y Burnett, premiados en 1960 por la descripcion de la tolerancia
inmunolégica adquirida, el Dr. Jean Dausset en el afio 1980 por el descubrimiento del
sistema HLA y el Dr. E. Donnall Thomas que recibio el galardon en 1990 por su

trayectoria en la investigacion y desarrollo del trasplante de médula 6sea.
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Introduccion

1.2 TRASPLANTE DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Los continuos avances que se han producido en el campo del TPH alogénico
durante las ultimas décadas han traido como resultado un aumento importante de su
namero de indicaciones. Hoy en dia, el TPH alogénico se utiliza para el tratamiento de
diversas enfermedades y en muchos casos es considerada como la Unica opcién
terapéutica curativa para determinados pacientes. A su vez, las mejoras acontecidas
han permitido extender la aplicacion de este procedimiento a pacientes que antes no
eran considerados candidatos a un TPH debido a diferentes condiciones clinicas que
hacian presagiar una mala tolerancia, y que generalmente estan asociadas a la edad y

a la disfuncién de 6rganos por enfermedades acompafantes.

A pesar de este crecimiento en el nimero de indicaciones clinicas, el hermano
con identidad HLA completa, que es considerado como el donante ideal, esta
disponible s6lo para un 30% de los pacientes que necesitan un TPH. Se hace por
tanto necesario el uso de fuentes alternativas de células progenitoras, si se pretende
ofrecer este procedimiento al maximo nuimero de candidatos posible. La busqueda de
un donante no emparentado entre los mas de siete millones de voluntarios que existen
entre los distintos registros soélo tiene éxito en aproximadamente el 50-70% de los
casos. Ademas, en muchas ocasiones, el tiempo requerido para encontrar el donante
adecuado puede ser demasiado largo, comprometiendo la realizacién final del

trasplante.

Por las razones sefialadas anteriormente, la investigacion en el &rea del TPH
alogénico durante los ultimos afios se ha desarrollado de manera importante en la
busqueda de fuentes alternativas de progenitores hematopoyéticos, entre los que han
destacado la médula 6sea y la sangre circulante de donantes haploidénticos y la
sangre de cordon umbilical de donantes no emparentados. En los Ultimos afios se han
puesto en funcionamiento un ndmero importante de bancos publicos para el
almacenamiento de sangre de cordon umbilical, que han permitido incrementar de
forma notable el nimero de unidades almacenadas disponibles para proceder al

trasplante.

Desde que en 1988 Gluckman et al.(8) realizaran de forma exitosa el primer
trasplante de sangre de cordén umbilical en un nifio con anemia de Fanconi grave, a
partir de células de un donante hermano HLA-idéntico, el nimero de procedimientos
ha ido creciendo de forma exponencial. Este espectacular crecimiento ha tenido su
mayor impacto en la poblacion infantil, en la que esta modalidad de trasplante ha ido

ganando una gran aceptacion y, por tanto, considerado un procedimiento estandar.
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Introduccion

Por el contrario, el bajo nimero de células progenitoras hematopoyéticas (CPH)
contenidas en una unidad de sangre de corddén umbilical en comparacion con la
médula 6sea o la sangre periférica movilizada, asi como el mayor peso de los
pacientes adultos, ha ralentizado el desarrollo de este procedimiento en pacientes de
edad més avanzada, fundamentalmente por las incertidumbres relacionadas con el
injerto hematopoyético. Como consecuencia de esto, los primeros trabajos acerca del
TSCU-DNE en pacientes adultos se limitaban a un escaso nimero de series que
incluian mas de 20 pacientes(10, 11). Estos trabajos mostraron efectivamente que la
probabilidad de injerto se quedaba en torno a un 90%, mientras que este injerto
sucedia en una mediana de 27 dias(10), lo que representaba una cinética de
recuperacion de la neutropenia sensiblemente peor a la observada con médula 6sea o
sangre periférica de donante no emparentado. En estos estudios, el nUmero de células
nucleadas totales (CNT) emergia como el factor con mayor influencia significativa en el
injerto tras TSCU. Aunque la mayoria de los trabajos desarrollados hasta ahora no han
demostrado una ventaja clara del TPH-DNE usando fuentes convencionales frente al
TSCU, una de las limitaciones mas importantes en el desarrollo de este ultimo ha sido
la cinética del injerto y la probabilidad de que este no ocurriese, lo que ha conducido al

desarrollo de estrategias clinicas para mejorar la recuperacion hematopoyética.

El estudio del quimerismo hematopoyético para valorar el porcentaje de células
del donante y del receptor es una de las herramientas principales de que se dispone
en la actualidad para poder analizar el injerto hematopoyético durante el curso de un
trasplante y predecir una probable pérdida del mismo. La mayoria de los estudios de
quimerismo se han centrado en trasplantes con acondicionamientos no mieloablativos
mediante la realizacion de estudios seriados. No obstante, existen algunos datos que
sugieren que el estado del quimerismo precoz tras el trasplante, analizado en un Unico

punto, podria dar informacién muy valiosa acerca del futuro del injerto(12).

1.3 CARACTERISTICAS DE LA SCU

La evolucion de los pacientes que reciben un alo-TPH esta influenciada por
multiples variables. Algunas de ellas tienen que ver con el propio paciente, tal y como
sucede con el estado clinico del paciente valorado segun la escala del Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) u otras, la presencia de comorbilidades
afiadidas, la edad o los antecedentes en el tratamiento y manejo de la enfermedad que
motiva el trasplante. Sin embargo, otras de las variables que pueden condicionar el

éxito del trasplante radican en las caracteristicas especificas del inéculo de células
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Introduccion

progenitoras. En este sentido es bien conocido que la sangre de cordén umbilical
presenta diferencias significativas con otras fuentes de progenitores como pueden ser

la médula ésea o la sangre periférica movilizada. La Tabla 1 muestra algunas de las

peculiaridades de la sangre de corddn.

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de la sangre de

cordén umbilical

Ventajas y Desventajas

Reactividad inmunoldgica reducida
Inmadurez de los linfocitos de cordon y

menos células T

Dosis celular baja

Menos progenitores hematopoyéticos y

células madre

Baja incidencia de transmision al feto
de infeccion por CMV y VEB

In6culo almacenado

Posibilidad de enfermedades

hereditarias desconocidas

Implicaciones Clinicas

Un mayor grado de disparidad HLA es
posible

Una mayor probabilidad de encontrar un
donante valido y por tanto un menor

tiempo hasta el trasplante

Menos riesgo y gravedad de EICH aguda

y cronica

Teodricamente una mayor probabilidad de
fallo de injerto (por dosis celular, no por
rechazo inmunoldgico). Retraso en la

recuperacion hematopoyeética.

Bajo riesgo de transmitir infecciones por
virus latentes como CMV o VEB al
receptor del trasplante

No hay riesgo de rechazo del donante a

la donacion

No existe riesgo para el donante

Tedricamente existe el riesgo, aunque
remoto, de transmision de una

enfermedad genética
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Introduccion

1.3.1. Dosis celular de la SCU

La condicion indispensable para poder realizar un TPH es la disponibilidad de
un in6culo con un nimero suficiente de células progenitoras hematopoyéticas. Si bien
existen algunas discrepancias a la hora de caracterizar estas CPH, existe un amplio
acuerdo en que la presencia de un nimero adecuado de células CD34+ es suficiente
para garantizar un injerto estable. La principal preocupacién referente a la SCU en los
primeros afios en los que se planted su uso para trasplante fue precisamente el menor
contenido total de células progenitoras. De ahi que los experimentos iniciales se
centrasen en demostrar su capacidad potencial para regenerar una médula 6sea tras

un tratamiento mieloablativo.

La SCU es un tejido de origen humano que normalmente se desecha tras el
parto. Corresponde a parte de la sangre fetal que queda retenida en la placenta y
cordon umbilical una vez se produce la ligadura de este ultimo tras el alumbramiento.
El motivo de plantearse el uso de la SCU como posible fuente de progenitores para el
TPH radica en los estudios realizados sobre la sangre fetal durante el periodo de
gestacion. A lo largo de ésta, los nucleos principales de la hematopoyesis van
cambiando de ubicacion en el feto, lo que obliga a que exista un proceso de continua
movilizacién de progenitores hematopoyéticos para favorecer los nuevos implantes. En
torno a las 10 semanas de edad, un 5,1% de células mononucleadas en sangre
periférica expresan el antigeno CD34+, que ha sido ampliamente utilizado para definir
poblaciones celulares con capacidad de injerto. Estas células mononucleadas son
capaces de dar lugar a progenitores de todos los linajes hematopoyéticos cuando son
sembradas en cultivos clonogénicos (CFU-GEMM, BFU-E y CFU-GM)(13). Uno de los
datos mas llamativos de estas células es su capacidad para dar lugar a un elevado
namero de células de todos los linajes hematopoyéticos cuando se expanden ex vivo.
Si bien el porcentaje de células con marcaje CD34+ sobre las células mononucleadas
disminuye a lo largo de la gestacion, su concentracién por unidad de volumen se
mantiene y su capacidad clonogénica es similar. Se puede por tanto afirmar que en la
vida fetal existe un estado de movilizacién continua de CPH que facilita la repoblacién
de lo distintos nichos hematopoyéticos(14). Este estado de movilizacion de CPH en la
sangre fetal se mantiene hasta el nacimiento. Tras este momento comienza una
reduccion brusca del porcentaje de células CD34+ circulantes. A las 24 horas después
del nacimiento, este descenso puede suponer hasta un 70% de las células CD34+

circulantes en la sangre fetal y su cifra seria practicamente similar a la de la sangre
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adulta a la semana del nacimiento(15). La sangre de corddn obtenida en el momento
del nacimiento tras la ligadura del cordon umbilical suele tener en torno a 80 mL de
volumen. Sus principales valores promedio son un hematocrito de 49%, hemoglobina
de 15,3 g/dL y cifra de leucocitos de 16,2 x 10%/L. Aproximadamente un 0,30% de las
células nucleadas son CD34+. Aunque normalmente se le ha otorgado menos
importancia, puede existir una contaminacion por células de la madre por la
comunicacion feto-materna que tiene lugar durante el parto y que se ha podido
comprobar mediante la identificacibn de ADN materno en hasta un 30% de las
unidades de SCU(16, 17). Estos datos obtenidos a partir del analisis de la sangre fetal
son los que impulsaron a distintos investigadores a considerar la SCU como un tejido
potencialmente apto para el trasplante de progenitores hematopoyéticos. A principios
de los afos 80 los datos principales de los que se disponia pueden resumirse en los
siguientes puntos: 1. Confirmacion de la presencia de diferentes tipos de CPH en la
SCU; 2. La siembra de las células mononucleadas de la SCU en cultivos clonogénicos
daba lugar a CPH de todos los linajes hematopoyéticos; 3. Las CPH obtenidas a partir
de la sangre de cordén umbilical podian ser expandidas ex vivo incrementando de

forma significativa su numero(18, 19).

Tras el andlisis de una gran cantidad de muestras de SCU Broxmeyer et al.(19)
llegaron a la conclusion de que la sangre recogida de una Unica unidad de corddn
tenia un ndamero adecuado de CFU-GM, BFU-E y CFU-GEMM con una gran
capacidad proliferativa que superaba a la de la médula 6sea y la sangre periférica
movilizada(19). Obviamente, la disponibilidad de la sangre periférica en términos de
volumen potencialmente recolectable es mucho mayor que la de la SCU, en la que el
volumen de cada unidad esta limitado a la cantidad de sangre que puede ser recogida
tras la ligadura del cordén umbilical y que se sita en torno a 80 mL. Aun asi, la cifra
de progenitores en SCU se encontraba en el rango inferior que habia permitido una
reconstitucion hematopoyética satisfactoria en TPH previos. La criopreservacion de
estas unidades de SCU y su posterior descongelacién para el trasplante requeria que
no se realizase separacion celular alguna para mantener un nimero adecuado de
progenitores al momento del trasplante y evitar una pérdida significativa de los
mismos. Los primeros trasplantes de sangre de corddén umbilical se llevaron a cabo de
esta manera a partir de in6culos HLA-idénticos criopreservados en el laboratorio de
Broxmeyer et al. Estos trasplantes se realizaron bajo la asuncién de que la SCU tenia
suficientes CPH aunque su numero fuese bajo, ya que habia una proporcién

significativa de las mismas con gran capacidad proliferativa, existia una clara
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capacidad de expandir ex-vivo estas CPH y de regenerar la médula de ratones

tratados con dosis letales de radioterapia(19, 20).

El primer TSCU se realiza en un nifilo con anemia de Fanconi en 1988 a partir
del cordon umbilical criopreservado de su hermana HLA-idéntica(8) y da paso a la
implantacion de este procedimiento en nifios de forma muy rapida y a la creacion de
bancos de SCU que aumentan la disponibilidad de esta fuente de progenitores
hematopoyéticos. En 1996 se publican los resultados del primer TSCU de DNE en
adultos, demostrando que el procedimiento es factible en pacientes con un peso mas
alto(9, 21). Los primeros estudios comparativos, generalmente basados en andlisis de
caso-control pareados, ponen de manifiesto que la recuperacion hematopoyética es
mas lenta y la probabilidad de injerto menor en pacientes trasplantados a partir de
SCU frente a médula ésea (22-25). En la Tabla 2. Primeros estudios de TSCU en
adultos se muestran los resultados de algunos de los trabajos pioneros en TSCU en

pacientes adultos.

Tabla 2. Primeros estudios de TSCU en adultos

Laughlin
Caracteristicas N = 68
Edad mediana en afos (extremos) 31 (18-58) 29 (18-46)
Mediana de peso en kg (extremos) 69 (41-116) 70 (41-85)
Serologia positiva para CMV 41 (60%) 17 (77%)
Pacientes sin hemopatias malignas 11 0

Enfermedades Malignas

LMA/LLA 15/19 6/3
LMC 15 12
SMD 3 1
Otros 4 0

Estadio de la enfermedad

Riesgo estandar 4 6

Alto riesgo

Disparidad HLA

50

16

Donantes idénticos 2 (3%) 1 (5%)
Una o dos disparidades 55 (80%) 21 (95%)
Tres disparidades 11 (16%) 0
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Tabla 3 bis. Primeros estudios de TSCU en adultos

Caracteristicas

Laughlin

N = 68

Introduccion

Mediana de dosis celular (extremos)
CNT antes de la congelacién (x 107/kg)
CNT infundidas (x 107/kg)

Células CD34+ infundidas(x 10°/kg)
CFU-GM infundidas (x 10*/kg)

Régimen de acondicionamiento
Basado en TBI + ATG
Basado en BU + ATG
TT+BU+CY+ATG
FLU+TT+ATG

Otros
G-CSF
Profilaxis de la EICH

CsA or CsA + prednisona

No injerto/evaluable

Probabilidad de injerto mieloide al dia 60
Mediana de dias a PMN 2 0.5 x 10/l
Probabilidad de injerto plaguetar al dia 180

Mediana de dias a plaquetas 2 20 x 107/

EICH aguda
Grado 2 ||
Grado -1V

EICH crénica/Pacientes en riesgo
Limitado

Extenso

MRT a dia 100
Probabilidad de SLE

2.1 (1-6.3)
1.6 (0.6-4)
1.2 (0.2-16.7)

1.2 (0-25.4)

51

14

Si

68
5/60 (8%)
90%

27 (13-59)
NA
58 (35-142)

22
11
12/33
11

1

51%
26% (40 me.)

2.5 (1.5-6.9)
1.7 (1-5)
0.8 (0.3-2.6)

1.8 (0.05-10.8)

Si

22
0/20* (0%)
100%

22 (13-52)
100%

69 (49-153)

16

9/10
4

5

43%
53% (12 me.)

*Un paciente desarroll6 fallo de injerto secundario.
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Estos mismos datos se confirman en sendos trabajos en los que se compara
SCU de donante no emparentado frente a otras fuentes de PH en pacientes
adultos(26, 27). En ambos casos se concluye que el tiempo necesario hasta injerto es

significativamente mayor en pacientes trasplantados con SCU.

Aunque todos estos datos confirman que la SCU es una fuente de progenitores
adecuada para el TPH alogénico, parece evidente que tanto la reconstitucién
hematopoyética como la reconstitucion inmune van a suceder con una cinética y unas
tasas finales de éxito algo menor que las observadas con médula 6sea o sangre
periférica movilizada. La mejora de estos aspectos, bien mediante la aplicacién de
manipulaciones ex vivo, como la expansion para incrementar el numero de
progenitores disponibles, el uso de dos unidades de cordon umbilical o de una tercera
fuente hematopoyética para la obtencion de injertos transitorios que reduzcan el
tiempo de neutropenia, son opciones que han parecido atractivas y que estan

actualmente bajo investigacion.

1.3.2. Compatibilidad HLA en TSCU

Una de las caracteristicas mas importantes de la SCU y que facilita su rapida
disponibilidad es la posibilidad de utilizar unidades que no tengan una identidad HLA
completa para los 6 antigenos principales (HLA-A, B y DR). Algunas de las
caracteristicas distintivas de la SCU explican este hecho, entre las que se incluyen una
relativa inmadurez de los linfocitos de cordén asi como unos progenitores
hematopoyéticos con capacidad de produccion de factores de crecimiento autocrinos y

una larga longitud en sus telémeros(28, 29).

En los pacientes que reciben un trasplante alogénico la incidencia de EICH se
incrementa conforme aumenta el grado de disparidad HLA entre donante y receptor.
Este hecho también parece observarse en el TSCU pero el grado de EICH para un
mismo grado de disparidad es claramente menor en el TSCU que en el trasplante a
partir de otras fuentes, tanto si nos referimos a la EICH aguda como a la crénica. Son
muchos los trabajos en los que se ha comprobado que la incidencia de EICH grado II-
IV y -V en pacientes trasplantados de SCU sin identidad HLA oscila entre 30%-50%
y 10%-20%, respectivamente(23, 30-34). Rubinstein et al.(30) demostraron en una de
las primeras grandes series una tasa de EICH aguda grave (grado IlI-IV) en torno al
23% y de EICH cronico del 25% a pesar de que mas de un 90% de los trasplantes se
realizaron con incompatibilidad en los principales antigenos del sistema HLA,

generalmente con 4-5 identidades sobre 6.
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En un interesante estudio(23) en el que se compard la evolucién de nifios
sometidos a TSCU o a TMO, en ambos casos de hermanos HLA-idénticos, la
incidencia acumulada de EICH aguda de grado lI-IV (14% vs. 24%; P = .02) y EICH
cronica (5% vs. 14%; P = .02) fueron sensiblemente menores en el caso del TSCU,
aun cuando el niumero de pacientes que recibi6 metotrexate en este grupo fue
significativamente menor. De la misma manera, la gravedad de la EICH fue menor en
el grupo de pacientes trasplantados con SCU sin que ninguno de ellos presentara
EICH grado IV. Por tanto, el uso de SCU permite un grado mayor de disparidad HLA
sin que esto se traduzca en mas EICH aguda ni cronica. Este hecho hace que la
busqueda de una unidad de cordon umbilical adecuada para el trasplante sea mas
facil y rapida. De hecho, el tiempo requerido para encontrar un donante no
emparentado es menor en el caso de la SCU que de la médula 6sea HLA-idéntica (14
dias vs. 49 dias, respectivamente), lo que reduce el tiempo a trasplante(35). Este
aspecto es importante en el caso de pacientes que necesiten un TPH urgente. A su
vez, a la hora de seleccionar una unidad de SCU podemas optar por un mayor nimero

de células en detrimento de una identidad HLA completa.

1.4 RESULTADOS CLINICOS DEL TSCU
1.4.1. Desarrollo inicial del TSCU en el Hospital U  niversitario La Fe

El nimero de TSCU se ha ido incrementando en los udltimos afios hasta
convertirse en un estandar en el tratamiento de nifios y en una practica cada vez mas
extendida en el caso de pacientes adultos. Lo que hoy no se puede negar es que el
uso de la SCU ha permitido encontrar un donante de CPH para la mayoria de
pacientes que necesitan un trasplante y carecen de un hermano o un donante no
emparentado HLA-idénticos(36). Cuando nuestro grupo comenzé con el programa de
TSCU en pacientes adultos en 1997, los primeros trabajos de TSCU publicados en
adultos correspondian a colaboraciones entre distintos centros o estudios de registros,
con variaciones importantes en los esquemas de acondicionamiento y profilaxis de la
EICH utilizados(10, 30, 31). O por el contrario, se trataba de series muy pequefias o

casos clinicos aislados.

El primer objetivo de nuestro programa de TSCU fue tener datos concretos
sobre la eficacia y seguridad del procedimiento en pacientes acondicionados de forma
homogénea, tratados con la misma profilaxis de la EICH y trasplantados con unidades
de SCU seleccionadas de acuerdo a criterios uniformes. Entre mayo de 1997 y

diciembre de 2000, se trasplantaron 22 pacientes adultos con hemopatias malignas de
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acuerdo a los criterios estandares de seleccion para TPH alogénico, siempre que
careciesen de un donante hermano HLA-idéntico, un donante familiar con una
disparidad como méaximo o un donante no emparentado localizado en busqueda en los
registros internacionales a tiempo para el trasplante. La unidad de SCU debia ser
compatible al menos en 4 de los 6 antigenos HLA estudiados (clase | Ay B por baja
resolucion y clase || DRB1 por alta resolucion) y debia contener un minimo de 1 x 10’

CNT por kg de peso del receptor.

En este primer trabajo, de un total de 22 pacientes, 2 pacientes fallecieron
antes del dia +28 sin poder ser evaluables para injerto. Los restantes 20 pacientes
alcanzaron un injerto mieloide en una mediana de 22 dias (extremos 13 — 52) para una
cifra de 0,5 x 10%/L neutréfilos y de 26 dias (extremos 14 — 64) para una cifra de 1 x
10°%L neutrdfilos. La probabilidad acumulada de injerto mieloide a los 60 dias fue del
100%. La mayoria de pacientes de esta serie desarroll6 EICH aguda en distintos

grados.

En estudios contempordneos a esta primera serie la probabilidad actuarial de
injerto fue del 90%, pero el tiempo hasta la recuperaciébn de la neutropenia fue
sensiblemente mayor, situdndose la mediana en 27 dias (extremos, 13 — 59)(10).
Aungue las razones de este hecho no estan claras, diferencias en la intensidad del
acondicionamiento o el uso de globulina antitimocitica (ATG), asi como la
administracion programada de G-CSF postrasplante podrian explicarlo. En todo caso,
estos primeros trabajos confirmaban una cinética de injerto méas lenta con SCU que
con otras fuentes de CPH, con una influencia muy importante de la dosis celular, lo

gue obligaria a tenerla en cuenta incluso por encima del grado de disparidad HLA.

En nuestra serie, la supervivencia libre de enfermedad se situaba en un 53% al
afio de seguimiento, con un marcado impacto de la edad en la misma. Los pacientes
con estadios menos avanzados de su enfermedad tuvieron una mejor supervivencia
pero fueron aquellos que recibieron el trasplante con una edad igual o inferior a 30
afios los que mas se beneficiaron del procedimiento, con una probabilidad de
supervivencia libre de enfermedad al afio del 73%. La mortalidad relacionada con el
trasplante (MRT) fue alta, con una probabilidad del 43% a los 100 dias, siendo la

limitacibn mas importante del procedimiento.

Tras este primer trabajo, el TSCU se instaur6 como un tratamiento
perfectamente valido en nuestro centro con mas de 200 trasplantes con
acondicionamiento mieloablativo realizados. Algunos de estos trabajos incluyeron

pacientes con LMC(37) con cifras de supervivencia libre de enfermedad (SLE) de 41%
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a los 8 afos y pacientes con leucemias agudas de alto riesgo(38) son SLE de 42% a
los dos afios. En ambos casos la recuperacion hematopoyética se produjo con una
mediana superior a los 20 dias y la probabilidad de injerto fue incluso del 88%,

indicando que esta es un area susceptible de mejoras importantes.

1.4.2. Estudios comparativos en TSCU

A principios de los afios 2000, si bien los datos iniciales de las primeras series
de TSCU sugieren gue no hay grandes diferencias en términos de supervivencia libre
de enfermedad con respecto a la médula 6sea no emparentada, la mortalidad
relacionada con el procedimiento es muy alta probablemente en relaciéon con una gran
cantidad de factores entre los que se encuentra el prondstico de la enfermedad de los
pacientes trasplantados. En ese momento las ventajas logisticas de la SCU son claras,
con una disponibilidad muy alta en comparacion a otras fuentes de progenitores de
donante no emparentado por lo que empieza a darse la situacion de disponer de una
unidad para trasplante cuando aun no ha aparecido ningun otro donante en pacientes
en los que el TPH es relativamente urgente. Esto hace necesario disponer de datos
comparativos, por lo que se empiezan a publicar los primeros trabajos comparando el

TSCU con el TPH de médula 6sea o sangre periférica movilizada.

Estos primeros estudios comparativos se basan en su mayoria, en datos
retrospectivos y andlisis pareados en busca de informacién que permita ubicar a la
SCU en el lugar apropiado dentro del algoritmo de busqueda de donantes alternativos,
cuando no existe un hermano HLA-idéntico disponible(22, 24, 25). Dos de estos
estudios se llevan a cabo en nifios y el tercero en pacientes adultos. Las principales
conclusiones que se pueden extraer de los mismos es que el injerto es bastante mas
lento con SCU que con el resto de fuentes sin que se aprecie, sin embargo, una
probabilidad de alcanzar dicho injerto que sea estadisticamente menor a largo plazo.
Obviamente, los trasplantes realizados a partir de SCU, tenian en su mayor parte al
menos una incompatibilidad HLA y a pesar de ello, la incidencia de EICH de grado
mayor o igual a 2 no fue méas alta en comparacion con la médula no sometida a

depleciéon T y en algunas series, parecia incluso menor.

Los trabajos pediatricos compararon el TSCU con el trasplante de médula 6sea
con deplecion T y con el trasplante de médula 6sea no manipulada(22, 24). Los datos
obtenidos ponian de manifiesto que los TSCU eran trasplantes sin identidad HLA en la
mayoria de los casos, algo que practicamente no sucedia en los trasplantes de MO. El

numero de CNT infundidas en el caso de la SCU fue significativamente menor que en
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la MO no deplecionada, pero no mucho menor que en la MO con deplecién T. Como
ya se habia observado en estudios previos y era esperable, el injerto mieloide era
bastante mas tardio que en el TMO-DNE (29 dias vs. 22 dias) o el TMO-DNE con
deplecién T (27 dias vs. 14 dias), lo que va dejando claro que los dias de neutropenia

tras TSCU van a ser mayores y por tanto mayor el riesgo de complicaciones.

El otro de los trabajos pediatricos(24) es un estudio de registro con las
consiguientes limitaciones derivadas de la heterogeneidad en los esquemas de
acondicionamiento, profilaxis de la EICH y otros procedimientos. La diferencia principal
en este caso es que, al margen del retraso esperable en la recuperacién
hematopoyética y una menor incidencia de EICH de grado Il o superior, los pacientes
que recibieron un TSCU experimentaron una mortalidad precoz (antes de los 100 dias)
significativamente mayor que aquellos que recibieron un TMO no manipulado. Y es
que la mortalidad antes del dia +100 en esta serie era del 39% en los pacientes con
TSCU. Es posible que en el trabajo de Baker et al.(24) no se apreciasen diferencias
significativas debido al tamafio muestral, a pesar de que la mortalidad al dia 100 era
mayor en el TSCU, pero esas cifras eran bastante mas bajas que en la serie de Rocha
et al.(22). De todas formas, la ausencia de un ensayo clinico aleatorizado limita la

extraccion de conclusiones altamente fiables.

Dado que la incidencia de EICH en estas series no era mas alta con el uso de
SCU a pesar de un mayor grado de disparidad, este exceso de mortalidad precoz
podia estar influenciado por unas caracteristicas claramente peores en lo que a
cinética del injerto se refiere, que podria resultar en un mayor nimero de infecciones
durante la neutropenia. En este sentido, nuestro grupo observé en pacientes adultos,
que el 100% de los mismos desarrollaba al menos un episodio infeccioso en la etapa
precoz del trasplante y que éste era la causa directa o indirecta de la muerte en un
30% de los pacientes(39). Esto pone de manifiesto la importancia de conocer a fondo,

y mejorar la cinética del injerto en el TSCU.

En 2007, Eapen et al.(32) publican un estudio en nifios que recibieron un TSCU
0 un TMO-DNE para el tratamiento de su leucemia aguda. Con un nimero importante
de pacientes (503 pacientes habian recibido un TSCU y 282 un TMO-DNE) no se
observaron diferencias significativas en la SLE entre el TSCU con incompatibilidades
HLA o la médula ésea idéntica en 8 de 8 antigenos. Sin embargo, dentro del TSCU
parece que los pacientes con 2 disparidades o aquellos con 1 disparidad y baja

celularidad tenian una mortalidad precoz mayor.
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Los trabajos comparativos en adultos incluyendo un nimero significativo de pacientes
no llegan hasta finales de 2004 por parte del Center for International Blood and Marrow
Transplant Research, el European Group for Blood and Marrow Transplantation
(EBMT) y el grupo de la Universidad de Tokyo(40). Los dos primeros, son estudios de
registro cuyos resultados se publican simultdneamente en el mismo namero de la
revista New England Journal of Medicine junto con una editorial al respecto (26, 27,
41). Aungue las conclusiones de ambos trabajos van en la misma direccién, la de
reconocer a la SCU como una alternativa valida en pacientes que no dispongan de un

donante HLA idéntico, se aprecian algunas diferencias destacables en los resultados.

El estudio del grupo americano incluye pacientes que reciben un TMO-DNE
con una disparidad antigénica. Los pacientes que reciben un TSCU tienen una
recuperacion hematopoyética, tanto de neutréfilos como de plaquetas, bastante mas
lenta que en los pacientes que reciben un TMO. Aunque la probabilidad de injerto es
similar a la de la MO con una disparidad, ésta es significativamente menor que la
observada con MO idéntica. Es decir, los pacientes que reciben un TSCU tienen una

tasa de fallo de injerto mayor.

Algo similar sucede con la mortalidad relacionada con el trasplante y la SLE.
Aunque los resultados son similares a la MO no idéntica, la MRT es mayor en el TSCU
que en la MO idéntica y la SLE es menor. Sin que existan diferencias con la MO no
idéntica, la MRT al dia 100 si que fue mayor en el TSCU que en la MO idéntica y la
mortalidad por infecciones durante ese periodo también fue mas alta en el TSCU que
en la MO en general. Al final, los resultados del TSCU, con disparidades HLA en todos
los casos, eran mas parecidos a los de la MO con una disparidad HLA que a la MO
idéntica.

En el caso del estudio del EBMT, sélo se incluyeron pacientes que habian
recibido un TMO a partir de donantes no emparentados idénticos, mientras que el 94%
de los TSCU presentaban alguna disparidad en el sistema HLA. De nuevo, la cinética
de la recuperacién hematopoyética fue mas lenta y la probabilidad de fallo de injerto
mayor con el uso de TSCU. Sélo 4 pacientes de los 20 que experimentaron un fallo de
injerto sobrevivieron al mismo, lo que pone de manifiesto la gravedad de esta
complicacién. Aunque un poco mas alta en el TSCU, las diferencias en la MRT no
fueron significativas, con mas muertes por toxicidad en el TSCU y mas por EICH en la
MO. En el analisis multivariante la supervivencia global y la SLE no fueron

estadisticamente diferentes entre ambos grupos.
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El grupo Japonés, en una serie de una Unica institucion, concluye que los
resultados del TSCU-DNE son incluso mejores que aquellos obtenidos con trasplantes
de médula O6sea o sangre periférica de donantes familiares(40). Estos buenos
resultados no han podido ser reproducidos en series de pacientes que no sean

japoneses.

Mucho mas reciente es el estudio combinado de Eurocord y el IBMTR(42), en
el que se compara el TSCU con incompatibilidades HLA frente a la MO con o0 sin
disparidad y la sangre periférica movilizada con G-CSF, todo ello en donantes no
emparentados. Aunque de nuevo la MRT es mayor en el TSCU, ésta se compensa
con una menor tasa de recidivas y EICH, lo que conduce a supervivencias libres de
enfermedad que son comparables entre todas las fuentes. En la Tabla 4 se muestran

los resultados de los principales estudios comparativos.
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Tabla 4. Estudios comparativos entre TSCU y médula  Osea

Caracteristicas Takahashi *

TSCU MO- CPSP TSCU HLA-id
DNE

Numero de Pacientes 165 472 888 100 71

Tipo de Pacientes Adultos  Adultos  Adultos Adultos Adultos

Disparidad HLA 94%" 30% 29%" 100" 247

CNT infundida x10%kg 0,26 - - 0,247 3,3"

Uso de ATG 72%] 28%' 18%" -

Tasa de Injerto - 91%" 97%'

Probabilidad de Injerto 80%" 93%" 96%" -

Dias recuperacion PMN 247 197 147 .

Dias recuperacion PQ 521 28" 19" -

EICH aguda 30%'" 41%' 49%' 7%" 19%""

EICH crénica extensa 24%' 39% 50%" 22%* A4%*

MRT 33%' 26%]" 27%] 8% 4%

SLR a los dos afios 33% 39% 34% 70% 60%

" Diferencias significativas en edad.

*Diferencias significativas en peso.

"Diferencias estadisticamente significativas.
*EICH aguda grado IlI-IV y EICH cronica extensa.

1.4.3. Nuevas tendencias en TSCU

Como hemos visto, todos los trabajos coinciden en otorgar al TSCU carencias
importantes en la cinética de injerto y en la probabilidad final del mismo en pacientes
adultos, debido al niamero inferior de progenitores hematopoyéticos contenidos en una
unidad de SCU. Esto parece traducirse en muchos casos en una mayor mortalidad
precoz, fundamentalmente por infecciones, lo que puede estar en relacion con los
periodos tan prolongados de neutropenia. La mortalidad entre los pacientes que no
alcanzan injerto es muy alta, poniendo de manifiesto que se trata de una complicacion

extremadamente grave. Por ello, la investigacibn en el campo del injerto
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hematopoyético tras TSCU es probablemente el area mas importante en la que se

puede actuar para mejorar los resultados de este procedimiento.

Varias alternativas clinicas han sido puestas en marcha para superar esta
limitacion relativa al injerto y destinadas fundamentalmente a incrementar el nidmero
de células progenitoras infundidas. Entre ellas destacan la infusion de varias unidades
parcialmente compatibles de SCU (43-53), la infusion intradsea de la SCU (54, 55), el
uso de células CD34+ purificadas de un tercer donante haploidéntico, que reduzcan la
neutropenia transitoriamente hasta el injerto de la unidad de SCU definitiva (56, 57) o
la infusién de células expandidas ex vivo(58). Segun datos de Eurocord, mas de 900
trasplantes se han llevado a cabo con dos unidades de SCU. Al parecer, la tasa de
fallos de injerto no difiere entre las dos estrategias, aunque en el caso del uso de dos
unidades se ha observado una mayor incidencia de EICH grado Il de aparicibn mas
precoz y una menor tasa de recidiva de la enfermedad, sin que la MRT sea superior a
la observada con una Unica unidad de cordon (59). La eficacia real de estas

estrategias esta aun por determinar.

En el presente trabajo se pretenden investigar los factores que se asocian a
una mayor tasa de fallo de injerto y una recuperacién hematopoyética mas lenta vy,
fundamentalmente, determinar la capacidad de los estudios de quimerismo
hematopoyético en fase precoz para predecir como se va a comportar la cinética de
injerto tras TSCU.

1.5 QUIMERISMO HEMATOPOYETICO

El quimerismo hematopoyético se ha convertido en una herramienta de gran
importancia para el estudio peritrasplante del injerto hematopoyéico. En situaciones
especiales, como los trasplantes con manipulacién del inéculo (deplecién linfoide T) o
el uso de acondicionamientos no mieloablativos, en los que es frecuente la presencia
de una quimera mixta, se puede requerir del uso de inmunoterapia, mediante la
infusion de linfocitos del donante, para revertir esa quimera mixta y evitar el rechazo o
pérdida del injerto, asi como la anticipacion de la recidiva de la enfermedad en

trasplantes por hemopatias malignas.

1.5.1. Definicién de quimerismo hematopoyético

El término quimera hace referencia a un monstruo imaginario de la mitologia

griega que estd compuesto por una cabeza de ledn, un cuerpo de cabra y una cola de
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dragén. Con su habilidad para vomitar fuego tuvo aterrorizado a la poblacion de Lycia,
hasta que fue abatido por el viejo héroe Bellophoron. La incorporacion de esta
terminologia en medicina la realizd6 Ford en 1956(60), cuando basicamente viene a
describir que una quimera es un organismo cuyas células derivan al menos de dos o
mas cigotos. Esta definicion es especialmente clara en el campo del trasplante, donde
rapidamente empieza a utilizarse para realizar el seguimiento del injerto tras TPH y
estimar el riesgo de recidiva de un paciente en el caso de enfermedades neoplasicas.
Basicamente, lo que se realiza es una identificacion de marcadores del donante y
receptor. Esto permite saber en que proporcion estan representados ambos en el
sistema hematopoyético del recipiente del trasplante e intentar cuantificar ambos
sistemas para saber que ventajas e inconvenientes presenta la situacién actual y

decidir si es necesario actuar clinicamente.
El quimerismo hematopoyético puede ser:
1. Completo: Toda la celularidad observada pertenece al donante.

2. Mixto: Existe una coexistencia entre celularidad del donante y del receptor

en todas las lineas. El quimerismo mixto se divide en:

a. Descendente: En diversos estudios se aprecia un incremento de la

celularidad del receptor y un descenso de la del donante.

b. Estable: No hay cambios en el porcentaje entre material del donante

y del receptor.

c. Ascendente: El material del donante se incrementa al menos un 5%

entre los diferentes estudios.

3. Quimerismo ‘split: Existe una quimera completa del donante salvo en

alguna serie en la que la quimera es de recuperacion autéloga.

4. Recuperacién autdloga: Presencia soOlo de material hemopoyético del

receptor

1.5.2. Métodos para el estudio del quimerismo hemat  opoyético

Desde el inicio de los estudios de quimerismo muchos métodos se han ido
desarrollando, basdndose todos en el principio basico de diferenciar entre los distintos
marcadores genéticos polimérficos y sus productos. Estos métodos incluyen
citogenética (61, 62), fenotipaje de células rojas (63, 64), andlisis de restriccion de

fragmentos de polimorfismos(65, 66) y fluorescencia con hibridacién in situ (FISH) de
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cromosomas sexuales (67-72). Todas estas iniciativas tienen en comun el hecho de
gue se tratan de procedimientos técnicamente costosos y que no permiten obtener
resultados para todos los pacientes. Por lo tanto, podemos decir que la revolucion en
los métodos para los estudios de quimerismo llega de la aplicacion de la reaccion en
cadena a la polimerasa (PCR) a este ambito (73-77). Los primeros trabajos se centran
en el estudio de la amplificacion de regiones con un numero variable de repeticiones
en tandem (VNTR), o bien en la caracterizacion de este niumero de repeticiones en
tdndem o ‘short tandem repeat’ (STR), realizando habitualmente las lecturas en geles
de acrilamida, con las limitaciones que supone en términos de resoluciéon y
cuantificacién de los resultados, algo que es imprescindible en todos los estudios de

quimerismo.

El uso de marcadores fluorescentes para etiquetar los distintos cebadores de
los STR que van a ser analizados y la resoluciéon de la PCR utilizando técnicas de
electroforesis capilar, permite finalmente una cuantificacion muy eficiente del grado de
quimerismo mixto, es decir, cuanto material pertenece al donante y cuanto al
receptor(76, 78-81). Estas PCR semiautomatizadas permiten estudiar un mayor
namero de muestras y en distintas etapas del trasplante. Fundamentalmente permiten
estudios también en fases precoces y se acaban convirtiendo en las técnicas mas
empleadas para los estudios de quimerismo en el area del trasplante

hematopoyético(82).

Las distintas técnicas tienen entre si diferencias muy importantes en términos
fundamentalmente de sensibilidad y especificidad, asi como en la complejidad que se
requiere para llevarlas a cabo. Dos son los objetivos fundamentales de los estudios de
guimerismo hematopoyético: 1) El seguimiento del injerto tras el TPH con el fin de
poder anticipar si éste va a sufrir problemas o incluso si puede perderse. Esto es muy
tipico en trasplantes con acondicionamientos no mieloablativos o con manipulaciones
del inéculo como deplecion T y afecta especialmente a enfermedades no malignas. 2)
El segundo aspecto es el de poder anticipar la recidiva de un paciente trasplantado por
una hemopatia maligna. En este caso la respuesta no esta tan clara y entran en juego
otras variables, como los propios métodos de seguimiento de la enfermedad minima
residual (EMR) para cada una de las enfermedades. Para dar respuesta a este
apartado, los estudios de quimerismo deben disponer de técnicas mucho mas
sensibles, cuantificables y que permitan un seguimiento seriado de lo que esta
ocurriendo. Para ello algunos autores disponen de un set de 11 polimorfismos de un
solo nucledtido bialélico para ser estudiados con PCR en tiempo real y con un limite de

deteccion inferior al 0,19%(83-85). Dado que ni estas técnicas ni sus aplicaciones
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forman la base del presente estudio, obviaremos las limitaciones principales que

presentan con respecto a la otra metodologia.

1.5.3. Quimerismo hematopoyético e injerto

El TPH es la Unica opcion curativa para un amplio nimero de enfermedades,
tanto malignas como no malignas. En muchos de estos casos, para evitar la toxicidad
derivada de los acondicionamientos mieloablativos convencionales se utilizan
acondicionamientos de intensidad reducida, por lo que es mas frecuente encontrarse
con quimerismos mixtos tras el trasplante(86). Por este motivo, en estos enfermos, el
rechazo del injerto es una de las complicaciones mas importantes y una de las causas
mas frecuentes de fracaso del trasplante. Un desarrollo rapido de quimerismo
completo en células NK o T, parece que puede jugar un papel importante en la
presencia de un injerto prolongado cuando se usa acondicionamiento de intensidad
reducida(12, 87-89). Muchos de estos estudios se han llevado a cabo mediante
determinaciones seriadas en poblaciones celulares separadas o0 seleccionadas,
estableciendo una relacién entre el comportamiento ascendente o descendente del
guimerismo y el inicio de los fendbmenos inmunoldgicos clinicos tras el trasplante,
como EICH, recidiva o pérdida del injerto. De este modo, estudios realizados en
pacientes con hemoglobinopatias, con determinaciones del quimerismo realizadas a
los 2 , 6 y 12 meses, han mostrado que todos los pacientes que desarrollaban un
quimerismo con menos del 30% del receptor finalmente perdian el injerto, algo que
pudieron comprobar en un segundo trabajo con valores de quimerismo mixto muy
similares(90, 91). Es decir, en el curso de un trasplante con acondicionamiento de
intensidad reducida, el quimerismo puede anticipar un posible rechazo del injerto y
facilitar la puesta en marcha de medidas como la infusion de linfocitos del donante si

ésta es posible.

Resulta muy interesante el estudio de Dubovsky et al.(12), en tanto en cuanto
ofrece la posibilidad de anticipar un fallo de injerto o una cinética de recuperacién
especialmente lenta, desde una fase muy precoz del trasplante. En este estudio
pudieron comprobar que al injerto propiamente dicho le antecedia una etapa de “injerto
molecular”, que era practicamente observable en todos los pacientes que
posteriormente injertaban con normalidad. Sin embargo, en los pocos pacientes en
gue este “injerto molecular” no aparecia no se observaba con posterioridad el
prendimiento hematopoyético. Aunque en este caso se trata de trasplantes de médula

Osea o0 sangre periférica, seria interesante analizar si el quimerismo determinado en un
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anico punto precoz tras el TSCU (dia +14) puede anticipar un injerto adecuado,
excesivamente lento o incluso un fallo de injerto y este constituye el objetivo principal

de este trabajo.
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Hipotesis

La presencia de un estado de quimerismo mixto en celularidad nucleada total
de médula 6sea, determinado en el dia 14 post-trasplante de sangre de corddn
umbilical de donante no emparentado, puede predecir la cinética del injerto
hematopoyético asi como las tasas de fallo primario de injerto. Esta asociacion con la
cinética del injerto seria independiente de la dosis celular infundida y afectaria tanto a
la serie mieloide como a la serie plaquetar.
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Objetivos

3.1 OBJETIVOS PRIMARIOS

1.

Determinar la asociacion entre el estado del quimerismo hematopoyético en el

dia 14 tras TSCU y la probabilidad de fallo primario de injerto.

Determinar la asociacion entre el estado del quimerismo hematopoyético en el

dia 14 tras TSCU y la cinética del injerto mieloide.

Determinar la asociacion entre el estado del quimerismo hematopoyético en el

dia 14 tras TSCU y la cinética del injerto plaquetar.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.

Determinar la asociacion entre la dosis celular infundida y los distintos

parametros de injerto hematopoyeético.

Determinar la asociacion entre el estado del quimerismo hematopoyético en el

dia 14 tras TSCU y la incidencia de enfermedad del injerto contra el huésped.

Determinar la asociacion entre el estado del quimerismo hematopoyético en el

dia 14 tras TSCU y la mortalidad relacionada con el procedimiento.
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Material y Métodos

4.1 SELECCION Y TRATAMIENTO DE PACIENTES

4.1.1. Criterios de inclusion

Los pacientes fueron incluidos en el estudio siempre que cumpliesen al menos

los siguientes criterios:

1.

Enfermedad hematoldgica maligna como indicacion responsable del

trasplante.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos es

considerado la mejor opcién terapéutica.

No disponibilidad de un hermano o familiar HLA idéntico o con una

Unica disparidad en los antigenos HLA.

Disponibilidad de al menos una unidad de sangre de cordon umbilical

gue cumpliese los siguientes dos criterios:

a. Al menos una dosis celular de 1,5 x 10’ CNT por kilogramo de peso
del receptor y 0,5 x 10° células CD34+ por kilogramo de peso del
receptor. Si las células CD34+ eran menores de 0,5 x 10° células
CD34+ por kilogramo de peso del receptor las CNT debian ser al

menos de 2 x 10’ CNT por kilogramo de peso del receptor;

b. Una identidad minima de 4 antigenos HLA sobre los 6 estudiados.
Los antigenos de clase | A y B se estudiaban por métodos
serolégicos o por tipaje de ADN de baja resolucién, mientras que el
antigeno de clase 1l DRB1 se determinaba por tipaje de ADN de alta

resolucion.

Conforme el grupo iba ganando experiencia en el TSCU, los criterios
de seleccién de la unidad se fueron cambiando en lo que se refiere a
la dosis celular, requiriéndose que fuese mayor a 2 x 10’ CNT y 1 x
10° CD34+ por kilogramo de peso del receptor. A partir de 2007 las
dosis celulares minimas exigidas son de 150 x 10’ CNT y 70 x 10°
CD34+ como dosis total, es decir, con independencia del peso del

receptor.

Consentimiento informado para el trasplante y los procedimientos

necesarios para su realizacion.
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4.1.2. Busqueda y seleccion de la unidad de corddn

La busqueda de las unidades de corddn se llevd a cabo a través del Registro
Espafiol de Donantes de Médula Osea en base a una compatibilidad entre 4 y 6
antigenos con el recipiente y siguiendo los criterios de celularidad previamente
definidos. Entre las unidades disponibles, se dio prioridad a la celularidad nucleada
total y al numero de células CD34+ antes de la congelacién, atendiendo a la
compatibilidad méas alta. Cuando fue posible, se opt6 siempre por unidades con
compatibilidad ABO y al afio de almacenamiento de la unidad (preferible cuanto menos
tiempo de almacenamiento hubiese transcurrido). Todas las unidades fueron negativas
para virus de la inmunodeficiencia humana, hepatitis B y C, asi como virus T-
linfotrépicos humanos. Todas las unidades de corddén y las madres al momento del

parto debian ser negativas para la determinacion de IgM de citomegalovirus (CMV).

Las unidades criopreservadas de SCU fueron transportadas al Centro de
Transfusion de la Comunidad Valenciana en un contenedor con nitrégeno liquido y en
fase de vapor. Una vez recibidas, fueron conservadas en nitrogeno liquido hasta el
momento de su uso. En ese momento el contenedor de la SCU se dej6 en fase de
vapor durante 5 — 10 minutos antes de proceder a la descongelacion. Inmediatamente
después, los contenedores se abrian con precaucién para no dafar la bolsa que
contiene la SCU. EIl proceso de descongelacion se hizo segun el método desarrollado
por Rubinstein(92) con pequefias modificaciones(93). La unidad de SCU se sumergia
en un bafio de agua a 37 °C. Tras esto, el contenido se trasladaba inmediatamente a
una bolsa de transferencia y se mezclaba con un volumen igual de solucion de
descongelaciéon que contenia un 10% de dextrano 40 y un 5% de albamina humana.
Tras equilibrar con la soluciébn de descongelacion durante 5 minutos, la bolsa de
transferencia fue centrifugada a 400 g durante 10 minutos a 10 °C. Una vez el
sobrenadante fue retirado, el concentrado de células fue resuspendido en 50 ml de
solucion de descongelacion. Directamente de la bolsa antes de su infusion, se tomaron
muestras para recuento de células, incluido CD34+, poblaciones linfocitarias,

viabilidad, ensayos clonogénicos y estudios de control microbiolégico.

4.1.3. Tratamiento de acondicionamiento

Con ligeras variaciones tal y como se ve en la Tabla 5 el esquema de

acondicionamiento a lo largo de nuestro programa de TSCU se ha basado en el uso
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de tiotepa, busulfan (BU), globulina anti-timocitica y ciclofosfamida (CY) o fludarabina
(FLU). Inicialmente el esquema de acondicionamiento consistia en tiotepa 5 mg/kg/dia
durante los dias -9 y -8; busulfan oral 1 mg/kg/6 horas durante los dias -7 a -4,
ciclofosfamida 60 mg/kg/dia durante los dias -4 y -3 y globulina anti-timocitica (ATG)
de caballo a dosis de 60 mg/kg/dia durante los dias -5 a -2. Con posterioridad al afio
2002 la ATG de caballo fue sustituida por la de conejo y el busulfan pasé a
intravenoso. El régimen de acondicionamiento quedo de la siguiente manera: tiotepa 5
mg/kg/dia durante los dias -9 y -8; busulfan oral 3,2 mg/kg/dia en dosis Unica durante
los dias -7 a -4, ciclofosfamida 60 mg/kg/dia durante los dias -4 y -3y ATG de conejo a
dosis de 2 mg/kg/dia durante los dias -5 a -2. El ultimo cambio introducido fue la
sustitucion de la ciclofosfamida por fludarabina a partir del afio 2005, de forma que los
pacientes recibian tiotepa 5 mg/kg/dia durante los dias -9 y -8; busulfan IV 3,2
mg/kg/dia en dosis Unica durante los dias -7 a -4, fludarabina 50 mg/kg/dia durante los

dias -5 a -3y ATG de conejo a dosis de 2 mg/kg/dia durante los dias -5 a -2.

Tabla 5. Esquemas de acondicionamiento

Esquemas
Esquema 1 5 mg/kg/dia 1 mg/kg/6 60 0 - 60 0 -
s ey horas mg/kg/dia mg/kg/dia
Dias-7a-3 Dias-4y-3 Dias -5y -2
Esquema 2 5 mg/kg/dia 3,2 60 e e 2 mg/kg/dia
Dias -9y -8 mg/kg/dia mg/kg/dia Dias -5 y -2
Dias-7a-3 Dias-4y-3
Esquema 3 5 mg/kg/dia 32 50 @ - 2 mg/kg/dia
Dias -9y -8 mg/kg/dia mg/kg/dia Dias -5 y -2
Dias -7 a -3 Dias -5 a -3
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4.1.4. Profilaxis y tratamiento de la EICH

Todos los pacientes recibieron profilaxis de la EICH con ciclosporina 1,5
mg/kg/12h 1V, seguido de 3 a 5 mg/kg/12h via oral cuando la ingesta fue posible. La
ciclosporina se fue reduciendo gradualmente entre los dias +90 y +180 hasta su
retirada en esta fecha, siempre que fuese posible. La ciclosporina se combiné
inicialmente, hasta el afilo 2007, con prednisona a la dosis de 0,5 mg/kg/dia en los dias
+7 a +14, 1 mg/kg/dia en los dias +14 a +28 y a partir de aqui se fue reduciendo
lentamente hasta retirarlo en el dia +180 si era posible. Entre los afios 2007 y 2009, la
ciclosporina se combin6é con micofenolato-mofetilo (MMF) 15 mg/kg/12h hasta el dia
+28. A partir de 2009, se combind ciclosporina con prednisona a la dosis de 1
mg/kg/dia desde el dia +14 al +28.

Los pacientes que desarrollaron EICH recibieron metilprednisolona a la dosis
inicial de 20 mg/kg/dia, reduciendo a la mitad cada tres dias hasta alcanzar 1
mg/kg/dia, dosis a partir de la cual se comenzaba una lenta reduccién hasta su
retirada. Los pacientes refractarios a esta primera linea recibieron globulina anti-
timocitica como segunda linea de tratamiento. Los pacientes con EICH cronica fueron

tratados con prednisona a 1 mg/kg/dia.
4.1.5. Tratamiento de soporte

Todos los pacientes fueron ingresados y trasplantados en habitaciones con
filtros de alta eficiencia para particulas de aire. Los pacientes disponian de acceso
venoso central mediante catéter tunelizado de doble luz. Todos recibieron
ciprofloxacino 500 mg/12 horas para descontaminacion intestinal. La profilaxis
antifingica se realiz6 con fluconazol oral 100 mg al dia hasta el afio 2003 a partir del

cual se utilizé itraconazol 1V a la dosis de 200 mg/dia.
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Acondiciqnamiento i .

ﬁ%‘ Profilaxis de la EICH

SCU

G GBF

Esquema basico del estudio y tratamiento en el que se observa acondicionamiento de
los dias -9 a -2, infusién de la unidad de sangre de corddn umbilical el dia O y
obtencién de muestra de médula ésea para estudio de quimerismo el dia +14.

Figura 1. Esquema basico del estudio.

La profilaxis frente al pneumocystis jiroveci se realizé con trimetoprim
sulfametoxazol 320/1600 mg desde el dia -10 al -2, reiniciandolo una vez consolidado
el injerto. Se administraba entonces dos dias por semana durante un afio como
minimo o hasta la retirada de la inmunosupresion. Como se observa en la Figura 1,
donde se muestra el esquema general del estudio, todos los pacientes recibieron G-
CSF a la dosis de 5 ug/kg/dia desde el dia +7 hasta la recuperacion de la neutropenia.
Se administr6 ademas inmunoglobulinas 1gG no especificas IV a la dosis de 500 mg/kg
semanal durante los primeros 100 dias y mensual durante un afio después del

trasplante.

La profilaxis y tratamiento de la infeccion por CMV se realiz6 inicialmente con
ganciclovir IV y posteriormente con valganciclovir oral, tal y como se describe con

detalle en un trabajo previo de nuestro grupo(94), en el que no se observaron
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diferencias significativas entre ambos farmacos, salvo una mayor independencia del

hospital para los que recibieron valganciclovir.

4.2 ESTUDIOS DE QUIMERISMO
4.2.1. Tipo de muestra para los estudios de quimeri  smo

El estudio de quimerismo de cada paciente se realizé en una muestra de
médula 6sea obtenida por puncion y aspiracién en el manubrio esternal en el dia +14
del trasplante, cuando la inmensa mayoria de pacientes estaban en situacién de
aplasia profunda post-trasplante. Bajo anestesia local se obtenia una cantidad minima
de 2 ml de médula ésea sobre la que se procederia a la extraccién del ADN. Todos los
resultados de los analisis de quimerismo para este estudio fueron expresados en
relacion a la poblacion hematopoyética nucleada total. No se realizaron analisis en
subpoblaciones celulares, por lo que no se utilizé la separacion con monoclonales
magnéticos para no comprometer el estudio debido a la escasa cantidad de ADN que

se obtiene con esta metodologia en situacion de aplasia(95, 96).

4.2.2. Seleccion de la técnica para el estudio del  quimerismo

Como se ha descrito en el apartado ‘antecedentes y estado actual del tema’,
originariamente se penso que la presencia de una quimera completa del donante era
un requisito imprescindible para un injerto adecuado(97). Sin embargo, la experiencia
adquirida en el trasplante alogénico de pacientes con enfermedades no neoplasicas,
como talasemias, inmunodeficiencias o anemias aplasicas graves, en los que se han
utilizado esquemas de acondicionamiento menos agresivos, ha puesto en evidencia la
coexistencia de la hematopoyesis de donante y receptor(86, 97-99). Estos
quimerismos mixtos pueden verse incrementados o disminuidos a lo largo del
trasplante, pudiendo acabar indicando un rechazo inminente del injerto o incluso la
recidiva de la enfermedad, lo que ha conferido un cierto caracter dinamico a los
estudios de quimerismo(82, 100-104). Sin embargo, el estudio del quimerismo en
puntos concretos de momentos criticos del trasplante, como en la fase de aplasia
inicial, puede proporcionar puntos de medicion que definan un mayor riesgo de fallo de
injerto(12).
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Ya que en el presente trabajo se pretende establecer la relacién entre una
determinacion puntual del quimerismo hematopoyético en la fase del postrasplante
inmediato y la cinética del injerto o tasa de fallos de injerto, se pusieron como
requisitos los siguientes aspectos para seleccionar la técnica con la que realizar los

estudios de quimerismo:
1. Método robusto
2. Rapido
3. Que permita una cuantificacion adecuada de material del donante y receptor
4. Una sensibilidad entre moderada y alta

5. Presencia de marcadores diferenciadores entre donante y receptor en el

mayor nimero de casos posible.

Por estas razones, seleccionamos como técnica de estudio el analisis vy
caracterizacion de secuencias cortas de repeticion en tAndem o ‘short tandem repeat
(STR) markers’. En nuestro caso, usamos marcaje de los cebadores con fluorocromos
y resolucién de los productos de PCR mediante electroforesis capilar, lo que mejora
sensiblemente la deteccion del quimerismo mixto y fundamentalmente su
cuantificacion(76, 78-81).

Con respecto a otras técnicas como citogenética(61, 62), fenotipo de glébulos
rojos(63, 64), FISH X/Y(67-72), longitud de polimorfismos de fragmentos de
restriccion(65, 66, 105, 106) o PCR en tiempo real(83-85, 107) la determinacion de
STR ofrece ciertas ventajas tal y como se muestra en la Tabla 6. Las nuevas técnicas
de deteccion de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) por PCR en tiempo real
tienen una mayor sensibilidad que la deteccibn de STR, pero mas problemas de
cuantificacion, con coeficientes de variacion entre 30% — 50% frente al 5%,
fundamentalmente cuando el nUmero de células autélogas es mas alto. Por todo ello,
la técnica mas apropiada parece el estudio de STR marcados con fluorocromos y con

resolucion de la PCR por electroforesis capilar.

57



Material y Métodos

Tabla 6. Técnicas para el andlisis del quimerismo

Eficacia en la

Técnicas Sensibilidad (%) cuantificacion Desventajas
Antigenos 0,1-0,5 Moderada Limitado a poblacion
Eritrocitarios eritroide
Citogenética 10-20 Baja Baja sensibilidad y

requiere metafases

Antigenos HLA Variable Variable Limitado a TPH con
disparidad HLA. No

hay dsiponibilidad de

todos los antigenos

FISH 01-2 Muy alta Sélo disponible en

disparidad de sexo

RFLP 5-20 Moderada Dificultad técnica,
moderada

sensibilidad y eficacia
de cuantificacion.
Requiere altos
niveles de ADN
VNTR/STR con 1-5 Moderada Moderada
fésforoimagen sensibilidad y eficacia
de cuantificacion.

Radioterapia

PCR-STR 1-5 Alta Sensibilidad
fluorescencia moderada
PCR en tiempo real 0,001-1 Moderada Moderada eficacia en

la cuantificaciéon

FISH: Fluorescencia con hbridacion in situ; VNTR: Variable Lumber of tandem repeats; STR: Short
tandem repeats.

4.2.3. Protocolo de estudio del quimerismo hematopo  yético
4.2.3.1 Caracteristicas del método

El método utilizado para la cuantificacién del quimerismo hematopoyético se
basa en un kit de PCR multiplex para deteccion de STR, disefiado originariamente

para propésitos forenses. El kit dispone de 11 STR distintos que incluyen amelogenina
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y que son coamplificados en una misma reaccion. La separacion de los productos de
PCR y la deteccion de la fluorescencia se realiz6 mediante electroforesis capilar,
procediendo a la cuantificacibn de la proporcién donante receptor. El célculo del
guimerismo del donante se basoé en la ratio de las sefiales informativas de donante y
receptor, como veremos mas adelante. En la Tabla 7 se especifican los marcadores
utilizados en la PCR multiplex.

Tabla 7. Marcadores STR empleados para el estudiod el quimerismo.

Rango
Designacion Localizacion Tamafio
del locus cromosoma Common sequence motif (s]9)] Marcador
D3S1358 3p TCTA(TCTG)15 (TCTA), 114-142 5-FAM
VWA 12p12-ter TCTA(TCTG)3.4(TCTA), 157-209 5-FAM
D16S539 16q24-qter (AGAT), 234-274 5-FAM
D2S1338 2035-37.1 (TGCC),(TTCC), 289-341 5-FAM
Amelogenin X:p22.1-22.3 - 107 JOE

Y:pll.2 113

D8S1179 8 (TCTR)n* 128-172 JOE
D21S11 21q11.2-g21 (TCTA)(TCTG)N[(TCTA)sTA(TCTA); 187-243 JOE

TCA(TCTA),TCCA TA|(TCTA),

D18S51 18¢21.3 (AGAA), 26-345 JOE

D19S433 19g12-13.1 (AAGG)(AAAG)(AAGG)(TAGG) 106-140 NED
(AAGG),

THO1 11p15.5 (AATG), 165-204 NED

FGA 4g28 (TTTC);TTTT TTCT (CTTT), CTCC 215-353 NED
(TTCC),
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4.2.3.2 Preparacion del ADN

Para establecer el perfil especifico de marcadores STR de cada pareja donante
- receptor previo al trasplante, se obtuvo el ADN necesario a partir de muestras de
sangre periférica del receptor y sangre del cordon que se iba a utilizar para el
trasplante, mediante un procedimiento estdndar de “salting out’(108). En estas
situaciones en las que la cantidad de ADN que se obtiene es alta, este método
proporciona buenos resultados. Se trata de un método rapido, barato y seguro para
simplificar el procedimiento de desproteinizacion. Este método implica la
desalinizacion, precipitacion y deshidratacion de las proteinas celulares al someterlas

a una solucién saturada de cloruro soédico.

El quimerismo hematopoyético fue analizado en muestras de médula 6sea no
manipulada obtenidas en el dia 14 postrasplante. E| ADN de estas muestras fue
extraido mediante el uso del kit Qiagen DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden Germany). La
cuantificacion del ADN por espectrofotometria es un paso importante, ya que el
margen de ADN es estrecho (0,5 — 5 ng por reaccion de PCR). La solucion de ADN se
incuba a 60° durante 30 minutos para conseguir que sea lo mas homogénea posible
antes de su cuantificaciéon. Tras la cuantificacion, el ADN fue diluido a una

concentracion final de 0,125 ng/uL en 10 yL de tampon TE.

4.2.3.3 PCR y electroforesis

Los marcadores STR fueron amplificados usando el kit AmpFSTR SGM plus
(Applied Biosystems). La reaccion de PCR fue realizada en un volumen final de 25 pL.
Se preparan 10,5 pyL de tampon para PCR, 0,5 uL de AmpliTag Gold DNA polimerasa
y 5,5 yL de primer mix por muestra. Se afiaden 15 uL de este master mix a 10 uL del
ADN. La PCR fue llevada a cabo en un termociclador personal Mastercycler

(Eppendorf, Hamburg, Germany) tras optimizar los protocolos de trabajo.

La electroforesis capilar fue llevada a cabo mediante el secuenciador ABI Prism
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para el andlisis de
fragmentos, se utilizaron el polimero POP — 4, el capilar verde de 47 cm y 10 x 310
tampdn GA con EDTA. Una porcién de 1,5 ml de la reaccién de PCR se mezcla con 25
ml de una soluciébn que contiene 24,5 ml de formamida demonizada y 0,5 ml de
Genescan ROX 500 de talla estandar. Las muestras fueron desnaturalizadas a 95 °C

durante 3 minutos y posteriormente enfriadas en un bafio de agua fria. Después de
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colocar las muestras en el carro se programaron diferentes tiempos de inyeccion (5 s,
10 s, 15 sy 20 s). La carga de cantidades incrementales de producto de PCR permite

la identificacion de las tallas de los picos 6ptimos para proceder a la cuantificacion.

4.2.3.4 Cuantificacion del quimerismo

Los datos recolectados tras la electroforesis fueron analizados con el software
Genescan y el genotipado automatico de los alelos se realiz6 con el software
Genotyper (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). En la actualidad, ambos
programas estan fusionados en el software GeneMaper que permite el analisis de
fragmentos. Para cada muestra se imprimen en pantalla las correspondientes curvas
de fluorescencia. Los picos de donante y receptor se alinean en el modo “size” para
tener una rapida vision de aquellos que resultan informativos, por ejemplo, diferentes
alelos entre donante y receptor. Los picos que sean informativos (diferentes entre
donante y receptor) se identifican en las muestras postrasplante de acuerdo a su
tamafio. La cuantificacion se puede realizar segun el area bajo el pico o la altura del
pico, aunque en nuestro laboratorio utilizamos la primera por ser mas fiable. Junto con
los marcadores STR iguales entre donante y receptor, existen opciones diferentes que
requieren aproximaciones distintas para efectuar el calculo del quimerismo. Este
procedimiento es un tanto tedioso por lo que se diseid una hoja de Excel que
simplificase el problema. A continuacion se exponen las férmulas para la
cuantificaciéon. El resultado final de la cuantificacion se hizo mediante el promedio de
todos los marcadores STR informativos entre donante y receptor. Las distintas

situaciones para las distintas combinaciones de marcadores STR son las siguientes:

1. Los picos del donante y receptor son homozigotos o heterocigotos y no
comparten ningan alelo comun. En la siguiente situacion se suman las
areas de los picos de donante y receptor y se calcula el porcentaje de las

areas de los picos del donante.

(Area C + Area D)
% de donante = 100 X ==-==-=n=nmemmmmm e e e
(Area A + Area B) + (Area C + Area D)

61



Material y Métodos

2.  El receptor y el donante son heterocigotos y comparten un alelo. En este
caso se desestima el alelo comun, por ejemplo el B y se suman las areas
de los picos Ay C calculando el porcentaje del alelo del donante que no es

compartido.

Area C
% de donante = 100 X ~----=-mmmmmmmmmmmmmmm e e
Area A + Area C

3. El donante o el receptor son herozigotos y uno de los alelos heterocigotos
es similar al alelo homozigoto del otro individuo. Aunque el céalculo del
porcentaje de donante es posible en esta situacion segun la férmula
establecida mas abajo, el coeficiente de variacion puede ser muy amplio y

recomendamos no utilizar estos marcadores para la cuantificacion total.

Area B
% de donante = 100 X -----=-mmmmmmmmmmmmmm oo
(Area A - Area B)/2 + Area B

En la Figura 2 se muestran algunos de los ejemplos de quimerismo en funcion de

los alelos que comparten el donante y receptor.
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A B C
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A B A B /\
Receptor ) (R /\_/\
C D B C A B
Donante REE [ /\ /\_/\
A B
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A B C D
Quimera I\ AR [\
Mixta

Figura 2. Ejemplos de quimerismo mixto

La sensibilidad de los estudios de quimerismo por esta metodologia es de un
minimo del 5% y un maximo del 1%, con una sensibilidad promedio del 3%. Los
niveles mas altos de sensibilidad se obtienen ante la presencia de alelos homocigotos
tanto en donante como en receptor.
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4.3 DEFINICIONES
4.3.1. Quimerismo mixto

Tal y como se observa en la Figura 3, el quimerismo mixto se define como la
presencia de menos de un 90% de material del donante en las muestras de médula

Osea obtenidas en el dia 14 tras el trasplante.

200 210

Receptor A j\

1
Lo
=

27 30
200 210 220
Donante N \
31 312
200 '_’1‘0 Z%U
Quimera
mixta . M
27 30 31 312

Figura 3. Quimerismo mixto tras TSCU
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4.3.2. Quimerismo completo

Se denomina quimerismo completo cuando en el estudio postrasplante no se

encuentra ADN del receptor o éste estd en cantidad inferior al 10%, tal y como se
muestra en la Figura 4.

270 280
f'\ _,f\_‘-
Receptor 2] 13
270 280
; ' = "
{
lII [}f
I " J ll‘\_
Donante 11
270 280
l'r'f-"‘l'
Post-TSCU QC 11

Figura 4. Quimera completa tras TSCU

4.3.3. Quimerismo en ‘split’

El concepto de quimerismo en ‘split’ hace referencia a la presencia de distintas
lineas con distinto origen en el donante o el receptor. Por ejemplo, es posible que se
haya producido un injerto de la serie linfoide T con quimera completa del donante en
esa serie, mientras que la serie mieloide presente un material del receptor del 100%.

En estos casos, la inmunidad adicional T no ha sido suficiente para conseguir un
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injerto completo de todas las series. Esta situacion puede apreciarse con claridad en la

Figura 5y la Figura 6.
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Quimera Receptor Mieloide

0

210
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Figura 5. Quimerismo en ‘split’ con 100% de materia

mieloide

Quimera Donante Linfoide T

| del donante en la poblacién
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Figura 6. Quimerismo split con 100% de material del

linfoide T

4.3.4. Injerto mieloide

Quimera Donante Mieloide

donante en la poblacion

El injerto mieloide fue definido como el primer dia con un recuento de

polimorfonucleares de 0,5 x 10°/L o mayor durante 3 dias consecutivos. Se considero

gue los pacientes tenian un fallo de injerto si habian sobrevivido mas de 28 dias y no

habian alcanzado injerto mieloide. Para estimar la incidencia acumulada de injerto
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mieloide se consideraron eventos competitivos la muerte precoz o la realizacion de un
segundo trasplante sin que se hubiese producido la recuperacion hematopoyética del

primero.

4.3.5. Injerto plaquetar

El injerto plagquetar fue definido como el primer dia de un recuento plaquetar
mayor de 20 x 10%L sin soporte transfusional durante al menos una semana. Para
estimar la incidencia acumulada de injerto plaquetar se consideraron eventos
competitivos la mortalidad precoz o la realizacién de un segundo trasplante sin que se

hubiese producido la recuperacion plaguetar del primero.

4.3.6. Estadio de la enfermedad
El estadio de la enfermedad al momento del TSCU fue definido como:

» Estadio precoz : pacientes con leucemia aguda, linfoma o sindrome
mielodisplasico (SMD) en primera remisién completa (RC1), leucemia
mieloide crénica (LMC) en primera fase cronica y anemia refractaria no

tratada.

» Estadio intermedio : pacientes con leucemia aguda, linfoma o SMD en
segunda o ulterior remision completa, LMC en segunda fase crénica o

fase acelerada.

» Estadio avanzado : leucemia aguda y linfoma refractario o en recaida,
LMC en crisis blastica y anemia refractaria con exceso de blastos
(AREB) no tratada.

4.3.7. Enfermedad injerto contra huésped aguda

La EICH aguda se defini6 como el cuadro clinico con afectacidon cutanea,
hepatica o intestinal consecuencia de la reaccion inmunolégica del injerto frente al
paciente que aparecié en los 100 primeros dias tras el trasplante. El grado de EICH
aguda fue definido de acuerdo a criterios estandar. La EICH aguda fue clasificada en
funcion de su grado de afectacidon cutanea (Tabla 8), hepética (

Tabla 9) e intestinal (Tabla 10). De la gradacién de estos tres sistemas se
obtuvo el grado final de la EICH (Tabla 11).
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Tabla 8. Gradacion de la EICH aguda cutanea.

Estadio Criterio clinico
+ Exantema maculopapular menor al 25% de la superficie corporal total
++ Exantema maculopapular entre el 25% y 50% de la superficie corporal total
+++ Eritrodermia generalizada
++++ Descamacion y bullas

Tabla 9. Gradacion de la EICH aguda hepética.

+ Bilirrubina entre 2 'y 3 mg /dl

++ Bilirrubina entre 3y 6 mg /dI
+++ Bilirrubina entre 6 y 15 mg /dlI
++++ Bilirrubina mayor de 15 mg /dl

Tabla 10. Gradacion de la EICH aguda intestinal.

+ Diarrea entre 500-1000 ml/d o nduseas persistentes
++ Diarrea entre 1000-1500 mi/d

+++ Diarrea mayor de 1500 ml/d

++++ Dolor abdominal intenso con o sin ileo

Tabla 11. Gradacion global de la EICH aguda.

Afectacion del
Grado global Cuténeo Hepatico Gastrointestinal estado general
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4.4 ESTUDIOS ESTADISTICOS

4.4.1. Variables incluidas en el analisis estadisti  co

En la Tabla 12 se enumeran las variables que fueron analizadas para su

asociacion con los distintos “end points” establecidos.

Tabla 12. Variables analizadas.

Variables Relacionadas con el

paciente y su tratamiento

Variables relacionadas con el in6culo

Edad

Sexo del Paciente

Sexo de Donante y Receptor
Peso

Diagnostico

Estadio al Trasplante
Compatibilidad HLA
Tratamiento de Acondicionamiento
Profilaxis de la EICH
Compatibilidad ABO

Estatus para CMV
Trasplante Autélogo Previo

Quimerismo en dia +14

Viabilidad

CNT a la criopreservacion
CFU a la criopreservacion
CD34+ a la criopreservacion
CNT infundidas

CFU infundidas

CD34+ infundidas

CD3+ infundidas

CD4+ infundidas

CD8+ infundidas

CD19+ infundidas

CD56+ infundidas

4.4.2. Andlisis estadistico

Para la estimacion de la incidencia acumulada de injerto mieloide, injerto

plaguetar, EICH aguda y mortalidad relacionada con el trasplante, se utilizé el método
de la incidencia acumulada o riesgos competitivos (probabilidad marginal)(109, 110).
En todos los casos el tiempo fue considerado desde el momento del trasplante o dia

cero.
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Para el estudio de la prevalencia de fallo de injerto, las diferencias en la
distribucion de las variables categoricas entre los distintos subgrupos de pacientes se
analizaron mediante el test de chi-cuadrado con la correccidon de Yates, cuando ésta
era necesaria. En el caso de variables continuas, las diferencias existentes entre
grupos se calcularon mediante el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney o el
test de la t de student, de acuerdo a la normalidad de la distribucién. Todos los valores

de p fueron calculados usando “tests de dos colas”.

Los estudios de correlacion entre los distintos datos de celularidades se

realizaron mediante el test de Rho de Spearman para estudios no parameétricos.

Las variables continuas fueron categorizadas para los estudios de incidencia
acumulada utilizando la mediana como punto de corte, a excepcion de los resultados
del quimerismo que se categorizaron en incrementos de 10 puntos desde 50 hasta 90.
El nivel de significacion estadistica se establecié en un valor de p de 0,05 o inferior,
pero todas las variables con un valor de p < 0,1 fueron incluidas en un analisis
multivariante, utilizando el modelo de regresion logistica o el método de Fine and Gray

para la incidencia acumulada(110).

El analisis estadistico se realizé usando el paguete estadistico R version
2.13.2(111), usando los paquetes maxstat v0.7-14, survival v2.36-10, Design 2.3-0,
prodlim v1.2.1 y cmprsk v2.2-2, con excepcion de los gréficos de correlacion lineal que

se realizaron en el sistema SPSS version 15.
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5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES E INJERTO

5.1.1. Caracteristicas demograficas

En total se incluyeron 148 pacientes con neoplasias hematoldgicas que
recibieron un TSCU entre los afios 2000 y 2011 y que disponian de estudio de
quimerismo en el dia 14 post-trasplante. Las caracteristicas de los pacientes se
encuentran resumidas en la Tabla 13. La edad mediana fue de 32 afios con extremos
entre 15 y 55 afios. La mayoria de pacientes fueron varones (68%) y recibieron el
trasplante como parte del esquema de tratamiento de una leucemia aguda, en
concreto un 76% de los casos, mientras que el 24% restante incluian SMD, LMC, LLC,

LNH u otras enfermedades.

De acuerdo a los parametros definidos previamente, el 43% de los enfermos se
encontraban en un estadio precoz de su enfermedad, el 30% en un estadio avanzado
y el 27% en un estadio intermedio. La mediana de peso de los pacientes fue de 74 kg
con extremos entre 37 y 112 kg. El estado seroldgico para el CMV fue positivo en 114
pacientes (77%) y un 12% habian recibido un trasplante aut6logo de progenitores

hematopoyéticos previamente.
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Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes

Mediana n
(porcentaje)

Caracteristicas (extremos)

Edad en afios
Mediana
Extremos

Sexo del paciente
Hombre
Mujer

Diagnostico
Leucemia mieloblastica aguda
Leucemia linfoblastica aguda
Sindrome mielodisplasico
Leucemia mieloide cronica
Sindrome linfoproliferativo cronico
Otros

Estadio de la enfermedad
Avanzado
Precoz
Intermedio

Peso (kg)
Mediana
Extremos

Estado serolégico anti-CMV
Positivo
Negativo

Trasplante aut6logo de progenitores
hematopoyéticos previo

Si
No

32
15-55

101 (68)
47 (32)

54 (36)
59 (40)
8 (5)
10 (7)
13 (9)
4 (3)

44 (30)
63 (43)
41 (27)

74
37-112

114 (77)
34 (23)

18 (12)
130 (88)
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En la Tabla 14 se describe la distribucion de los regimenes de
acondicionamiento y profilaxis de la EICH administrados. El tratamiento de
acondicionamiento incluyé busulfan, ciclofosfamida, tiotepa y ATG en 42 pacientes
(28%) mientras que el resto recibid la misma combinacion pero sustituyendo la
ciclofosfamida por fludarabina. El busulfan se administré por via IV en la mayoria de
pacientes y tan sélo un 11% de los casos lo recibieron por via oral. En so6lo un 6% de
los pacientes el ATG se administré en forma de linfoglobuliba, mientras que en el 94%
de los casos se utilizé timoglobulina. El 30% de los pacientes recibié una combinacién
de ciclosporina A y micofenolato mofetilo (MMF). El resto recibi6é ciclosporina A en
combinacion con prednisona VO. En el 53% la prednisona se administrd6 en pauta

larga y en el 17% en pauta corta.

Tabla 14. Tratamiento de acondicionamiento y profil  axis de la EICH

n
Esquema de Tratamiento (porcentaje)
Régimen de Acondicionamiento

BUCY-TT-ATG 42 (28)

BUFLU-TT-ATG 106 (72)
Via de administracion de busulfan

Intravenoso 134 (89)

Oral 16 (11)
Tipo de gammaglobulina anti-timocitica

Linfoglobulina 9 (6)

Timoglobuliba 139 (94)
Profilaxis de la Enfermedad de Injerto Contra Huésp  ed

CSA + MF 45 (30)

CSA + PDL* 78 (53)

CSA + PDC** 25 (17)

* Prednisona en pauta larga
** Prednisona en pauta corta
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5.1.2. Caracteristicas de las unidades de sangre de  corddn umbilical

En lo que se refiere a las unidades de cordén, y tal y como se describe en la
Tabla 15, la inmensa mayoria de los pacientes presentaron algun grado de disparidad
HLA con las unidades trasplantadas. Unicamente 10 pacientes recibieron unidades
HLA-idénticas (7%). El resto presentaba una (21%) o dos (72%) disparidades a nivel

de los locus estudiados.

En mas de la mitad de los casos existia disparidad de sexo entre donante y

receptor y una incompatibilidad mayor al sistema ABO en el 29% de los casos.

El tiempo de almacenamiento de las unidades de corddn antes de proceder a
su trasplante fue muy variable, con una mediana de 38 meses pero con extremos que
llegaban hasta los 173 meses. Al momento de la descongelacion, la mediana de la

viabilidad de las células fue de un 69% (extremos entre 35% y 93%).
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Tabla 15. Caracteristicas basicas de las unidadesd e SCU

Mediana

n

Caracteristicas (extremos)

Disparidad de Sexo Donante-Receptor
Hombre-Hombre
Hombre-Mujer
Mujer-Mujer
Mujer-Hombre
Incompatibilidad de grupo ABO
No
Incompatibilidad Mayor
Incompatibilidad Menor
Compatibilidad HLA
6/6
5/6
4/6
Tiempo de almacenamiento, meses
Mediana 38
Extremos 0-173
Viabilidad (%)
Mediana 69

Extremos 35-93

(porcentaje)

52 (35)
23 (16)
24 (16)

49 (33)

67 (45)
43 (29)

38 (26)

10 (7)
32 (22)

106 (72)

En lo que se refiere a los datos basicos de celularidad de las unidades de

cordon se muestran en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

Destaca una cifra de células CD34+ infundidas con una mediana de 1,4 x 10° por
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kilogramo de peso del receptor, con extremos entre 0,3 x 10° por kilogramo y 10 x 10°

por kilogramo.

Tabla 16. Celularidades basicas de las unidades de cordon

Precongelacion Postcongelacion
Mediana Mediana
Celularidad (extremos) (extremos) P Wilcoxon
CNT
Mediana 2,98 2,46 < 0,001
Extremos 1,49 — 7,53 1,03 - 5,88

Células CD34+

Mediana 1,64 1,36 0,018
Extremos 0,27 - 6,76 0,27 - 10,09

CFU-GM
Mediana 2,46 2,59 0,27
Extremos 0,05-6,76 0-142.41

En términos generales, se observd una disminucién estadisticamente
significativa entre los valores de celularidad previos a la criopreservacion, en base a
los que se solicitd la unidad de corddon y los obtenidos tras el proceso de
descongelacion. Si bien el descenso se produjo en todas las subpoblaciones
analizadas, fue especialmente marcado en la CNT que pas6 de una mediana de 3 X
10" a 2,5 x 10’ por kg de peso del receptor (P = 0,018) y células CD34+ que bajaron
de una mediana de 1,7 x 10° a 1,4 x 10° por kg de peso del receptor (P < 0,001), tal y

como se aprecia en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

En la Tabla 17 se especifican los valores de linfocitos y subpoblaciones
linfocitarias infundidas tras la descongelacién. La mayoria de los linfocitos contenidos
en el injerto fueron linfocitos T (CD3 positivos). La mayoria de estos linfocitos T

correspondieron a la subpoblacion de linfocitos T CD4+.
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Tabla 17. Poblaciones linfocitarias en el injerto

Mediana

Subpoblaciones de linfocitos

Linfos post x 10 ’ por kg

Mediana
Extremos

CD3 post x 10 ’ por kg
Mediana
Extremos

CD4 post x 10 ’ por kg
Mediana
Extremos

CD8 post x 10 ’ por kg
Mediana
Extremos

CD56 post x 10 ’ por kg
Mediana
Extremos

CD19 post x 10 " por kg
Mediana

Extremos

(extremos)

0,3-3,3

0,6

0,2-17

0,42

0,01-1,2

0,16

0,05-1

0,23

0,04-0,9

0,20

0,02-1,1

5.2 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE QUIMERISMO

5.2.1. Andlisis descriptivo del quimerismo en el di

a 14 postrasplante

La mayoria de pacientes (64%) alcanzaron una quimera completa del donante

antes de iniciar la recuperacion hematopoyética en sangre periférica. Mas de dos
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tercios de estos pacientes con quimera completa presentaron valores por encima del
95% de material del donante.

El resto de pacientes (36%) presentaron una quimera mixta en el dia 14 tras el
TSCU con una variacion importante en el valor de ese quimerismo (Figura 7). Aunque
el 50% de los pacientes con quimera mixta mantenian valores superiores al 80%, el
resto tuvieron valores realmente bajos, con una persistencia importante de material del

receptor o incluso predominio de éste ultimo.

O80-90
O70-80
O60-70
iy 0% O 50 -60
= < 50

17%

Figura 7. Distribucion de los resultados del quimer iISmo mixto

5.2.2. Factores que influyen en el quimerismo

En la Tabla 18 se muestra la influencia que distintas variables relacionadas con
el paciente y el trasplante tienen sobre el quimerismo 14 dias tras el TSCU. El uso de
micofenolato mofetilo para la profilaxis de la EICH fue el Unico factor que se asocio
significativamente con una mayor incidencia de quimera mixta. Los pacientes que
recibieron profilaxis de la EICH con ciclosporina A y micofenolato presentaron una
quimera mixta en el 53% de los casos frente al 29% de los pacientes que recibieron
ciclosporina A y prednisona (P = 0,009).
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Tabla 18. Caracteristicas basales del paciente y re  sultado del quimerismo en el
dia 14 post-TSCU

Quimera completa Quimera mixta
n n
Caracteristicas (porcentaje) (porcentaje) Valor de P
Sexo
Hombre 62 (66) 39 (72) 0,6
Mujer 32 (34) 15 (28)

Estatus serol6gico CMV

Positivo 72 (77) 42 (78) 1
Negativo 22 (23) 12 (22)

Diagnéstico
Leucemia aguda 74 (79) 39 (72) 0,5
Otros 20 (21) 15 (28)

Estadio
Avanzado 24 (26) 20 (37) 0,2
Intermedio 25 (27) 16 (30)
Precoz 45 (47) 18 (33)

Edad en afios
<30 39 (42) 23 (43) 1
> 30 55 (58) 31 (57)

Auto-TPH previo

No 81 (86) 49 (91) 0,6
Si 13 (14) 5 (9)

Peso en kg
<70 44 (47) 25 (46) 0,9
> 70 50 (53) 29 (54)
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Tabla 18 bis. Caracteristicas del trasplante y resu  Itado del quimerismo en el dia
14 post-TSCU

Quimera completa Quimera mixta

n n
Caracteristicas (porcentaje) (porcentaje) Valor de P

Compatibilidad HLA
4 sobre 6 64 (68) 42 (78) 0,3
5 — 6 sobre 6 30 (32) 12 (22)

Acondicionamiento

BUCY 30 (32) 11 (20) 0,2
BUFLU 64 (68) 43 (80)

Busulfan
Oral 13 (14) 3(6) 0,2
Intravenoso 81 (86) 51 (94)

ATG
Linfoglobulina 8 (9) 1(2) 0,2
Timoglobulina 86 (91) 53 (98)

Incompatibilidad ABO

No 45 (48) 22 (40) 0,6
Menor 27 (29) 16 (30)
Mayor 22 (23) 16 (30)

Sexo Donante — Receptor

Hombre — Hombre 28 (30) 24 (44) 0,2
Hombre — Mujer 18 (19) 5(9)

Mujer — Hombre 34 (36) 15 (28)

Mujer — Mujer 14 (15) 10 (19)

Profilaxis EICH
CsA — Prednisona 73 (78) 30 (56) 0,009

CsA — Micofenolato 21 (22) 24 (44)
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En la Tabla 19 se detalla la relacion entre la celularidad de las unidades de
cordon trasplantadas y la incidencia de quimerismo mixto 14 dias después del
trasplante. Se observo una mayor incidencia de quimera mixta en los pacientes que
recibieron una menor dosis de células CD34+ ajustada por kg de peso (P = 0,008). En
el andlisis multivariante incluyendo tanto las variables relacionadas con el paciente y
su tratamiento, como los datos referentes a celularidad, solo la cifra de células CD34+
demostr6 tener un valor prondstico independiente sobre el quimerismo. Conforme las
dosis de células CD34+ infundidas son menores la incidencia de quimerismo mixto

aumenta.
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Tabla 19. Relaciéon entre celularidad de las unidade

dia 14 post-trasplante

Celularidad

CNT pre x 107 por kg

CD34 pre x 10° por kg

CFU pre x 10* por kg

CNT post x 10 ” por kg

CD34 post x 10 ° por kg

CFU post x 10 * por kg

Linfocitos post x 10 7 por kg

Quimera completa

Mediana

(extremos)

2,8

1,8-6,9

1,7

0,7-6,4

2,6

0,1-224

2,4

1,2-57

1,4

0,6 -5,7

2,6

0,1-92,1

0,3-2,6

Quimera mixta

Mediana

(extremos)

1,8

0,3-6,8

2,1

0,1-14,8

2,7

15-59

13

0,3-51

2,4

0,3-96,1

0,5-3,3

s de corddn y quimerismo en

Valor de P

0,5

0,4

0,8

0,6

0,008

0,2

0,3
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Tabla 19 bis. Relacion entre celularidad de las uni  dades de corddn y quimerismo
en dia 14 post-trasplante

Quimera completa Quimera mixta

n n
Celularidad (exremaos) (extremos) Valor de P

CD3 post x 10 ’ por kg

0,6 0,6 0,5
0,2-1,6 0,3-1,7
CD4 post x 10 ’ por kg
0,4 0,4 0,7
0,1-1,1 0-1,2
CD8 post x 10 ’ por kg
0,2 0,2 0,2
0,1-1 0,1-0,5
CD56 post x 10 ’ por kg
0,3 0,2 0,06
0-0,8 0,1-0,9
CD19 post x 10 ’ por kg
0,2 0,2 0,2
0,1-0,6 0,1-0,8
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5.3 CINETICA DEL INJERTO MIELOIDE
5.3.1. Descripcion del injerto mieloide

Tres pacientes fallecieron en los dias 16, 19 y 24 tras el TSCU sin constatar
injerto mieloide. Siete pacientes presentaron un fallo primario de injerto y otros dos
pacientes adicionales un fallo secundario. Un total de 136 pacientes injertaron con una
mediana de 20 dias (extremos, 11 — 57). La incidencia acumulada de injerto fue del
96% a los 60 dias (Figura 8).
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Figura 8. Incidencia acumulada de injerto mieloide
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5.3.2. Andlisis univariante de factores para injert o mieloide

Mulltiples variables, tanto relacionadas con las caracteristicas de los pacientes
y su tratamiento, como con la celularidad contenida en las unidades de cordén
umbilical, se asociaron con la probabilidad de injerto mieloide. En la Tabla 20 se
muestran las variables de los pacientes y del acondicionamiento al trasplante que

tuvieron relacién significativa con la incidencia acumulada de injerto mieloide.

Tabla 20. Caracteristicas del paciente asociadas si  gnificativamente con el injerto

mieloide
Incidencia
Categoria Mediana  acumulada a 60 Valor de P

Variable Desfavorable (dias) dias (%) Test de Gray
Quimera < 90% 18-24 99 vs. 83 < 0,0001

< 80% 20-25 98 vs. 74 0,0001

< 70% 20-23 98 vs. 61 0,0003

< 60% 20-25 98 vs. 50 0,0007

< 50% 21-25 97 vs. 50 0,0007
Sexo Varon 20-21 98 vs. 91 0,06
Peso > 70 19 — 22 97 vs. 90 0,02
Diagnostico No LA 20-24 96 vs. 86 0,008
Estado Positivo 18-21 97 vs. 92 0,03

serolégico CMV

Profilaxis EICH Micofenolato 19-23 94 vs. 91 0,06

Los resultados del quimerismo en el dia 14 post-trasplante tuvieron una
marcada influencia sobre la incidencia acumulada de injerto al dia 60 analizados en
diferentes puntos de corte. Tanto la probabilidad de injerto, como la mediana de
tiempo hasta el mismo, fue mayor en los pacientes que presentaron una quimera

precoz completa que en aquellos en los que la quimera fue mixta, tal y como se
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muestra en la Figura 9. La probabilidad de injerto fue del 99% frente al 83% (P <
0,0001) para los pacientes con quimera completa frente a aquellos que presentaron

una quimera mixta, con una mediana de dias hasta el injerto de 18 vs. 24.
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QD=90% 94 94 41 8 2 2 1

Figura 9. Incidencia acumulada de injerto mieloide en funci  én del e stado del

guimerismo, mixto o completo

La probabilidad de injerto mieloide fue disminuyendo conforme los puntos de
corte para el resultado del quimerismo se fueron bajando tal y como se aprecia en la
Figura 10. Si bien la mediana de dias para los pacientes que alcanzaban injerto se
mantenia mas o menos constante, en torno a unos 25 dias, la incidencia acumulada
de injerto bajaba hasta tan solo el 50% para valores de quimerismo inferiores al 60%
en el dia 14 tras el trasplante. Puntos de corte establecidos por debajo de esta cifra de
60% no mostraron ya cambios en la probablidad de injerto, incluyendo s6lo un nimero

muy pequefio de pacientes.
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Figura 10. Incidencia acumulada de injerto mieloide en funci ~ 6n del resultado del

quimerismo en el dia 14 tras el TSCU

Ademas de los resultados del quimerismo, otras variables como el sexo varon,
un peso del receptor mayor a 70 kg, un diagnéstico distinto a leucemia aguda, el
estado seropositivo para CMV y el uso de micofenolato para la profilaxis de la EICH se

asociaron a una probabilidad de injerto mieloide mas baja.

En la Tabla 21 se muestra la relacion existente entre los datos de celularidad
de las unidades de cordon umbilical y la incidencia acumulada de injerto mieloide. De
forma general, todos los tipos celulares, principalmente células CD34+ y linfocitos T,

se relacionaron con la probabilidad de injerto.
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Tabla 21. Celularidad de la unidad de SCU e injerto  mieloide

Categoria Mediana Cla60 Test de

Variables Desfavorable (dias) dias (%) Gray
CNT x 107/kg infundidas <25 19 -22 96 vs. 91 0,01
CD34 x 10°/kg criopreservacion <1,2 19-24 96 vs. 85 0,004
CD34 x 10°/kg infundidas <14 16 -24 96 vs. 92  0,0004
CFU-GM x 10“/kg <22 20-23 98 vs. 88 0,04
criopreservacion

CFU-GM x 10%/kg infundidas <5 11-21 100vs.91 0,0002
CD3 x 106/kg infundidas <6 19-22 99vs. 87 0,0008
CD4 x 10%kg infundidas <42 19-22  97vs. 89 0,01
CDS8 x 106/kg infundidas <1,6 19-22 98 vs. 87 0,003
CD19 x 10%kg infundidas <26 16 —-22  95vs. 92 0,02
CD56 x 106/kg infundidas <35 16 — 22 97vs. 92  0,0007

En la Figura 11 y la Figura 12 se muestra la incidencia acumulada de injerto en

funcién del numero de células CD34+ y linfocitos T infundidos.
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Figura 11. Incidencia acumulada de injerto mieloide en funci  6n de la dosis de

células CD34+ infundidas
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Figura 12. Incidencia acumulada de injerto mieloide en funci  6n de la dosis de

células CD3+ infundidas

5.3.3. Analisis multivariante del injerto mieloide

De todos los factores analizados s6lo el quimerismo hematopoyético y la cifra
de linfocitos T infundidos se asociaron de forma independiente con la probabilidad de

injerto mieloide (Tabla 22)
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Tabla 22. Andlisis multivariante de injerto mieloid e

HR Valor de P
Variables (95% IC) Test de Fine and Gray
Quimerismo en el dia +14 1,03 < 0,0001
(1,02 - 1,05)
CD3+ infundidas x 10 ° por kg 2,53 0,0007
(1,48 - 4,33)

5.3.4. Correlacién entre los distintos subtipos cel ulares

Los distintos subtipos celulares infundidos mostraron una correlacion positiva
entre ellos. En la Tabla 23 se muestran los niveles de correlacion entre las poblaciones
celulares mas importantes para el injerto. Los niveles de CNT infundidos tuvieron un
buen nivel de correlacién con las células CD34+ (coeficiente de 0,640; P < 0,001) y
linfocitos T (coeficiente de 0,639; P < 0,001). Sin embargo, la correlacion positiva entre
las cifras infundidas de células CD34+ y de linfocitos T fue moderada, con un
coeficiente Rho de Spearman de 0,420 (P < 0,001).

Tabla 23. Correlacion entre los subtipos celulares de las unidades de SCU

Coeficiente de
Correlacion Correlacion Valor de P

CNT x 107/kg infundidas vs. 0,640 < 0,001
CD34 x 10°/kg infundidas

CNT x 107/kg infundidas vs. 0,639 < 0,001
CD3 x 10%kg infundidas

CD34 x 10°/kg infundidas vs. 0,420 < 0,001

CD3 x 10%kg infundidas
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En la Figura 13, Figura 14 y Figura 15 se muestran los gréaficos de correlacion
de las distintas poblaciones celulares infundidas.
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Figura 13. Correlacion entre las CNT y las células  CD34+ infundidas
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Figura 14. Correlacién entre las CNT y las células  CD3+ infundidas
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Figura 15. Correlacién entre las células CD34+ yla s células CD3+ infundidas

5.4 FALLO PRIMARIO DE INJERTO
5.4.1. Descripcion del fallo primario de injerto

Siete pacientes no llegaron a alcanzar injerto mieloide tras sobrevivir mas de un
mes. Estos pacientes fueron considerados como fallos primarios de injerto y
representan un 5% de la poblacion de estudio. Seis de los siete pacientes (86%) con
fallo de injerto primario fallecieron. El Unico paciente que sobrevivié lo hizo tras ser
rescatado con un trasplante de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica de
donante familiar haploidéntico con depleciéon T. Actualmente estd aun vivo a los 5 afios
del TSCU.

5.4.2. Andlisis univariante para fallo de injertop  rimario

En la Tabla 24 se describen los principales factores asociados a la presencia de
fallo de injerto primario. El estado del quimerismo al dia 14 después del TSCU tuvo
una marcada influencia en el desarrollo de un fallo de injerto primario. Seis de los
sietes pacientes en los que el injerto falld tenian una quimera mixta al dia +14 del

trasplante.
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Tabla 24. Andlisis univariante de factores de riesg o para fallo de injerto

Mediana

Variables (extremos) n (%) VALOR DE P

Quimera 90%
<90 6/54 (11) 0,02
290 1/94 (1)

Quimera 80%
<80 6/27 (22) < 0,001
>80 1/121 (0.8)

Quimera 70%
<70 6/18 (33) < 0,001
270 1/130 (0.7)

Quimera 60%
<60 6/14 (43) < 0,001
>60 1/134 (0.7)

Quimera 50%
<50 6/12 (50) < 0,001
250 1/136 (7)

Diagnostico LA
LA 3/113 (3) 0,09
No LA 4/35 (11)

Quimera dia +14
Fallo de injerto 36 (15 -95) < 0,001
Injerto 94 (0 — 100)

Células CD34+ pre x 10 ° por kg
Fallo de injerto 1,15 (0,46 — 2,72) 0,07

Injerto 1,66 (0,27 — 6,76)
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La frecuencia de fallo de injerto primario fue incrementandose conforme el
resultado del estudio de quimerismo mostraba una mayor proporcion de material del
receptor, de forma que para quimeras mixtas con niveles de material del donante

inferiores al 50%, la tasa de fallo primario de injerto fue del 50%.

5.4.3. Analisis multivariante de fallo de injerto p  rimario

Solo el resultado del estudio del quimerismo al dia 14 tras el TSCU se asoci6 de

forma independiente a la tasa de fallo de injerto primario (P < 0,001).

5.5 INJERTO PLAQUETAR
5.5.1. Descripcion del injerto plaquetar

De un total de 136 pacientes que alcanzaron injerto mieloide, 39 (29%) no
llegaron a alcanzar injerto plaquetar y todos ellos fallecieron con una mediana de 68
dias (extremos 13 — 306 dias). Noventa y siete pacientes alcanzaron injerto plaquetar
con una mediana de 47 dias (extremos 27 — 41 dias). La incidencia acumulada de

injerto plaquetar fue del 69% a los 180 dias tras el TSCU (Figura 16).
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Figura 16. Incidencia acumulada de injerto plaqueta r
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5.5.2. Andlisis univariante del injerto plaquetar

En la Tabla 25 se muestran las variables que se asociaron con la probabilidad
y velocidad de injerto plaquetar. Al igual que sucedié con el injerto mieloide, tanto los
resultados de los estudios de quimerismo en el dia 14 tras el TSCU, como los datos de

las dosis de algunos subtipos celulares infundidos, tuvieron valor pronéstico sobre la

cinética y la probabilidad de injerto plaquetar.

Tabla 25. Factores del paciente relacionados con el injerto plaquetar
Punto de Mediana Incidencia acumulada Valor de P

Variables corte (dias) a 180 dias (%) Test de Gray
Quimera < 90% 54 vs. 44 66 vs. 70 0,3

< 80% 56 vs. 45 56 vs. 72 0,06

< 70% 59 vs. 45 44 vs. 72 0,03

< 60% 67 vs. 45 43 vs. 72 0,06

< 50% 78 vs. 46 42 vs. 71 0,07
Sexo D -R M-H 51 vs. 45 55. vs. 76 0,01
Diagnaéstico No LA 61 vs. 46 54 vs. 74 0,03
CD3+ x 10%kg <6 53 vs. 43 59 vs. 78 0,002
infundidas
CD4+ x 10%kg <42 52 vs. 43 64 vs. 73 0,06
infundidas
CD8+ x 10%kg <16 54 vs. 42 59 vs. 78 0,0006
infundidas

En la Figura 17 se muestran las curvas de injerto plaquetar segun los
resultados del quimerismo al dia 14 tras el TSCU. A diferencia del injerto mieloide, el
hecho de presentar un quimerismo mixto no se correlacioné con la probabilidad de
alcanzar injerto plaquetar ni con los dias necesarios para ello. Sin embargo, niveles de

material del donante por debajo del 80% si que resultaron en una incidencia
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acumulada de injerto plaquetar mas baja y en una mediana de dias mas alta hasta

alcanzar el injerto.
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Figura 17. Incidencia acumulada de injerto plaqueta  r segun el quimerismo a dia

14 tras el trasplante

La dosis celular infundida también jugd un papel importante en el injerto
plaguetar. No obstante, ni el nimero de células CD34+ del injerto, ni la CNT, ni las
CFU mostraron influencia sobre el injerto plaquetar en esta serie. En su lugar, este
dependio en gran medida de la dosis de linfocitos T utilizada, de forma que cuando las
células CD3+ infundidas fueron menores de 6 x 10° por kg de peso del receptor, la
incidencia acumulada de injerto plaguetar a los 180 dias fue de 59% frente a 78% para
dosis mayores, con una mediana de dias hasta el injerto de 53 vs. 43 (P = 0,002). En
la Figura 18 se muestra la probabilidad de injerto plaquetar en relacion a la dosis de

células CD3+ infundidas.
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Figura 18. Incidencia acumulada de injerto plaqueta  r segun la dosis de células
CD3+ infundidas

De entre las subpoblaciones de linfocitos T, la dosis de linfocitos CD8+
infundida tuvo una marcada influencia en la probabilidad de injerto plaquetar. Aquellos
pacientes que recibieron una dosis de células CD8+ menor de 1,6 x 10° por kg de
peso, tuvieron una incidencia acumulada de injerto plaquetar del 59% frente al 78% (P
= 0,0006). En la Figura 19 y en la Figura 20 se muestran las curvas de injerto
plaguetar en funcion de las cifras de células CD4+ y CD8+ infundidas

respectivamente.
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Figura 19. Incidencia acumulada de injerto plaque tar segun la d osis de células
CD4+ infundidas
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Figura 20. Incidencia acumulada de injerto plaguetar segun|  a dosis de células
CD8+ infundidas
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De igual manera la relacion entre el sexo de donante y receptor, en este caso
mujer — hombre, y un diagnostico distinto a leucemia aguda, resultaron en una
incidencia acumulada menor de injerto plaquetar y en una mediana de dias mas
prolongada hasta alcanzar dicho injerto. En la Figura 21 y la Figura 22 se muestran las
curvas de injerto plaquetar en funcion de la relacibn donante — receptor y del

diagndstico respectivamente.
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Figura 21. Incidencia acumulada de injerto plaqueta  r en funcion del

sexo de donante y receptor
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Figura 22. Incidencia acumulada de injerto plaqueta  r en funcion del diagnéstico

5.5.3. Analisis multivariante del injerto plaquetar

Tal y como se muestra en la Tabla 26, de todos los factores analizados sélo el
guimerismo hematopoyético, la cifra de linfocitos T infundidos y la relacién entre el
sexo del donante y receptor se asociaron de forma independiente con la probabilidad

de injerto plaquetar.
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Tabla 26. Analisis multivariante de injerto plaquet  ar

HR Valor de P
Variables (95% IC) Test de Fine and Gray
Sexo Donante — Receptor 0,51 < 0,005
(0,32-0,82)
Quimerismo dia +14 1,013 0,01

(1,003 — 1,024)

Células CD3+ x 10 ° por kg 1,098 0,03

(1,01 — 1,194)
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5.6 ENFERMEDAD DEL INJERTO CONTRA EL HUESPED AGUDA

5.6.1. Descripcion de la EICH aguda y analisis univ  ariante de factores de

riesgo

Sesenta y dos pacientes fueron diagnosticados de EICH aguda de grado Il o
superior con una mediana de 20 dias (extremos 7 — 97 dias). La incidencia acumulada
de EICH aguda de grado Il o superior fue de 43% a los 100 dias tras el trasplante
(Figura 23).
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Figura 23. Incidencia acumulada de EICH aguda
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En la Tabla 27 se muestran las variables que se relacionaron con un mayor
riesgo de EICH aguda. Los resultados del quimerismo no se correlacionaron con el
riesgo de EICH y ninguno de los puntos de corte analizados demostr6 una mayor

incidencia de esta complicacion (Figura 24).

Tabla 27. Analisis univariante de EICH aguda

Valor de P
Incidencia acumulada a 100 dias Test de

Variables Desfavorable (CH)) Gray
Quimera < 90% 43 vs. 43 0,7

< 80% 35 vs. 45 0,5

< 70% 36 vs. 44 0,7

< 60% 29 vs. 44 0,4

< 50% 17 vs. 44 0,2
Diagnostico No LA 64 vs. 37 0,01
Incompatibilidad # Mayor 48 vs. 29 0,03
ABO
Linfoglobulina Si 67 vs. 42 0,01
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Figura 24. Incidencia acumulada de EICH aguda en fu  ncién del quimerismo

El diagnostico que motivo el trasplante y el esquema de acondicionamiento
administrado fueron las principales variables asociadas con el riesgo de EICH aguda
(Figura 25, Figura 26 y Figura 27). Los pacientes con un diagndstico distinto al de
leucemia aguda, aquellos sin incompatibilidad ABO o con incompatibilidad menor y los
que recibieron linfoglobulina en lugar de timoglobulina en el régimen de
acondicionamiento, presentaron una mayor probabilidad de desarrollar EICH aguda.
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Figura 26. Incidencia acumulada de EICH en funcion

de la incompatibilidad ABO
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Figura 27. Incidencia acumulada de EICH en funcion del uso  de linfoglobulina

5.6.2. Analisis multivariante de factores de riesgo de EICH aguda

En el andlisis multivariante sélo el diagndstico distinto a leucemia aguda (P =
0,004), la ausencia de incompatibilidad ABO mayor (P = 0,02) y el uso de
linfoglobulina en lugar de timoglobulina (P = 0,009), se asociaron independientemente

con el riesgo de EICH aguda (Tabla 28).

Tabla 28. Analisis multivariante de EICH aguda

HR Valor de P

Variables (95% IC) Test de Fine and Gray
Diagnostico distinto a LA 2,1 0,004

(1,28 — 3,45)
No incompatibilidad ABO 2,25 0,02
mayor (1,12 — 4,49)
Uso de linfoglobulina 3,32 0,009

(1,35 — 8,15)
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5.7 MORTALIDAD RELACIONADA CON EL TRASPLANTE
5.7.1. Descripcion de la MRT y analisis univariante  de factores de riesgo

Setenta pacientes de los 148 (47%) fallecieron por causas relacionadas con el
trasplante sin presentar previamente recidiva de la enfermedad. La incidencia
acumulada de MRT a los dos afios del TSCU fue del 46% (Figura 28).

En la Tabla 29 se muestran los resultados del analisis univariante de MRT.
Solo un diagnoéstico distinto a una leucemia aguda y la infusion de una dosis de

linfocitos CD8+ inferior a 1,6 millones por kg se asociaron con una MRT mayor.

Tabla 29. Andlisis univariante de mortalidad relaci  onada con el trasplante

Incidencia acumulada Valor de P

Variables Punto de corte a 2 afos (%) Test de Gray
Quimera < 90% 42 vs. 49 0,5

< 80% 35vs. 49 0,3

< 70% 33 vs. 48 0,4

< 60% 36 vs. 48 0,6

< 50% 33 vs. 48 0,5
Diagnostico No LA 42 vs. 63 0,02
Incompatibilidad ABO # Mayor 39 vs. 57 0,08
CD3+ infundidos <4x10° 42 vs. 61 0,08
CD8+ infundidos < 1,6 x 10° 37 vs. 57 0,03
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Figura 28. Incidencia acumulada de mortalidad relacionada co  n el trasplante

5.7.2. Andlisis multivariante de MRT

En el andlisis multivariante solo la presencia de un diagndstico distinto a una
leucemia aguda fue un marcador independiente para una mayor MRT (Tabla 30). La
Figura 29 muestra las diferencias en la probabilidad de MRT entre ambos grupos de
pacientes. Se puede apreciar que en aquellos casos trasplantados con un diagnostico
distinto al de leucemia aguda, la incidencia de MRT alcanzé el 63% a los dos afios. No

hubo ninguna relacion entre el quimerismo y la MRT.
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Tabla 30. Analisis multivariante para mortalidad re  lacionada con el trasplante

HR Valor de P
Variables (95% IC) Test de Fine and Gray
Diagnéstico leucemia aguda 1,84 0,02
(1,11 - 3,04)
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Figura 29. Incidencia acumulada de mortalidad relacionada co  n el trasplante en

funcioén del diagnostico
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El presente trabajo demuestra que el valor del quimerismo en médula 0sea,
obtenida 14 dias tras el TSCU se asocia de manera independiente a la probabilidad y
cinética del injerto hematopoyético. Esta asociacion no se limita exclusivamente al
injerto mieloide sino que abarca también al injerto plaguetar. Cabe destacar que, en
este estudio, el quimerismo hematopoyético es el Unico pardmetro postrasplante que

se ha correlacionado con la tasa de fallo primario de injerto.

Los resultados de este estudio han revelado a su vez datos muy interesantes
sobre la relacion entre las caracteristicas celulares del in6culo y la probabilidad de
injerto hematopoyético. Clasicamente, se han utilizado la CNT o la cifra de células
CD34+ como principales factores implicados en el injerto hematopoyético para guiar la
seleccion de las unidades de corddn. Esta es la primera vez que, tras un analisis mas
completo, incluyendo los diferentes subtipos celulares mas importantes contenidos en
una unidad de cordén umbilical, la cifra de CD3+ infundida o, lo que es lo mismo, los
linfocitos T que contiene el inéculo, tienen un papel muy importante en la probabilidad
de injerto y en el tiempo necesario para alcanzarlo. Este hallazgo, novedoso en el
campo del TSCU, se ha observado en otros tipos de trasplante en los que se ha
practicado deplecion linfocitaria y pone de manifiesto la importancia de los fenébmenos
inmunolégicos en el post-trasplante inmediato, no sélo en lo que a EICH y recaida se

refiere, sino también al injerto hematopoyético.

Los estudios previos sobre el estado del quimerismo como posible factor
predictivo del injerto en trasplante hematopoyético se han centrado fundamentalmente
en la deteccion de la pérdida de un injerto que fue inicialmente normofuncionante(100,
112-119), lo que vendria a corresponder con un fallo secundario de injerto. En
pacientes en los que se alcanza un injerto hematopoyético adecuado tras trasplante de
CPSP o0 de médula 6sea de donante familiar HLA-idéntico, la deteccion de un
quimerismo mixto con alto porcentaje de material del receptor o de un quimerismo
mixto que va en aumento en estudios seriados, puede suponer la antesala de una
pérdida del injerto, asi como la anticipacion o confirmacién de una probable recidiva de
la enfermedad. Sin embargo, los datos de la utilizacién de la informacién relativa al
quimerismo hematopoyético con el fin de predecir un fallo primario de injerto son muy
escasos y proceden en su mayoria de estudios de trasplante de sangre periférica o de
médula 6sea(12, 87). De hecho, hasta la fecha no disponemos de informacion acerca
de este tipo de estudios en el contexto del TSCU. Los resultados de los trabajos

realizados en TPH de sangre periférica 0 médula ésea, mostraron que pacientes con
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quimerismo mixto en fases muy precoces del trasplante, tienen una alta incidencia de
fallo primario de injerto. En el caso de estos trasplantes, un fallo primario de injerto es
relativamente facil de sospechar de forma temprana, sin embargo, esta asociacion
entre quimerismo precoz y fallo primario de injerto o retraso en la recuperacion
hematopoyética es de especial relevancia en el TSCU. Esto es debido a la
caracteristica susceptibilidad de este tipo de trasplantes para tener injertos tardios y
una mayor incidencia de fallo primario de injerto. El resultado del estudio del
quimerismo en estos casos podria facilitar la instauracion temprana de medidas

terapéuticas.

El fallo primario de injerto es un evento temprano en el curso de un trasplante.
Por eso, el andlisis del quimerismo en nuestro estudio se realizé en el dia +14. Aunque
algunos estudios utilizando andlisis en un Unico punto han sido capaces de predecir el
fallo de injerto(115, 117), la monitorizacion longitudinal en el tiempo se ha sugerido
como una posibilidad para mejorar e incrementar el valor clinico del quimerismo. Esta
estrategia se aplica fundamentalmente en el trasplante con acondicionamiento de baja
intensidad, para predecir el fallo de injerto secundario y la recaida y anticipar la
aplicacion de inmunoterapia, generalmente en forma de infusion de linfocitos del
donante(119). Una monitorizacidbn mas intensiva podria ser (til en los pacientes en alto
riesgo de fallo de injerto para valorar intervenciones terapéuticas, pero son necesarios
nuevos estudios para esclarecer si el andlisis longitudinal del quimerismo en este
grupo de pacientes, y para este objetivo concreto, es superior a una sola
determinacion puntual. De momento, en nuestro trabajo y en el caso concreto del
TSCU, el estudio puntual en un momento determinado ha demostrado que se
correlaciona bien con el fallo de injerto, si bien no podemos concluir que esta

estrategia sea equiparable o mejor que un estudio seriado en el tiempo.

Es obvio que nuestro estudio adolece de algunas limitaciones y quizas una de
las mas llamativas es la ausencia del analisis de quimerismo en poblaciones celulares
concretas. Esto podria haber incrementado ligeramente la sensibilidad de la prueba y
haber ofrecido informacion acerca del papel de los distintos compartimentos celulares
en el injerto. Sin embargo, la mayoria de pacientes presenta una hipocelularidad grave
de la médula ésea en el dia +14 del TSCU, por lo que la separacion de subtipos
celulares podia haber conducido a no obtener ADN suficiente para el estudio, como
asi se observd en algun caso (datos no mostrados). Debido a estas dificultades de

caracter técnico, desechamos la posibilidad de realizar el estudio en subpoblaciones
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de leucocitos y fue realizado exclusivamente en poblacion celular total. Ain asi, para
el objetivo concreto de fallo primario de injerto, la sensibilidad parece ser suficiente con
el estudio en poblacion total. De hecho, el punto de corte para la definicion de
guimerismo mixto se establecid6 en 90%, muy por debajo de la sensibilidad de la
técnica. Ademas, el riesgo de fallo de injerto fue claramente mayor con cifras de
quimerismo que se encontraban muy por debajo del 90% y, en consecuencia, del nivel
de sensibilidad de la prueba. Por tanto, parece suficiente el estudio en poblacién
celular total con el objetivo fundamental de detectar pacientes en alto riesgo de fallo de
injerto, si bien, el estudio separado en poblacién mieloide y linfoide T quizds aportaria

informacion de interés.

La técnica elegida para el estudio del quimerismo puede considerarse como el
estandar para este tipo de determinaciones, al menos en el momento de inicio del
trabajo. Si bien la determinacion de polimorfismos de un Unico nucleétido puede ser
una buena alternativa hoy en dia, el andlisis de fragmentos (short tandem repeats)
puede seguir siendo considerado como un estdndar para la determinacion del
guimerismo en la préctica clinica por diversas razones. En el momento de seleccionar
y poner a punto la técnica con la que se iba a llevar a cabo el estudio se tuvieron en
cuenta las siguientes consideraciones: 1. Deberia poder diferenciar entre donante y
receptor en la totalidad de los casos; 2. Aunque con un grado de complejidad
inevitable en este tipo de estudios, deberia ser una técnica accesible al menos a
centros terciarios que se dedican al TPH; 3. Deberia contar con una buena
sensibilidad pero, fundamentalmente, ofrecer la posibilidad de una cuantificacion lo
mas real posible y con poca variabilidad inter-estudio. Estos criterios practicamente

limitaban el estudio del quimerismo a métodos basados en técnicas moleculares.

La FISH tiene una sensibilidad muy alta y una eficacia excelente para la
cuantificacién(67), no en vano es la Unica técnica en la que la cuantificacion es directa,
célula a célula. Sin embargo, su uso queda limitado a los trasplantes en los que existe
disparidad de sexo entre donante y receptor, 1o que en nuestro caso solo representaba
la mitad de la poblacion. Esta desventaja impedia su utilizacion para la realizacion de
este trabajo. Las nuevas técnicas de deteccion de polimorfismos de un Unico
nucleétido (SNP) por PCR en tiempo real, tienen una mayor sensibilidad que la
deteccion de STR pero mas problemas de cuantificacion, con coeficientes de variacion
entre 30% — 50%, fundamentalmente cuando el nimero de células aut6logas es mas

alto(78, 79, 83, 85). Dado que la identificacion de pacientes en alto riesgo de fallo de
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injerto, se asocia a la persistencia de niveles relativamente altos de material del
receptor, la sensibilidad del estudio de STR marcados con fluorocromos y con
resolucion de la PCR por electroforesis capilar, que se sitia en torno a un 1 — 5%,
resulta mas que suficiente y aporta una eficacia en la cuantificacion mucho mejor que
la obtenida con el estudio de SNPs. Por todos estos motivos, el estudio de STR fue la
técnica seleccionada para el analisis prospectivo del quimerismo. Otras técnicas
ofrecen resultados variables, como la determinacion de antigenos HLA(120, 121),
sensibilidad y eficacia de cuantificacion bajas, como la citogenética(61, 62), o se
limitan a lineas celulares especificas, como el estudio de antigenos eritroides(63, 64),
teniendo por tanto limitaciones importantes como para ser utilizadas como técnicas

rutinarias en el estudio del quimerismo.

Ademas de su influencia en la incidencia acumulada de fallo de injerto, el valor
del quimerismo fue determinante a la hora de identificar aquellos pacientes que
presentaron un fallo primario de injerto. La incidencia de fallo primario de injerto fue
sensiblemente mayor en pacientes con quimera mixta con independencia del punto de
corte que se analizase. De hecho, seis de los siete pacientes que presentaron un fallo
primario de injerto (86%), tenian un quimerismo mixto al dia 14 tras el TSCU. La uUnica
variable independiente, predictora de este fallo de injerto en el andlisis multivariante,
fue el valor del quimerismo en el dia 14 tras el trasplante. La frecuencia de fallo
primario de injerto fue incrementandose conforme el resultado del estudio de
guimerismo mostraba una proporcion de material del receptor mayor, de forma que
para quimeras mixtas con niveles de material del donante inferiores al 50% la tasa de

fallo primario de injerto fue extremadamente elevada (50%).

El resultado del quimerismo fue también una variable independiente como
factor predictivo de injerto plaguetar y de la velocidad de injerto. Sin embargo, el peso
del quimerismo sobre el injerto plaguetar fue menos marcado que el que se observo
sobre el injerto mieloide. Al menos en parte, este hecho podria deberse a la influencia
de la mortalidad precoz, como evento competitivo en la incidencia acumulada de
injerto plaquetar. Es bien sabido que no alcanzar o sufrir un retraso considerable en el

injerto plaquetar supone un incremento de la morbilidad y mortalidad hemorragica.

En nuestro estudio no encontramos una relacién entre el quimerismo al dia +14
y la incidencia acumulada de EICH aguda. En pacientes que reciben
acondicionamientos mieloablativos la mediana de aparicion de una EICH aguda esta

en torno a los 17 dias(122). Por ello es posible una asociacion entre el estado del
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quimerismo y la incidencia de EICH aguda como ha sido observada por otros
autores(123, 124). En el estudio de Hill et al.(123), los pacientes que presentaban un
guimerismo mixto a partir del dia +14 tenian una incidencia de EICH aguda menor que
aquellos que presentaban un quimerismo completo desde el primer estudio. Sin
embargo, estos pacientes con quimerismo mixto y menor incidencia de EICH no tenian
una mayor tasa de recidivas, como en principio seria esperable. Desconocemos la
razén por la que en nuestro trabajo el quimerismo mixto en dia 14 tras el TSCU no se
asocié con la incidencia de EICH aguda. Al margen de las limitaciones de tipo técnico,
ya que el estudio no fue disefiado con este objetivo, cabe resaltar que muchos
pacientes que inicialmente presentaron una quimera mixta en el dia +14 lo hicieron
con una alta proporcion de material del donante (mayor al 80% en un 82% de los
casos) y muchos de ellos evolucionaron posteriormente hacia una quimera completa,
demostrando un injerto completamente inmunocompetente (datos no mostrados).
Conforme el valor de material del donante era mas bajo, se observaron diferencias
més marcadas en la incidencia acumulada de EICH aguda a los 100 dias, siendo del
29% vy del 44% para los pacientes con quimera del donante inferior y superior al 60%,
respectivamente. Desafortunadamente, el tamafio de la muestra para estos grupos
con un quimerismo del donante tan bajo es muy pequefio como para poder mostrar
significacion estadistica. No obstante, los datos sugieren que, de haber una relacién
entre el quimerismo y la EICH aguda tras TSCU, ésta se daria con niveles muy bajos

de hematopoyesis del donante.

Como en otros muchos estudios, la dosis celular en nuestro trabajo tuvo un
clarisimo impacto sobre la incidencia acumulada de injerto y sobre la mediana de dias
necesarios para alcanzarlo(125). Este aspecto ya lo habiamos observado de forma
repetida en diversos estudios de nuestro grupo, manteniendo siempre su valor
prondstico a pesar de los cambios en la seleccidén de unidades de corddn producidos a
lo largo de los afios. La seleccion de las unidades de SCU se ha basado
principalmente en las dosis de CNT y células CD34+(11, 38, 126). Sin embargo, en
este trabajo hemos analizado por primera vez el papel que otras poblaciones celulares
pueden tener sobre el injerto hematopoyético, destacando por su importancia la dosis
de linfocitos T infundidos. Hasta donde sabemos, este hallazgo no ha sido

previamente reportado en el TSCU.

Si bien en el andlisis univariante tanto la CNT, como la cifra de células CD34+ y

los linfocitos T infundidos tuvieron una clara relacion con el injerto, en el analisis
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multivariante, sélo los linfocitos T aparecieron como variable con valor prondstico
independiente. Sin embargo, en nuestra opinidbn esto no resta valor a los otros dos
parametros de celularidad analizados. Los estudios de correlacibn muestran una
correlacion positiva y estadisticamente significativa entre las distintas celularidades
estudiadas. Esta correlacién es suficiente para interferir con los métodos de analisis
multivariante, sin embargo, en el caso de las células CD34+ y CD3+ parece
insuficiente para excluir un efecto independiente de ambas variables. Si repasamos la
correlacion entre la CNT y las células CD34+ y CD3+, observamos que en ambos
casos existe una buena correlacidn positiva, con coeficientes de Rho-Spearman
practicamente idénticos (0,640 y 0,639, respectivamente). Es decir, si incrementamos
el numero de CNT en el injerto se incrementara de forma significativa el contenido del
mismo en células CD34+ y CD3+. Por ello, en los estudios en los que existe
discrepancia entre la CNT y las células CD34+ como variables independientes de
injerto, dicha discrepancia podria deberse a la correlacibn que hay entre ambas
variables. De hecho, ambas siguen utilizandose, generalmente en combinacion, para
seleccionar una unidad de cordon. Pero cuando analizamos la correlacion entre las
células CD34+ y CD3+, aunque existe una correlacion positiva entre ambas, esta es
s6lo moderada, con un coeficiente de correlacién de 0,420. Por tanto, un ndmero
elevado de células CD34+ en el injerto no implica necesariamente una cifra elevada de
células CD3+. Este hecho también podria contribuir a explicar en parte los resultados
discrepantes reportados entre CNT y células CD34+, ya que una dosis baja de células
CD34+ puede verse compensada con cifras altas de linfocitos T maduros que faciliten

el injerto.

El papel de los linfocitos T en el injerto hematopoyético ha sido demostrado en
el trasplante con deplecién T(127-131). En condiciones normales, tanto la médula
O6sea como la sangre periférica movilizada tienen una celularidad elevada, que en el
caso de las células CD3+ se sitlia en un promedio entre 1y 4 x 10" por kilogramo de
peso del receptor, siendo 10 veces mayor en la sangre periférica movilizada con G-
CSF (= 10° por kilogramo de peso del receptor)(127). Esto hace que en condiciones
normales, y si no concurren otros factores de riesgo, la tasa de fallo de injerto en
trasplantes no manipulados de donante hermano HLA-idéntico sea inferior al 1%. En
estas condiciones no hay problemas para la facilitacion del injerto por parte de los
linfocitos T. Sin embargo, estos linfocitos T maduros también juegan un papel muy

importante en la incidencia de EICH aguda, por lo que una de las estrategias para
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prevenir estd complicacion es la deplecion T ex-vivo mediante el uso de anticuerpos
monoclonales(127, 128). Hoy en dia, estd ampliamente demostrado que la reduccién
de los linfocitos T en el in6culo disminuye de forma drastica la incidencia de EICH
aguda, aunque este efecto se ve contrarrestado por un incremento en el fallo primario
de injerto, que puede ascender hasta tasas del 40% (128, 129). No hay una dosis
establecida de linfocitos T a partir de la cual la incidencia de EICH aguda caiga de
forma drastica, aunque en el caso de trasplantes de hermano HLA-idéntico esta dosis
esta alrededor de 10° por kilogramo de peso del receptor(132, 133). A partir de estos
niveles de linfocitos T se empieza a ver una disminucion de la EICH, pero también un
aumento del fallo de injerto. Entre las estrategias para evitar el fallo de injerto destaca
la de infundir una cifra alta de células CD34+, no inferior a 2 x 10° por kilogramo de
peso del receptor y que puede alcanzar los 10’ por kilogramo, en el caso de
trasplantes haploidénticos o de DNE en los que la deplecidon T suele ser mayor (del
orden de 10° 0 10%). Es decir, una forma de traspasar la barrera de histocompatibilidad
cuando disponemos de pocos linfocitos T, es aumentar de forma importante la cifra de
células CD34+ infundidas(134).

Si en todo este contexto analizamos las distintas celularidades contenidas en
una unidad de SCU, podemos encontrar la explicacion al importante papel que juegan
los linfocitos T en el prendimiento del TSCU y que no se observa con otras fuentes no
manipuladas. La celularidad contenida en un inéculo de SCU es significativamente
baja en comparacion a la médula 6sea o la sangre periférica movilizada con G-
CSF(25). En nuestro estudio fue 10 veces menor que la habitual con otras fuentes.
Ademds, una dosis baja de células CD34+ no se ve compensada por una dosis
elevada de células CD3+. A este respecto, las céluals CD3+ son 10 e incluso 100
veces menor a la habitual con otras fuentes de PH. Por tanto, podriamos decir que el
TSCU representa un escenario de “deplecion linfoide T moderada” en un contexto de
células CD34+ muy bajas y que no pueden ser incrementadas. Todo ello lleva a
pensar que el injerto y la cinética del mismo van a depender de un estrecho equilibrio
entre estos dos tipos celulares. Si las células del donante no consiguen un control
relativamente rapido de la hematopoyesis residual del receptor, lo que puede
analizarse mediante los estudios de quimeras, el paciente entrard en una situacién de

alto riesgo de fallo de injerto.

Como hemos comentado mas arriba, varios estudios han demostrado el

impacto de la dosis celular en el injerto tras TSCU, tanto en nifios como en adultos(10,
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31, 135-137). Sin embargo, el mejor indicador de la dosis celular sigue sin estar bien
establecido. En algunos trabajos la CNT ha resultado un buen marcador de injerto(31,
135, 136) mientras que en otras ocasiones el nimero de células CD34+ infundidas, o
el numero de colonias formadoras de unidades granulocito y macréfago, resultan
mejores predictores de la evolucidn del paciente(33, 137). Debido a que la
cuantificacion del numero de células CD34+ no esta estandarizada, dificultando la
comparacion entre distintos laboratorios, su valor como indicador de la calidad de
sangre de cordon al momento de la criopreservacion y su uso para seleccionar una
unidad para el trasplante todavia es aun materia de controversia(125). En nuestro
estudio,la cuantificacién de las células CD34+ y CD3+ previa a la infusién se ha
realizado en un unico laboratorio, superando las dificultades derivadas de la variacion
interlaboratorios de los estudios multicéntricos. En estas condiciones, se pone de
manifiesto que la dosis de células CD3+ tiene una influencia fundamental en el injerto
hematopoyético tras TSCU. No podemos afirmar que determinando la CNT como
predictor de injerto estemos en realidad valorando de forma indirecta dos
compartimentos celulares clave, como son las células CD34+ y CD3+, aunque
nuestros resultados sugieren que puede ser asi. En todo caso, y dadas las muchas
peculiaridades de la SCU como fuente de progenitores hematopoyéticos, quizas
deberia hacerse un estudio mas completo de estas unidades en el momento de la
criopreservacion, incluyendo poblaciones linfocitarias, que permitiese una seleccién

aun mas apropiada de la unidad de cordén.

Resulta llamativo que, en el andlisis de factores de riesgo para presentar un
quimerismo mixto en el dia 14 tras el TSCU, sélo las células CD34+ tuvieron una clara
influencia sobre la incidencia de qumerismo mixto. Los linfocitos T en este caso no
resultaron predictores de un quimerismo mixto al dia +14, con medianas muy similares
entre los pacientes que presentaron quimerismo mixto o completo. Cuando se analiza
la correlacion entre la hematopoyesis residual del receptor y la cifra de células CD3+
infundidas, dicha correlacion no es estadisticamente significativa, con un Rho de
Spearman de tan sélo 0,139. Este hecho refuerza el papel de las células CD3+ como
variable independiente del quimerismo a la hora de predecir el injerto hematopoyético.
En el caso de las células CD34+, en cambio, se observd una correlacién positiva y
significativa desde el punto de vista estadistico, pero en un grado muy bajo,
presentando un valor de Rho de Spearman de tan sélo 0,268 (P = ,001). En cierto

modo, esto viene a explicarnos que el quimerismo estd midiendo lo que realmente
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ocurre en el trasplante una vez éste estd en marcha, con independencia de la dosis
celular que hayamos infundido, si bien ésta tiene una influencia importante sobre el

injerto hematopoyeético.

El quimerismo no parecié estar asociado con la MRT, lo que resulta
completamente l6gico ya que solo resultdé un buen predictor del fallo de injerto, y la
incidencia de esta complicacion en nuestra serie no fue muy alta. Ademas,
aproximadamente un 25% de los pacientes con fallo de injerto, puede ser rescatado
con trasplante de donante haploidéntico con deplecion linfoide T (datos no mostrados).
Todo esto hace que no pueda establecerse una asociacion entre un valor puntual del

quimerismo y la MRT.

Desde el punto de vista clinico, las opciones terapéuticas en el caso de fallo de
injerto tras TSCU son muy escasas y quedan practicamente limitadas a la realizacion
de un segundo trasplante, decision que en condiciones normales suele tomarse tras
un largo periodo de neutropenia. La identificacion de pacientes en alto riesgo de fallo
de injerto, a través del estado de su quimerismo, puede ayudar a la hora de poner en
marcha los mecanismos necesarios para un segundo trasplante. En estos casos y
cuando no se dispone de un inoculo autdlogo de reserva, la planificacion de un
trasplante de rescate mediante la busqueda de un donante alternativo es
recomendable, por si finalmente no se produce el injerto proceder al rescate sin
demora. De forma adicional, en aquellos pacientes con escaso material del donante en
el estudio de quimerismo, puede optarse por suspender toda la terapia
inmunosupresora. Algunos estudios sugieren que la reduccion o retirada de la
inmunosupresion en el manejo de pacientes con quimerismo mixto podria mejorar la
probabilidad de injerto(118, 138).

En resumen, el quimerismo hematopoyético precoz, en el dia +14 del TSCU, se
correlaciona con la cinética del injerto mieloide y plaquetar y con la incidencia de fallo
primario de injerto tras trasplante de una unidad de cordén umbilical para pacientes
adultos con hemopatias malignas. La probabilidad final de injerto va disminuyendo
conforme el porcentaje de hematopoyesis residual del huésped se va incrementando.
Entre los factores pre-trasplante, la dosis celular sigue teniendo un peso clave en
todos los pardmetros del injerto, y debe ser tenida en cuenta a la hora de seleccionar
la unidad de SCU. Sin embargo, no queda claro cudl es el subtipo celular que mas
peso tiene para predecir el injerto. Nuestros datos sugieren que la dosis de células

CD3+ puede ser tan importante como la dosis de células CD34+. Toda esta
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informacion podria ser util en la seleccion de unidades de SCU y para poner en

marcha una estrategia de anticipacion ante un posible fallo de injerto.
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Conclusiones

Las conclusiones fundamentales de este proyecto de tesis doctoral, centrado en el

andlisis del quimerismo hematopoyético precoz y su relacion con las caracteristicas

del injerto hematopoyético, asi como el papel de otros factores potencialmente

implicados en este evento, son las siguientes:

1.

El estado del quimerismo hematopoyético en el dia 14 post-TSCU se
correlaciona con la probabilidad de fallo primario de injerto. Niveles bajos de
guimerismo del donante se asociaron con altas tasas de fallo de injerto, que
van incrementandose conforme la proporcion de médula del donante es mayor.
Este es el unico factor que en el andlisis multivariante se asocié con la tasa de

fallo de injerto.

El estado del quimerismo hematopoyético en el dia 14 post-TSCU se
correlaciona con la velocidad de la recuperacion de la neutropenia. Niveles
bajos de quimerismo del donante se asociaron con medianas mas altas en la

recuperacion de la neutropenia.

El estado del quimerismo hematopoyético en el dia 14 post-TSCU se
correlaciona con la velocidad de la recuperacion de la trombopenia. Niveles
bajos de quimerismo del donante se asociaron con medianas mas altas en la

recuperacion de la trombopenia.

Nuestros datos destacan la importancia de los linfocitos T en el injerto
hematopoyético. Quizas seria recomendable disponer de las poblaciones

linfocitarias de la unidad de SCU en el momento de la criopreservacion.

No hemos encontrado relacidn entre el quimerismo en el dia +14 del TSCU y la
incidencia de EICH aguda o la MRT

Los datos referentes al quimerismo y al injerto hematopoyético pueden facilitar
el manejo de los pacientes que reciben un TSCU, al identificar pacientes en

riesgo de fallo de injerto y permitir adoptar estrategias anticipatorias.
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