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A mis padres, llcay Custodio,
por su amor, carifio y
amistad incondicional.



La vida no es un pasillo recto y facil

por el que viajamos libres y sin obstaculos,
en el que debemos hallar nuestro camino,
perdidos y confundidos, una y otra vez
atrapados en un callejon sin salida.

Pero, si tenemos fe,

Dios siempre nos abrird una puerta,
que aunque tal vez no sea

la que queriamos,

al final sera

buena para nosotros.

A. J. Cronin
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1. INTRODUCCION



1.1. GENERALIDADES

El trasplante de médula ésea (TMO) es una modalidad terapéutica muy eficaz
en el tratamiento de un creciente nimero de enfermedades humanas de elevada
mortalidad. En efecto, ahora es posible curar mas de 60 diferentes enfermedades
utilizando el TMO™® y es el tratamiento de eleccién para muchas de las neoplasias
onco-hematoldgicas y los trastornos no malignos como las hemopatias congénitas,

aplasias medulares y las inmunodeficiencias primarias®™®.

El principio del TMO alogénico es el de sustituir una hematopoyesis enferma
0 con una funcion pobre o ausente, por una hematopoyesis normal obtenida a partir

de un donante sano histocompatible’® *.

En el autotrasplante o trasplante autlogo, se obtienen las células del propio
receptor en la fase de recuperacion de la funcion medular post-quimioterapia, de la
propia médula o de sangre periférica mediante la administracién de los llamados
factores de crecimiento hematopoyético. Esta modalidad de trasplante se puede
utilizar en los casos de enfermos con tumores sélidos que no afectan la médula 6sea

o de leucemias en fase de remisién completa de la enfermedad™ .

Los métodos y las técnicas utilizados en el TMO se han ido mejorando y, en
la actualidad, el nombre TMO estéa siendo sustituido por el de Trasplante de Células
Progenitoras Hematopoyéticas (TPH) ya que por una parte, lo que realmente se
trasplanta son los elementos celulares responsables de la generacion de un sistema
hematopoyético nuevo Yy, por otro, actualmente dichas células se obtienen de tres
fuentes: la propia médula 6sea, la sangre periférica y el cordéon umbilical del
recién nacido™ 2. La obtencién de progenitores hematopoyéticos en otras fuentes
diferentes a la médula dsea es un hecho reciente y actualmente son consideradas

como alternativas totalmente viables y con resultados similares a la médula 6sea’ **
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Las células del sistema inmunitério tienen un origen comin en una célula
progenitora hematopoyeética pluripotencial (stem cell - SC) localizada en la médula
Osea y a partir de la cual la diferenciacion da lugar a los diferentes tipos de células
sanguineas™. Estas células hematopoyéticas primarias son la poblacién de células
mas primitivas a partir de las cuales derivan todas las células sanguineas circulantes.
Se reconocen las SC por sus capacidades de auto-renovacién y de diferenciacion en
diversas células progenitoras hematopoyéticas (CPH). Estas pierden la capacidad de
auto-renovacion y adquieren la de multiplicarse y diferenciarse, dando lugar a su vez
a las células precursoras que tienen unas caracteristicas especificas de cada linea

celular®® # (Figura 1).

Por lo tanto, siempre que existan las condiciones adecuadas, a partir de un
determinado numero de SC y CPH puede alcanzarse una reconstitucion

inmunoldgica y hematoldgica completas.



Figura 1



1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS

El primer trasplante de médula 6sea humano documentado fue realizado por
Osgood en 1939, cuando una mujer con aplasia medular tratada con transfusiones
regulares, recibié la médula 6sea de su hermano con idéntico grupo sanguineo

intravenosamente, pero no hubo éxito y la paciente murié cinco dias después®.

Posteriormente, Jacobson y colaboradores demostraron que ratones irradiados
letalmente podian recuperar la hematopoyesis normal por la proteccion del bazo® 2,
En la segunda mitad de la década de los afios cuarenta, se comprobd el efecto
destructor de la irradiacién sobre la médula 6sea*™ #. A principios de los afios
cincuenta, algunos experimentos de laboratorio como los de Lorenz, en 1951,
demostraron que también la administracion parenteral de médula dsea singénica,
protegia a los ratones de una irradiacion letal®.

Aunque inicialmente el efecto protector de la médula dsea fue atribuido a un
factor humoral, en 1956 se demostrd, mediante diversos marcadores genéticos, que el

efecto protector era debido a las células hematopoyéticas del donante %* %> %,

Los primeros intentos modernos para el uso del TMO en el hombre
clinicamente, fueron emprendidos por E. Donald Thomas (por lo cual le fue otorgado
el premio Nobel) y colaboradores entre 1957 y 1959, con la realizacion de trasplantes
singénicos en pacientes con leucemia linfoblastica aguda en fases avanzadas de la
enfermedad, utilizando como acondicionamiento la irradiacion corporal total en seis
pacientes; sin embargo, todos fallecieron posteriormente por recaida de la

enfermedad ?’.

Un accidente nuclear en Belgrado proporcioné a Mathé y colaboradores, en
1959, una oportunidad para intentar rescatar cinco pacientes victimas del accidente,
mediante la infusion de médula 6sea de familiares y de voluntarios no emparentados,
pero no hubo éxito?. Otros 154 trasplantes se realizaron entre 1959 y 1962, pero con

pobres resultados®.



En los afos posteriores, Van Bekkum y De Vries describieron en animales de
experimentacion la enfermedad injerto contra huésped (EICH) que producia la

muerte de los pacientes™.

La demostracion de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y el
desarrollo de sus métodos de tipaje en la década de los sesenta, llevd a una nueva
fase en el TMO® . El primer injerto mantenido fue documentado en 1965, en un
paciente con LLA (Leucemia Linfoide Aguda) que recibi6o irradiacion y
quimioterapia seguido por la infusion intravenosa de médula 6sea de seis distintos
donantes relacionados, por lo que desarroll6 la enfermedad injerto contra huésped y

murié 20 meses después del trasplante®.

El primer trasplante con éxito, tuvo lugar en la Universidad de Minnesota, en
noviembre de 1968, en un lactante afecto de una inmunodeficiencia severa
combinada (IDSC), al que se infundi6 médula Gsea de su hermana sana
histocompatible®. Casi simultaneamente, se trasplanté con éxito un nifio con
enfermedad de Wiskott-Aldrich® y un segundo paciente con IDSC%. Estos tres nifios
actualmente son adultos y llevan una vida normal®*. Después, en marzo de 1969, el
equipo de Seattle, realizd un trasplante de MO en un paciente afecto de leucemia

utilizando previamente una dosis letal de irradiacion corporal total (ICT)** **.

Entre 1969 y 1980 el trasplante se fue consolidando como una opcion
terapéutica para pacientes con leucemia que no habian respondido a la quimioterapia
convencional o para aquellas enfermedades no neoplésicas que precisaban multiples
transfusiones, como la anemia medular grave, asi como para alguna enfermedad
metabdlica®’. Por la primera vez, un significante porcentaje de pacientes presenté una

supervivencia a largo plazo®.

Desde 1980 hasta nuestros dias se han ido definiendo diferentes grupos de
riesgo en cada patologia, que han permitido un uso mas racional del trasplante,

alcanzando unos mejores resultados™.



El nimero de centros de trasplante de MO ha seguido creciendo en todo el
mundo y la creacion de registros internacionales de donantes altruistas ha
proporcionado una nueva perspectiva al trasplante medular, permitiendo asi su

utilizacién en pacientes que carecian de un donante familiar adecuado® % % %

Inicialmente, los resultados no fueron totalmente satisfactorios®” 3, pero
posteriormente se han publicado diferentes estudios multicéntricos en los que los

resultados son similares en el TMO con donante familiar y no familiar adecuado® .

Hasta finales de 1999, figuran en el Registro Internacional de Trasplante de
Médula Osea (IBMTR) los datos completos de méas de 60.000 pacientes que han
recibido un trasplante de médula. Se estima que mas de 10.000 pacientes viven
actualmente sin la enfermedad que motivo el trasplante, después de transcurridos al

menos cinco afios post-TPH®,

En Espafia se realizaron en los Ultimos cinco afios (del 96 al 2000) un
promedio de 2200 trasplantes anuales, de los cuales cerca de 10% eran pacientes
menores de 15 afios. En la Unidad de Trasplante de Médula Osea del Hospital
Universitario Materno-Infantil Vall d’Hebron de Barcelona, entre enero de 1984 y
diciembre de 2000 fueron realizados un total de 559 trasplantes, de los cuales 293
fueron alogénicos y 266 autologos. ElI primer TPH de donante no emparentado
(DNE) se realizé en 1991 y de sangre de corddn umbilical (SCU) en 1994. Se
realizaron de 1984 a 1990 una media de 20 trasplantes anuales y de 1991 a 1999 una
media de méas de 40 trasplantes anuales, cifras estas que hasta hoy permanecen.
Existen actualmente en Espafia seis Unidades de Trasplantes exclusivamente

pediétricas y otras tantas mixtas de adultos y nifios.

Por lo tanto, el TPH es un procedimiento terapéutico en el que existe una

notable experiencia que ha ido aumentando a lo largo de los afios®.



1.3. TIPOS DE TRASPLANTES

Segun en donante, existen dos modalidades de TPH, los Autélogos y los

Alogénicos.

Cuanto a la identidad HLA, los TPH pueden ser:

(a) HLA genotipicamente idéntico (familiar)

(b) HLA fenotipicamente idéntico (familiar o no familiar)
(c) HLA no idéntico

En los TPH Autologos el paciente actia como su proprio donante, 0 sea, Sus
propias CPH, después de ser extraidas, conservadas y tratadas (en enfermedades
tumorales no invasivas de la médula Gsea o en remision completa de esta en caso de
leucemias) en condiciones adecuadas, son reinfundidas como procedimiento de
rescate permitiendo el empleo previo de tratamientos de quimio y radioterapia muy

intensivos.

Los TPH Alogénicos son obtenidos de un donante que no es el proprio
paciente y con la mejor compatibilidad posible en el sistema HLA (antigenos
leucocitarios humanos codificados por los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad), sea un familiar o no. Al efecto citotoxico del tratamiento previo
de quimioterapia o quimioradioterapia, se afiade aqui un efecto inmunoldgico de

injerto-contra-tumor.

En el TPH singénico el donante es un hermano gemelo univitelino y por
tanto HLA idéntico.

En el TPH autblogo diversas técnicas pueden ser utilizadas para purificar las
CPH de células neopléasicas residuales, como el sistema de “purgado” que es el
tratamiento “ex vivo” del producto a ser infundido con agentes farmacoldgicos
citotdxicos o mediante marcaje de las células blasticas con anticuerpos monoclonales
y posterior lisis 0 separacion. También se puede seleccionar del producto extraido

s6lo las CPH CD34" que contiene las SC y las células progenitoras* 2.



En el TPH alogénico, es fundamental la mayor identidad HLA posible. Como
solo el 20-30% de los pacientes tienen hermanos donantes totalmente compatibles, se
estd realizando un numero creciente de trasplantes con donantes emparentados
parcialmente compatibles o con donantes compatibles no emparentados. En éstos
existe un mayor grado de alorreactividad que en los TPH de hermanos HLA-

idénticos debido a diferencias en los antigenos “menores” de histocompatibilidad**
44



1.4. INDICACIONES CLINICAS, COMPLICACIONES Y REGIMENES DE
ACONDICIONAMIENTOS EN LOS TPH

Indicaciones Clinicas del TPH

Las principales indicaciones son las siguientes:

- Enfermedades Neoplésicas (hematoldgicas y tumores solidos) que no sean

curables por los agentes citotoxicos a dosis tolerables pero que puedan ser curadas
con tratamientos mieloablativos (con alta toxicidad medular). Asi, la infusion de
CPH reconstruye el sistema hematopoyético, permitiendo la restauracién de la
actividad hematopoyética a nivel medular. En los TPH alogénicos y existe ademas un
efecto inmunoldgico antitumoral, contribuyendo a la eliminacion de la enfermedad
residual minima. Para estas indicaciones son utilizados tanto los TPH aut6logos
como los alogénicos, dependiendo de la enfermedad. El tratamiento previo consiste

en quimioterapia con o sin radioterapia a dosis méas mieloablativas que lo general*

46, 47

- Enfermedades No Neopléasicas (aplasias medulares, hemopatias congénitas,

inmunodeficiencias y otros errores congénitos) en las que o ya no existe una médula
funcionante o esta médula no es capaz de producir ciertos elementos celulares
sanguineos en nimero y funcién adecuados por defectos genéticos varios. Para estas

indicaciones sélo son utilizados los TPH alogénicos*® 2,

Complicaciones del TPH
Son mas frecuentes en pacientes que han recibido un intenso tratamiento
previo o en aquellos en que el acondicionamiento es muy intensivo y después del
TPH alogénico.
a) Las reacciones inmunoldgicas de rechazo y de EICH se hallan relacionadas

con la disparidad genética entre donante y receptor, o sea, las diferencias antigenicas

en el sistema HLA y otros sistemas menores. Son exclusivas del TPH alogénico.
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El rechazo de la médula se produce cuando células inmunocompetentes
residuales sobreviven al tratamiento de acondicionamiento y rechazan la médula del

donante.

Se produce EICH cuando células T allorreactivas maduras del injerto
reconocen aloantigenos del huésped. La EICH aguda (en los primeros 100 dias tras el
trasplante) y la EICH cronica (a partir del 4° mes después del trasplante) constituyen

la mayor causa de morbilidad y mortalidad de los trasplantes alogénicos.

b) El riesgo de infeccidn grave se debe a la fase de neutropenia intensa y de
inmunodeficiencia inducidas por los regimenes de acondicionamiento. Es mayor en
los pacientes inmunodeprimidos en relacién con una EICH y su tratamiento. En el
periodo postrasplante precoz, la granulocitopenia intensa aumenta el riesgo de
infeccion por bacterias, hongos y virus. La depresion inmunoldgica es causa de
infecciones oportunistas durante varios meses, especialmente en caso de trasplantes
parcialmente incompatibles o de donantes no emparentados. Son particularmente
graves las infecciones micdticas sistémicas y ciertas infecciones viricas como las
producidas por citomegalovirus (CMV) y adenovirus, como las neumopatias

intersticiales.

c) También son complicaciones graves las neumopatias intersticiales agudas

de etiologia toxica, la enfermedad venooclusiva hepéatica (EVOH), la insuficiencia

renal y otros efectos derivados de la toxicidad medicamentosa.

d) Otros tipos de complicaciones les constituye la posible recidiva de la

enfermedad y la aparicion de una neoplasia secundaria.

Régimen de Acondicionamiento Pre-TPH - Finalidades

Es el tratamiento mediante quimioterapia y/o radioterapia que recibe el

paciente en los dias previos al trasplante.
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En los trasplantes alogénicos, tiene la triple finalidad de:

a) conseguir una inmunosupresion que garantice el prendimiento de los
progenitores hematopoyéticos, ayudando asi a superar las reacciones
inmunoldgicas existentes, sean de rechazo o de enfermedad injerto contra
huésped (EICH);

b) eliminar las células tumorales residuales erradicando asi la neoplasia

subyacente y

c) conseguir un espacio fisico, eliminando la hemopoyesis del receptor para

que se implanten los nuevos progenitores.

En los trasplantes autélogos se cumplen los dos Gltimos objetivos.

La mayor parte de los agentes quimioterapicos asi como la irradiacion
corporal total (ICT) tienen un doble efecto inmunosupresor y citorreductor. Los
regimenes de acondicionamiento se componen en general de dos o mas
quimioterapicos con adicién o no de irradiacion corporal total a dosis supraletales
(los regimenes de acondicionamientos estan descritos en el apartado material y

métodos).

12



1.5. RECONSTITUCION INMUNOLOGICA POST-TPH

La reconstitucion del sistema inmune es caracterizada por:
(1) la transferencia clinicamente significativa de una respuesta inmune
derivada de la respuesta inmune y humoral del donante —
Después de la quimioterapia y radioterapia pré-trasplante, toda la
hemopoyesis normal del receptor, la respuesta celular y la mayoria de la respuesta

humoral son eliminadas.

La respuesta de los linfocitos T antigeno-especifica es necesaria para el

control clinico de infecciones por virus, protozoos y hongos y, a través del control de
la produccién de anticuerpos especificos por los linfocitos B, los linfocitos T son

también necesarios para el control de infecciones bacterianas™*>".

Aungue la funcién de los linfocitos T antigeno-especifica no haya sido
detectada después de un trasplante alogénico de médula 6sea (alo-TMO) con la
deteccion de linfocitos T en sangre periférica, una transferencia temporaria de estos
linfocitos ha sido detectada en los receptores de un trasplante alogénico de células
progenitoras de sangre periférica movilizadas (alo-TPSP)®. Se estima que la sangre
periférica contiene de 1.0 a 1.5 logaritmos mas de linfocitos T que la médula oOsea.
Asi, el aumento en el nimero de linfocitos T transferidos en el momento del TPH

puede proporcionar a corto plazo una inmunidad celular para estos receptores® *°.

La evaluacién de las complicaciones infecciosas en los receptores de un alo-
TPSP revela que la proporcion de complicaciones es menor que las que se dan en los
alo-TMO. O sea, que la transferencia de linfocitos T antigeno-especifica derivada del
donante transfiere beneficios clinicos al receptor. Sin embargo, la inmunidad a largo

plazo todavia requiere la produccién de nuevos linfocitos T antigeno-especificos™ .

La falta de una respuesta linfocitaria T adecuada en un primer periodo es
causada por la quimioterapia, y especialmente el metotrexate (MTX), ciclofosfamida
(CFM), fludarabina, corticdides, ciclosporina (Cy) y la irradiacion. Estos farmacos,

usados como tratamiento previo de “acondicionamiento” y como profilaxis para la
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EICH, pueden producir la destruccion selectiva de linfocitos T antigeno-especificos
de memoria e inhibir su funcion. Estas células son las respondedoras ante la

presencia de antigenos virales.

Asi, la profilaxis de la EICH puede dar lugar a una destruccion activa de
linfocitos T antigeno-especificos derivados del donante. Puesto que las CPH de
sangre periférica contienen relativamente mas linfocitos T antigeno-especificos que
las CPH de médula 6sea contaminadas con sangre periférica, algunos de estos

linfocitos pueden persistir en los receptores de un alo-TPSP>* ¢,

La respuesta linfocitaria T clinicamente significativa derivada de las células
del donante no se detecta en la primera fase después del TPH, sin embargo, la

respuesta linfocitaria B, medida por la produccion de anticuerpos derivada del

donante, puede ser detectada de forma mas precoz®’. Varios estudios sobre la
produccion de anticuerpos han sido realizados para algunos antigenos (toxoide
tetanico, toxoide diftérico, virus del polio, virus de la hepatitis) después del TPH. La
respuesta maxima de anticuerpos es obtenida cuando ambos, donante y receptor, son
previamente inmunizados®®. Asi, un incremento en la produccién de anticuerpos se
puede observar también si cualquiera de los dos, donante o receptor, han sido

inmunizados antes del TPH.

Si los pacientes no son inmunizados, la produccion de anticuerpos no esta
presente y, en muchos casos los niveles de anticuerpos clinicamente significativos no

son detectados un afio post-TPH>* .

La transferencia temporaria de la inmunoglobulina A (IgA) salivar derivada
del donante fue descrita post-TPH®. La evaluacién de la transferencia de la
inmunidad de los linfocitos B es confusa por el hecho de que los estudios para
detectar la produccién de anticuerpos post-TPH no han utilizado técnicas para
diferenciar entre los anticuerpos producidos por los linfocitos B del donante o del

receptor.
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Por lo tanto, el aumento en la produccion de anticuerpos post-TPH siguiente a
la inmunizacion del donante y receptor puede ser debido a la transferencia de:

(@) linfocitos B inmunes del donante;

(b) células presentadoras de antigeno del donante antigeno-sensibilizadas o

(c) linfocitos T inmunes del donante que cooperan con cualquiera de los

linfocitos B antigeno-especificos del donante o del receptor®.

La administracién rutinaria de inmunoglobulina intravenosa en los receptores
de TPH, enmascara la produccién de anticuerpos por el receptor precozmente
después del TPH®. Los receptores de TPH son incapaces de producir anticuerpos
normales para los antigenos capsulares polisacaridos de las bacterias respiratorias
encapsuladas por un periodo prolongado post-TPH® ®®. Cuando la terapia sustitutiva
cesa, los pacientes pueden desarrollar infecciones piogenicas recurrentes si no
reciben antibioticoterapia profilactica. Defectos definibles en la produccion de

anticuerpos pueden ser detectados en todos los receptores de TPH®'.

(2) la recuperacion de la ontogenia linfoide normal —

Las células hematopoyéticas pluripotenciales, destinadas a la diferenciacion
en linfocitos T, expresan el CD7 como primer antigeno de superficie caracteristico®.
Posteriormente aparecen otros que participan de esta diferenciacion. (CD3, CD4,
CDS8, etc.) en primer lugar como linfocitos doble positivos (CD4°CD8") en el timo y
posteriormente CD4" (linfocitos T colaboradores) y CD8" (linfocitos T citotdxicos)

diferenciados, en la sangre periférica.

La maduracion de las células pre B a B maduras en sangre periférica puede

ser mas lenta que la recuperacién de las células T.

Esta diferenciacion linfoide desde la stem cell al timo, esta favorecida por la
interleucina 7 (IL-7). Se demuestra que los pacientes con defectos en los receptores
para la IL-7 o los experimentos con ratones que son incapaces de producir IL-7,

presentan importantes disminuciones en los linfocitos T .
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Los linfocitos T presentes post-TPH pueden ser derivados o de los linfocitos
T maduros de la médula infundida o de las CPH trasplantadas. La valoracion mas

precisa de la ontogenia linfoide post-TPH puede ser observada en los receptores de

TPH con células T deplecionadas, donde no existe contribucion significativa de los

linfocitos T maduros derivados del donante®.

Los receptores de un TPH autdlogo sin deplecion de células T, alcanzan
valores absolutos de linfocitos totales de 500/pL mas rapidamente (15 dias) que los
receptores de TPH histocompatible sin tratamiento previo (27-30 dias)*. La demora
en la normalizacion del nimero absoluto de linfocitos totales en receptores de TPH
alogénico es debida en parte a la administracion rutinaria de MTX post-TPH como

profilaxis contra la EICH aguda. Los receptores de TPH alogénico deplecionado de

células T presentan en media una recuperacion de los valores absolutos de linfocitos
totales sobre el dia 25, cuando comparados con el dia 31 para los receptores de TPH
histocompatible con células no tratadas, posiblemente debido a la ausencia del MTX
post-TPH™ 7.

La normalizacion del nimero absoluto de los linfocitos T CD3" es retrasada
de forma semejante al retraso en el numero de linfocitos totales. Los receptores de
TPH aut6logo recuperan el nimero de linfocitos T CD3" entre las 6 y 8 semanas
post-TPH, mientras los receptores de TPH alogénico lo hacen cerca de 12 semanas

post-TPH. La EICH aguda no tiene ningun efecto en esta recuperacion>* ",

El porcentaje y nimero absoluto de linfocitos T CD8" se normalizan de forma
més réapida que la de los linfocitos T CD4*™ ™ Los linfocitos T CD8" alcanzan
valores normales a los 4 meses post-TPH, mientras se detectan cifras bajas de
linfocitos T CD4" en los primeros 6 meses post-TPH. Esta rapida normalizacion de
los linfocitos T CD8" conjuntamente con los reducidos niveles de linfocitos T CD4"
resultan en una inversion del cociente CD4/CD8, lo cual no se normaliza hasta los 6

a 9 meses post-TPH>* ™.
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El nimero absoluto de nuevos linfocitos T CD4" estd inversamente
correlacionado con la edad del receptor™’’. De este modo, los receptores adultos
tienen una reducida capacidad para producir nuevos linfocitos T CD4",

secundariamente a una disminucién en su funcion timica.

Las células NK (citotoxicas naturales) reaparecen precozmente post-TPH vy
durante el primer mes representan la mayor poblacion linfoide™. La presencia de
estas células en adicion con los linfocitos T CD8", contribuye para la inversion del
cociente CD4/CDS8.

El ndmero de linfocitos B es determinado tanto por la presencia de
inmunoglobulinas de superficie como por la expresion del anticuerpo monoclonal
CD19 o CD20. Estos valores pueden alcanzar niveles normales de 1 a 2 meses post-
TPH y no son afectados por la deplecién de células T " 7. El analisis de los genes de
cadenas pesadas presentes en los linfocitos B circulantes precozmente post-TPH
demuestra que son similares a aquellos observados en los linfocitos B inmaduros,

indicando que ocurre una maduracién progresiva de los linfocitos B%.

La IgA secretora esté alterada en los 6 meses post-TPH®. Sin la reposicién de
inmunoglobulina intravenosa, los receptores tienen reducidos niveles de 1gG, IgA y

IgM durante los 6 primeros meses post-TPH™. Los pacientes sin EICH crénica

normalizan sus niveles de 1gG entre los 8 y 9 meses, los de IgM entre los 9 y 12
meses y los de IgA entre los 2 a 3 afios. Aquellos pacientes con EICH croénica pueden

presentar niveles elevados de IgM y 1gG ya desde los 6 a los 9 meses post-TPH™.

La reconstitucion de la funcién linfocitaria T post-TPH puede ser analizada

en funcion de la respuesta a estimulos mitogénicos como la PHA y el anticuerpo
monoclonal anti-CD3, o la estimulacion antigénica especifica (toxoide tetanico,
antigenos del virus de la hepatitis B, etc.). Los receptores de TPH sin deplecion de
células T presentan una disminuida proliferacion a la estimulacién con PHA o con el
anticuerpo anti-CD3 en los 2 primeros meses post-TPH™% Entre los 4 y 6 meses, la

respuesta proliferativa a la estimulacion mitogénica se normaliza, sugiriendo que la
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capacidad normal para producir la IL-2, hasta entonces no desarrollada, ya esta

presente™,

La inmunizacion de los receptores de TPH durante los primeros 3 meses post-
TPH con el toxoide tetanico o diftérico, no resulta en el desarrollo de una funcion
linfocitaria T antigeno-especifica cuando es valorada por la proliferacion in vitro

antigeno-inducida. Pero los pacientes sin EICH cronica que son inmunizados mas de

100 dias post-TPH, rutinariamente desarrollan una funcion linfocitaria T antigeno-

especifica. Sin embargo, la inmunizacion de pacientes con EICH crénica no resulta

en una funcién linfocitaria T detectable en la mayoria de los pacientes. No esta claro
si la ausencia de una funcion linfocitaria T es debido a la inmunosupresion recibida

por los pacientes con EICH crénica o a una a falta de precursores de linfocitos T>*.

La reconstitucion de la funcion linfocitaria B puede ser determinada después

de una estimulacion T-independiente, la cual no requiere linfocitos T antigeno-
especificos, o después de una estimulacion T-dependiente, la cual requiere linfocitos
T inmunocompetentes. Esta capacidad funcional de los linfocitos B para responder a

una estimulacion especifica se normaliza de forma precoz post-TPH>*.

La produccidn de anticuerpos especificos puede ser valorada en los receptores
gue son anticuerpos-positivos y recibieron un TPH de donantes anticuerpos-
negativos y en los receptores que son anticuerpos-negativos y recibieron un TPH de
donantes anticuerpos-positivos. Los receptores que presentan anticuerpos para el
tétanos y la hepatitis antes del TPH poseen también anticuerpos detectables
precozmente post-TPH, pero no existe una produccion mantenida de estos
anticuerpos hasta un afio post-TPH®. De este modo, sin una estimulacion antigénica,
no ocurre una produccién mantenida de anticuerpos post-TPH®2. Cuando los
pacientes anticuerpos-positivos son inmunizados inmediatamente (0-14 dias) post-
TPH, se observa una elevacién transitoria en los titulos de anticuerpos®’. Una
inmunizaciéon mas tardia en el periodo post-TPH no resulta en una produccion
especifica de anticuerpos, a menos que se generen nuevos linfocitos T antigeno-

especificos™.
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(3) los efectos de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) aguda y

crénicay sus terapias —

La EICH aguda siguiente a un TPH histocompatible, tiene escasos efectos
sobre el tiempo de la reconstitucion linfoide medida por el recuento absoluto de
linfocitos totales o el nimero absoluto de linfocitos T CD3*. Una depresion
transitoria del nimero absoluto de linfocitos T totales y de los linfocitos T CD3*
ocurre siguiente a la administracion de una inmunosupresion anti-linfocito T,
especialmente cuando se administra globulina antitimocitica (ATG) y anticuerpos
monoclonales anti-linfocitos T. En ausencia de inmunosupresion especifica, el
tiempo de recuperacién de linfocitos T y B no se afecta por la EICH aguda, sin
embargo, las anomalias en la reconstitucion inmunologica estdn mas influenciadas

por la EICH crénica™.

Los pacientes con EICH crénica tienen una capacidad disminuida para
desarrollar una respuesta de los linfocitos T antigeno-especifica y para producir
anticuerpos especificos, y tienen una incidencia aumentada de autoanticuerpos por
disregulacion inmunoldgica. La inmunizacién de estos pacientes con antigenos como
del toxoide tetanico o diftérico, demuestra defectos sostenidos en la produccion de
anticuerpos, incluyendo disminuciones en la respuesta primaria (IgM) y secundaria

(1gG) de anticuerpos’™ .

Estos pacientes tienen una incidencia mayor de
infecciones. La administracion rutinaria de antibidticos profilacticos e
inmunoglobulina intravenosa reduce las complicaciones infecciosas; sin embargo,
persiste la incapacidad de los pacientes con EICH crdnica para producir anticuerpos

protectores frente a antigenos bacterianos polisacaridos.

Otros factores que pueden influenciar la reconstitucién inmunoldgica
incluyen la relacion entre donante y receptor (familiar HLA-idéntico o no
emparentado), el grado de identidad HLA, las infecciones previas al trasplante y la

edad del receptor, entre otros.

El nimero absoluto de linfocitos T CD4" predice la capacidad de receptores

de TPH para responder a la inmunizacion’®. Asi, los receptores que son incapaces
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para producir nuevos linfocitos T CD4" tienen dificultades para responder a nuevos
estimulos antigénicos. Experimentos con ratones demuestran que la EICH aguda
produce defectos en la funcién timica, incluyendo una inhabilidad para producir
nuevos linfocitos T . Estos defectos pueden ocurrir sobretodo en los receptores con
edades més avanzadas que hayan recibido un TPH de donante no emparentado. Tales
individuos tienen una limitada capacidad para producir nuevos linfocitos T CD4" y,
por lo tanto, dependen de la expansion clonal de los linfocitos T del donante para su
inmunocompetencia. El espectro de antigenos lo cual tales linfocitos pueden
responder puede ser limitado y puede explicar la aumentada incidencia de
infecciones oportunisticas encontradas en los receptores con edades mas avanzadas

de TPH no emparentados™* .

La administracion de ciclosporina (Cy) en la profilaxis de la EICH puede
inhibir la diferenciacion de los linfocitos doble-positivos en linfocitos T CD3"
diferenciados®. Los efectos combinados de la alteracion timica y de la ciclosporina
pueden resultar en defectos en ambas las selecciones timicas, positivas y negativas.
Cuando ocurren estos defectos en la seleccion positiva, puede resultar en una
reduccion en la frecuencia de linfocitos T maduros con especificidad para antigenos
exogenos. Pero cuando ocurren en la seleccion negativa podria resultar en un
aumento en la frecuencia de linfocitos T autoreactivos implicados en la patogénesis

de la EICH cronica® ®°,

El papel fundamental de la ciclosporina es la inhibicién de la sintesis de IL-2,
por tanto no hay activacion de las células T citotoxicas CD8", disminuyendo asi la

reaccion inmunoldgica provocante del rechazo.

Por lo tanto, la reconstitucion inmunologica es esencial en todos los casos y
constituye la curacion de la enfermedad de base en los pacientes afectos de
inmunodeficiencias congénitas graves. En estos casos es esencial la reconstitucion T
y B, si bien en algunos pacientes las células B y la produccién de anticuerpos no se
recuperan y deben llevar tratamiento sustitutivo con gammaglobulina de forma

permanente.
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1.5.1. Linfocitos T CD4"

Los linfocitos T CD4" o colaboradores representan una subpoblacion de las

células T y tienen como una de sus principales funciones la regulacion de todas las
respuestas inmunitarias frente a antigenos proteicos y ayudan en su calidad de células
efectoras, en la eliminacion de microorganismos intracelulares. Sus precursores
provienen de la médula ésea y después migran y maduran en el timo (el nombre de
linfocitos “ T ” se refiere a que derivan del Timo). Las moléculas de superficie CD4
son glicoproteinas de cadena ligera de la superfamilia de las Ig. Se expresan en forma
de un monomero en la superficie de células T periféricas y timocitos. En el hombre,
también estdn presentes en monocitos y macrofagos, en menor cantidad. Son
aproximadamente dos tercios (50-60%) de las células T circulantes en sangre y en

mayor proporcién en ganglios linfaticos y menor en bazo 8%,

Estos linfocitos s6lo reconocen antigenos a través del receptor de la célula T
(TCR) y en combinacion con moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il. En respuesta a la estimulacién antigénica, las
células T colaboradoras secretan diversas proteinas Ilamadas citocinas, cuya funcién
es promover la proliferacion y diferenciacion de las células T asi como de otras
células, entre ellas las células B y los macrofagos. Las citocinas también atraen y
activan a los leucocitos inflamatorios, incluyendo macrofagos y granulocitos,
proporcionando importantes conexiones entre la inmunidad especifica de las células

Ty los mecanismos efectores de la inmunidad natural ®" .

1.5.2. Linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8" o citotdxicos también representan una subpoblacion de

las células T, regulan las funciones de todas las respuestas inmunitarias frente a
antigenos proteicos y ayudan en la eliminacion de microorganismos intracelulares.
Son células claves en el periodo inmediato post-TPH, participan en la lisis de células
infectadas por virus y células tumorales. Su maduracion y seleccion también se

realiza en el timo. Las moléculas CD8 son glicoproteinas transmembrana y también
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miembros de la superfamilia de las Ig. La mayoria de las moléculas CD8" aparecen
como heterodimeros, pero también pueden presentarse como homodimeros, pero se
desconoce la importancia bioldgica de estas distintas formas. Estan presentes en
aproximadamente 20-25% en la sangre, 15-20% en los ganglios linfaticos y entre 10-

15% en el bazo!® 88,

Constituyen un subgrupo de células T que reconocen antigenos a través del
TCR y en el contexto de moléculas MHC de clase |, destruyendo las células que
expresan antigenos peptidicos asociados a este tipo de complejo mayor de
histocompatibilidad. Parecen ser células efectoras importantes en tres situaciones: (a)
las infecciones intracelulares de células no fagociticas o las infecciones que no son
eliminadas por los fagocitos, como las infecciones virales o las debidas a bacterias
como Listeria monocytogenes; (b) el rechazo agudo de alotrasplantes y (c) el rechazo
de tumores. De hecho, la funcién fisioldgica esencial de los linfocitos T citotoxicos
es la vigilancia de las infecciones virales, asociada al reconocimiento y lisis directa
de células extrafas del injerto en el rechazo celular agudo y a la inmunovigilancia y
destruccién de las células que contienen genes mutados capaces de producir o

asociarse a transformacién maligna®” .

1.5.3. Células NK (Natural Killer)

Las células NK o citotdxicas naturales representan una subpoblacion de

linfocitos que se encuentran cerca de 10% tanto en la sangre como en los tejidos
linfoides, especialmente el bazo y raramente son encontradas en ganglios linfaticos.
Tienen como marcador especifico el CD16°CD56". Estas moléculas también son
miembros de la superfamilia de Ig. Derivan de la médula dsea pero también podrian
derivar directamente de las células doble negativas, que sabemos son también
CD16", que se encuentran en el timo y que son precursoras de los linfocitos T. Son
linfocitos grandes con numerosos granulos citoplasmaticos, razon por la cual son
Ilamadas de linfocitos grandes granulares (LGL). Son capaces de destruir algunas
células tumorales, sobre todo de origen hematopoyético, y ceélulas normales

infectadas por virus, sin previa estimulacién antigénica®®: % 88789,
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Cuando consideramos el fenotipo de superficie y el linaje, las células NK no
son células T ni B pues no poseen los marcadores ni de linfocitos T (CD3) ni de
linfocitos B (CD19). Su proceso de maduracion se efectia fuera del timo y en
organos linfoides periféricos, desconociéndose los procesos requeridos para que esta
diferenciacion se produzca y el 6rgano donde se desarrolla. Esto explica que no se
alteren sustancialmente los niveles de células NK en animales atimicos y en los casos
de IDSC observados tanto en animales como en el hombre. EI mecanismo de lisis de
las células NK es idéntico al de los linfocitos T CD8" (citotdxicos). La gran
diferencia que existe entre ambas células es el mecanismo de reconocimiento del
antigeno en la superficie celular, que no es restringido por las moléculas de clase | o
Il del MHC™ %8,

No se comprende perfectamente la funcion de las células NK en la
inmunidad normal. Se piensa que sirven para lisar células infectadas por virus antes
de que los linfocitos T citotdxicos especificos de antigenos puedan diferenciarse a
partir de pre-linfocitos T citotoxicos, es decir, durante los primeros dias de la
infeccion viral. Puesto que las células NK pueden lisar ciertas células tumorales, se
ha propuesto también que estas células sirvan para destruir clones malignos in vivo.
Sin embargo, los infiltrados inflamatorios asociados al tumor no expresan
tipicamente niveles significativos de células NK. La Unica situacion en la que
predominan grandes cantidades de células NK en las lesiones es la enfermedad de
injerto contra huésped (EICH) en los receptores de TPH. Estas células infiltran
epitelios como la piel y se puede hallar junto a células epiteliales necroéticas, lo que
es el sello distintivo de una EICH®" %8 %,

1.5.4. Linfocitos B CD19"

Los linfocitos B CD19" representan la mayoria de las células B. La molécula

CD19 aparece ya en diversos estadios de la diferenciacion de células B. Son las
Unicas células capaces de producir anticuerpos, participando asi de la inmunidad
humoral. Son asi llamados porque se observé en las aves que maduraban en un

organo denominado bolsa de fabricio. En los mamiferos, no hay equivalente
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anatomico de la bolsa, y las primeras fases de maduracion de la célula B tienen lugar
en la médula dsea. Asi, el término linfocito “ B ” se refiere al derivado de la médula
6sea (Bone marrow en ingles). Son encontrados de 10-15% en la sangre, de 20-25%
en los ganglios linfaticos y de 40-45% en el bazo. Los receptores para los antigenos
en los linfocitos B son moléculas de inmunoglobulina unidas a la membrana. La
interaccion de los antigenos con estos receptores de membrana inicia la secuencia de
activacion de la célula B, que termina en el desarrollo de células efectoras que

secretan activamente anticuerpos especificos por el antigeno desencadenante®® %88,

La funcién fisioldgica de los anticuerpos es neutralizar y eliminar al antigeno
que ha inducido su formacion. La eliminacion de diferentes antigenos o
microorganismos requiere varios mecanismos efectores que dependen de distintas
clases de anticuerpos. El sistema inmunitario humoral posee la capacidad para
responder a distintos tipos de antigenos produciendo diferentes clases de anticuerpos.
Por ejemplo, la respuesta de anticuerpos frente a bacterias con capsulas de
polisacaridos es principalmente de inmunoglobulina M, que activa el sistema del
complemento dando lugar a la opsonizaciéon y fagocitosis de las bacterias y la
respuesta a muchos virus es mediante anticuerpos IgG de alta afinidad que bloguean
la entrada del virus en las células del huésped y también favorecen la fagocitosis por

macréfagos®® .

Las respuestas inmunitarias humorales se inician en los organos linfoides
periféricos, como el bazo en el caso de antigenos vehiculizados por la sangre, los
ganglios linfaticos de drenaje cuando los antigenos penetran a través de la piel o de
los epitelios mucosos, y los tejidos linfoides de las mucosas para algunos antigenos

inhalados e ingeridos®.
1.5.5. Funcién Linfocitaria
La activacion o estimulacion de los linfocitos “in vitro” nos permite valorar lo

que regularmente ocurre cuando el antigeno reacciona con linfocitos especificamente

sensibilizados en el huésped. La activacion linfocitaria mide la capacidad funcional
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de los linfocitos T o B para proliferar después de la provocacién antigénica y es, por
lo tanto, una prueba mas fiable de inmunocompetencia que la sola cuenta de los tipos
de linfocitos. Es cominmente empleada para evaluar la inmunidad celular en los
enfermos con inmunodeficiencias, enfermedades infecciosas o enfermedades

neoplasicas®® .

Numerosas substancias han sido empleadas en la evaluacion de la funcién de
los linfocitos, que pueden ser estimulados por mitdgenos y por antigenos. En
contraste con los estudios efectuados en ratones, no hay evidencia incontrovertible de
que los linfocitos T o B sean activados selectivamente por mitdgenos inespecificos.

Los mitogenos inespecificos mas conocidos que activan los linfocitos humanos son

la fitohemaglutinina (PHA), para las células T; la concavalina A (Con A), también
para las células T pero un subconjunto diferente de la PHA; la globulina
antitimocitica (ATG), especifica para células T; el anticuerpo monoclonal anti-CD3,
especifico para células T CD3"; la proteina A de la pared celular del Staphylococcus
aureus (SpA, SAC), con especificidad relativa para células B independiente de
células T; el mitégeno de la fitolaca (PWM), que estimula principalmente las células
B, dependientes de células T y la estreptolisina S (ELS), sin una especificidad

comprobada, pero probablemente para células T & %,

Mientras que los mitégenos estimulan un gran numero de linfocitos, los
antigenos estimulan menos células ya que han de estar especificamente
sensibilizadas al antigeno en cuestion. En la mayoria de los casos, solo las células T
responden a los antigenos en esta prueba. Asi, en contraste con la activacion de los
linfocitos inducida por mitdgenos, la estimulacion por antigenos da por resultado
menor sintesis de DNA total. Una amplia gama de antigenos ha sido empleada en la
activacion de los linfocitos para evaluar in vitro la inmunidad celular humana. Entre
ellos, podemos citar el PPD (purified protein derivative), el antigeno de la Candida,
la estreptocinasa-estreptodornasa, la coccidioidina, el toxoide antitetanico, el virus de
la viruela y el herpesvirus simple, siempre en individuos previamente expuestos a

ellos y a los antigenos de histocompatibilidad (por cultivo mixto de linfocitos)® %,
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Ademas, el estudio de la funcion de los linfocitos B in vivo puede ser
realizado a través del analisis de los niveles de inmunoglobulinas, por la produccién
de anticuerpos post vacunacion y/o por la medida de produccion de anticuerpos
naturales. En este ultimo, la principal forma de medir esta produccion es por la
determinacion de los titulos de antiestreptolisina O (ASTO), que hace la valoracién
de la respuesta inmunitaria post-TPH de los nifios después de una exposicién al
antigeno estreptococico. Se ha identificado mas de 20 antigenos extracelulares
liberados por estreptococos hemoliticos del grupo A creciendo en tejidos humanos y
la estreptolisina O esta entre aquellos de mayor importancia. Por este motivo, la
determinacion de los anticuerpos contra la estreptolisina O (ASTO) es (til tanto para
el serodiagnostico de la enfermedad por estreptococos del grupo A como para

evaluar la respuesta inmunitaria del paciente post-TPH®® 88 %%,

26



1.6. INMUNIZACION Y TRASPLANTE

El hecho de que exista la necesidad de vacunar correctamente a los nifios
sometidos a TPH tiene una doble razon: la necesidad de que toda persona tenga unos
niveles de anticuerpos correctos durante toda su vida y, por otra parte, corregir las

deficiencias especificas que surgen como consecuencia del propio trasplante® %,

Actualmente es cada vez mayor el niUmero de pacientes que reciben un TPH,
asi como cada vez se consigue una supervivencia mas larga en estos pacientes. Esto
justifica la gran importancia de las medidas enfocadas a mejorar su calidad de vida a
medio y largo plazo. También desde el punto de vista de la salud publica, es
importante que no exista un numero creciente de individuos vulnerables a agentes
capaces de producir infecciones graves. Por lo tanto, la inmunizacion post-TPH no
debe ser considerada apenas como una medida para prevenir infecciones graves
aungue infrecuentes (tétanos, difteria, poliomielitis, etc.), sino que en un futuro no
lejano puede convertirse en una importante arma para disminuir la morbimortalidad

relacionada con el TPH >* %2949
Uno de los aspectos practicos mas importantes del TPH son aquellas medidas
tomadas para prevenir y tratar las complicaciones infecciosas, y con un programa de

inmunizacion adecuado se puede disminuir estas complicaciones™.

La inmunizacién con antigenos proteicos en el periodo post-trasplante

inmediato puede dar lugar a un efimero aumento en los titulos de anticuerpos. Una
produccion de anticuerpos mantenida después de la inmunizacién con estos
antigenos ocurrird solamente cuando se recupere la inmunocompetencia de los
linfocitos T y B. La presencia de la funcién linfocitaria T antigeno-especifica en
pacientes sin EICH crénica ocurre de 3 a 6 meses post-TPH. Los pacientes que son
reinmunizados con toxoide tetanico y diftérico durante este periodo, rutinariamente
desarrollan una proliferacion linfocitaria T y una produccién in vivo de anticuerpos

especificos® %',
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La inmunizacion con vacunas de polisacaridos puros, 0 sea, no conjugados,

durante el mismo periodo, raramente resulta en la produccién de anticuerpos a
niveles protectores. En el TPH las respuestas a antigenos independientes de células T
son pobres, hecho que se evidencia por los malos resultados obtenidos con las
vacunas de polisacaridos puros, como la del neumococo. Ya la inmunizacion con

vacunas de polisacaridos conjugados podra resultar en la produccion de niveles

protectores de anticuerpos, una vez desarrollada una adecuada funcion linfocitaria T.
Al convertir un antigeno independiente del timo en dependiente, la respuesta vacunal
puede mejorar espectacularmente; éste fue el caso para la vacuna de H. influenzae
tipo b. Con la vacuna polisacarida no se consiguen respuestas satisfactorias; sin
embargo, al unir covalentemente el polisacarido con una proteina transportadora,

formando asi una vacuna conjugada, se consigue convertir al antigeno en

dependiente del timo, obteniéndose de esta forma buenas respuestas incluso en los

pacientes sometidos a un TPH® %,

Los pacientes con EICH cronica raramente desarrollan una inmunidad
linfocitaria T o B a niveles protectores uniforme después de repetidas
inmunizaciones. La administracion rutinaria de inmunoglobulina intravenosa a los
pacientes con EICH crénica evita la necesidad de estos pacientes en recibir

inmunizacion de rutina con antigenos proteicos o polisacaridos™.

Debido a un posible defecto en la produccidn de anticuerpos para las vacunas
contra virus, las vacunas de virus vivos son consideradas contraindicadas en todos
los pacientes con inmunidad celular alterada, por el riesgo de que se produzca una
infeccion sistémica grave e incluso mortal® *°. Asi, el TPH es una contraindicacion
para la administracion de la vacuna de la poliomielitis de virus vivos, siendo
preferible el uso de la vacuna con virus inactivados. Debido a los riesgos asociados
con la administracion de vacunas con virus vivos atenuados, la inmunizacion con las
vacunas del sarampion, la rubéola, la parotiditis y la varicela sélo deben ser

administradas a pacientes sin EICH crénica después de transcurridos de 1 a 2 afios

del TPH1%_ Salvo estas vacunas, y en las circunstancias especiales, como sea una
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exigencia social del ambiente, no se debe administrar ninguna otra vacuna de virus

VIVOS en estos €asos.

Los pacientes con EICH cronica que estan recibiendo Ig intravenosa no

presentan riesgo de infeccion porgue tienen una proteccion pasiva de anticuerpos.
Por cierto que una inmunizacion con vacunas de virus vivos en la presencia de
terapia sustitutiva con lg intravenosa es ineficaz™. La eficacia de la inmunizacién

puede ser confirmada por la medida de los niveles especificos de anticuerpos.

Por lo tanto, tras el TPH, la inmunidad celular y la humoral se reconstituyen
mucho mas lentamente que la hemopoyesis, sobretodo en los pacientes con EICH,
por lo que la respuesta inmune frente a las vacunas puede estar comprometida. Asi,
cuanto mas tarde se vacune mejor respuesta se puede obtener'®. Esta es la razén por
la que se indica vacunar los nifios a partir del afio post-TPH en infecciones que no
suponen un riesgo inmediato para el paciente (como son tétanos, difteria y

poliomielitis).

Existen varias razones para que se considere la practica de la inmunizacion
postrasplante como una rutina en el tratamiento de los pacientes receptores de un
TPH, pero destacan dos:

(a) la gran mayoria de pacientes presentan en el postrasplante una mala
respuesta inmune frente a diversas infecciones prevenibles mediante
vacunacion, sea por pérdida de la inmunidad tras el TPH, sea por partir de
una mala situacion inmune pré-trasplante. Por otra parte, en el TPH existe
un mayor riesgo de determinadas infecciones (Haemophilus influenzae, S.
pneumoniae y VHB) susceptibles de prevencién por vacunacion, y

(b) la existencia de vacunas eficaces y seguras para la mayoria de estas

infecciones® % 9. 107-111

Los Comités de Complicaciones Infecciosas en los varios grupos de estudios

de los TPH en todo el mundo se han ocupado de este problema®*® 3.
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Las recomendaciones para la inmunizacién post-TPH propuestas por el
EBMT (European Bone Marrow Trasnplantation) y la pauta utilizada por el Grupo
Espafiol de Trasplante Hemopoyético (GETH) y en nuestro estudio estan descritas en

el apartado de material y métodos.

1.6.1. Respuesta a la VVacunacion y su Valoracion

Los principios generales para una vacunacion segura y efectiva potenciando
asi el gran desarrollo de las vacunas en los primeros afios del siglo XX, siguieron dos
vias: la primera fue la busqueda de organismos atenuados con patogenicidad
reducida que estimulasen la inmunidad protectora, y la segunda fue el desarrollo de
vacunas basadas en organismos muertos y componentes de organismos purificados
con posterioridad que fuesen tan efectivos como los organismos completos vivos.
Cualquier vacuna viva puede causar en individuos inmunosuprimidos, como los

receptores de TPH, una infeccién sistémica letal™**.

Existen unos requisitos especificos para que la vacunacion tenga éxito, que
varian segun sea la naturaleza del organismo que infecta. Para los organismos
extracelulares, los anticuerpos proporcionan el mecanismo adaptativo mas
importante de defensa, mientras que para el control de organismos intracelulares,
como el virus de la poliomielitis, también es esencial una respuesta efectiva de
linfocitos T CDS8. Por lo tanto, en los nifios post-TPH, la efectividad de las vacunas

solo es alcanzada cuando ya existe una efectiva reconstitucion de los linfocitos T y
Bll4, 115

La respuesta a la vacunacién, conjuntamente con la evaluacién de la respuesta

de los anticuerpos a los antigenos los cuales la poblacion es comunmente expuesta,
son los métodos para valorar la inmunidad mediada por anticuerpos (inmunidad

humoral).
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Los tests méas frecuentemente utilizados son:

(a) la medida de la produccion de anticuerpos naturales, como el estudio de
las isohemaglutininas, heteroaglutininas y heterolisinas (por ejemplo,
contra eritrocitos de carnero o conejo), la produccion de antiestreptolisina
y anticuerpos bactericidas contra la Escherichia coli;

(b) la medida de la respuesta a la vacunacion, donde pueden ser utilizados
antigenos proteicos o polisacaridos, siendo este Gltimo particularmente

importante en pacientes con infecciones pulmonares™®.

Las vacunas son empleadas en las dosis recomendadas y, después de un
periodo minimo de un mes despues de la ultima dosis, los niveles de anticuerpos
producidos en respuesta a la vacunacion son determinados. Se puede determinar los
niveles de anticuerpos producidos por la vacuna del tétanos, difteria, hepatitis B,

Haemophilus influenzae, poliomielitis, etc.

1.6.2. Inmunizacién en el Huésped Inmunocomprometido

En las ultimas tres décadas, el nUmero de pacientes inmunocomprometidos
aumentd radpidamente. Los pacientes pueden ser inmunocomprometidos por la
inmunosupresion utilizada después de un trasplante de drganos sélidos, por una
terapia intensiva para enfermedades neoplasicas o no neoplasicas, que incluyen
protocolos quimioterdpicos intensivos para tratamientos y/o acondicionamientos y
trasplantes autdlogos y alogénicos de progenitores hematopoyéticos, y por

infecciones como por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), CMV, etc. ™"
121

En los pacientes trasplantados, el mayor riesgo para desarrollar infecciones
usualmente ocurre después del TPH, pero pueden permanecer inmunodeprimidos
debido a la EICH o a la terapia inmunosupresiva utilizada para prevenir la EICH,

durante largos periodos post-TPH.
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La inmunizacion de los pacientes inmunodeprimidos es muy importante
debido a la necesidad de protégelos contra infecciones graves, pues dentro de las
complicaciones del TPH, las infecciones son una causa importante de mortalidad,
facilitada por la inmunodepresion y las extremas neutropenias que padecen estos
enfermos, y de ahi el interés de las medidas profilacticas antiinfecciosas, entre las
que se incluyen las vacunas. Ademas, desde el punto de vista de salud publica es
también importante debido a la necesidad para prevenir y no aumentar el nimero de
individuos que son vulnerables a agentes infecciosos nocivos, como el virus de la
poliomielitis™ 17 122125,

Estos pacientes son subsidiarios de recibir las mismas vacunas que los nifios
con una inmunidad normal y incluso otras, que en estos nifios inmunodeprimidos,
por su tendencia a sufrir infecciones sistémicas, resultan de mayor utilidad que en los
nifios normales. Debemos tener en cuenta el momento adecuado de la vacunacion en
estos pacientes. Hay que considerar que el riesgo de infeccion y el tipo de

microorganismos causal van asociados al tiempo transcurrido desde el trasplante®.

En los 3 meses posteriores al trasplante el pardmetro determinante es la
neutropenia extrema, siendo en este periodo de tiempo cuando hay una mayor
incidencia de infecciones bacterianas graves y por hongos. El H. influenzae tipo b es
la principal causa de neumonia en este periodo. Los pacientes con déficit de 1gG2
tienen una respuesta disminuida frente a las vacunas Hib conjugadas y al toxoide
tetanico®. Desde entonces adquieren mayor importancia las infecciones virales
(citomegalovirus, varicela-zoster, Epstein-Barr) y las parasitarias (Pneumocystis
carinii, toxoplasmosis) debido a la persistencia del déficit funcional de los linfocitos
T 126127 Después de los 6 meses del TPH, entre las bacterias encapsuladas el

neumococo es la principal causa de infeccion® .
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1.6.2.1. Receptores de TPH Alogénico

En los receptores de TPH alogénico, existen cuatro componentes que se
combinan para producir el estado de inmunodeficiencia en el paciente: (1) la
actividad inmunosupresiva de la enfermedad de base y su tratamiento, (2) las altas
dosis de quimioterapia y radioterapia utilizadas para erradicar el sistema inmune del
receptor, (3) la reactividad inmunoldgica entre los PH del donante y el receptor y (4)

la terapia inmunosupresiva utilizada post-TPH!,

En los pacientes con inmunodeficiencias primarias (IDP) no se realiza
habitualmente el tratamiento descrito en (2) ya que el paciente no tiene, por su

enfermedad de base (1), capacidad de respuesta inmunoldgica propia.

En el TPH alogénico, el sistema inmune del receptor es reemplazado por el
sistema inmune del donante. La transferencia de inmunidad puede tener una duracion
limitada y en este tiempo un elevado ndmero de pacientes se vuelve susceptibles al

100, 101

tétanos'?®, poliomietlitis y sarampion'®, por ejemplo. El estado inmune del

donante es importante para una transferencia de inmunidad a corto plazo y puede ser

mejorado por la inmunizacién del donante antes del TPH*3 131,

El periodo post-TPH, por el riesgo de contraer infecciones en las distintas
fases ya mencionadas, presenta unas combinaciones de riesgos y beneficios para la
inmunizacion. El riesgo para desarrollar infecciones esta extremamente influenciado
por la presencia de la EICH. Las infecciones también pueden ser frecuentes en una
fase maés tardia post-TPH. Sin embargo, una proteccion adicional a largo plazo contra
otras infecciones como tétanos, difteria, poliomielitis y sarampion debe ser
considerada. Varios estudios demuestran la pérdida de inmunidad para tétanos, virus

del polio y difteria en los seguimientos post-TPH: 101 129,132,133

Las recomendaciones para la vacunacién de los nifios post-TPH alogénico del

EBMT y del GETH estan descritas en el apartado material y métodos.
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1.6.2.2. Receptores de TPH Autblogo

En los receptores de TPH aut6logo, los factores que contribuyen para
producir el estado de inmunodeficiencia del paciente son dos: (1) la inmunosupresion
debido a la enfermedad de base y su tratamiento y (2) las altas dosis de quimioterapia

y radioterapia utilizadas para erradicar el sistema inmune del receptor**’.

En los receptores del TPH aut6logo, evidentemente no existe una disparidad
inmunoldgica entre donante y receptor. En la mayoria de los pacientes, la
recuperacion inmune es mas rapida que en los TPH alogénicos, sobretodo cuando se
utiliza como fuente de PH la SP o la SCU. Estos pacientes usualmente no son
propensos para desarrollar las infecciones severas que son evitables por
inmunizacion durante el periodo post-TPH. No obstante, algunos estudios
demuestran que los receptores del TPH autélogo pierden la inmunidad protectora
para el tétanos, el virus de la poliomielitis y el sarampién a largo plazo en el
seguimiento postrasplante’® *3* 13> No hay estudios publicados sobre la pérdida de
inmunidad a largo plazo en los receptores de TPH aut6logo de sangre periférica, pero
es probable que el riesgo de perder la inmunidad sea equivalente entre la MO y la
SP117.

Las recomendaciones para la vacunacion de los nifios post-TPH aut6logo del

EBMT y del GETH estan descritas en el apartado material y métodos.
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2. OBJETIVOS
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El objetivo de esta Tesis ha sido evaluar la reconstitucion inmunoldgica en
las distintas modalidades de trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas
(TPH) en nifos. Para ello se estudid la reconstitucion de las distintas subpoblaciones
linfocitarias T, B y NK asi como la recuperacion de la funcién T y la respuesta
humoral a través de la produccién de inmunoglobulinas (IgA, IgG, IgM), de la
produccion de anticuerpos naturales (antiestreptolisina O) y de la respuesta a los
antigenos vacunales de la hepatitis B (anti-HBs) y del tétanos (anti-toxoide tetanico)

en una serie de nifios trasplantados.

Hipotesis de Trabajo:

Estudiar si la reconstitucion inmunoldgica post TPH depende en parte de la
enfermedad de base, del tipo de trasplante realizado, de la fuente de los PH y del

grado de la Enfermedad Injerto Contra Huésped (EICH).

Para ello se analizaron las diferencias en la reconstitucion inmunoldgica:

a) entre los tres tipos de fuentes: médula ésea (MO), sangre periférica (SP) y
sangre de cordén umbilical (SCU).

b) entre los dos tipos de trasplantes (aut6logo y alogenico).

c) entre receptores de TPH alogénicos (de médula 6sea o sangre de corddn)
en enfermedades neoplasicas y no neoplasicas.

d) segun la severidad de la enfermedad injerto contra huésped aguda y
cronica y del tratamiento inmunosupresor utilizado.

e) vy el grado de respuesta a las vacunas (tétanos y hepatitis) en relacién a los

niveles de inmunoglobulinas G y la presencia de anticuerpos naturales.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. MATERIAL:

3.1.1. Pacientes Estudiados —

Estudiamos la reconstitucion inmunoldgica a los 1, 3, 6, 12, 18 y 24 meses
post trasplante, en ciento cuatro nifios receptores de Trasplantes de Progenitores
Hematopoyéticos (TPH) Autdlogo o Alogénico, en cualquiera de sus modalidades en
la Unidad de Trasplante de Médula Osea del Hospital Universitario Materno Infantil

Vall d’Hebron de Barcelona (UAB — Universidad Autonoma de Barcelona).

Las edades de los pacientes estuvieron comprendidas entre 4,2 meses y 17,1
afos. El estudio fue realizado durante 33 meses, en el periodo de Enero del 1996 a
Septiembre del 1998 y el seguimiento minimo ha sido de 24 meses (el estudio fue

cerrado en el mes Septiembre del afio 2000).

Todos los datos de los nifios trasplantados fueron recogidos en hojas

protocolizadas (Anexo 1).

Se realizaron en total 106 TPH, pues dos de los nifios recibieron dos
trasplantes en afios distintos y los progenitores hematopoyéticos se obtuvieron de una
de las tres fuentes habituales de obtencidn, sea médula 6sea (MO), sangre periférica
(SP) o sangre del cordén umbilical (SCU).

En la experiencia de la Unidad de Trasplante de Médula Osea del Hospital
Universitario Materno-Infantil Vall d’Hebron de Barcelona, entre Enero de 1984 y
Diciembre de 1999 se realizaron un total de 514 trasplantes, de los cuales 261 fueron
alogénicos y 253 aut6logos. El primer TPH de donante no emparentado (DNE) se

realiz6 en 1991y, de sangre de cordon umbilical (SCU) en 1994.
En el primer afio del estudio (enero/1996 al diciembre/1996), de un total de

33 pacientes trasplantados, hubo 7 éxitus y 6 recidivas. Fueron evaluables, 24 nifios,

de los cuales 11 recibieron TPH Autélogo y 13 TPH Alogénico.
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En el segundo afio (enero/1997 al diciembre/1997), de los 40 nifios
trasplantados, 15 no fueron evaluados por éxitus, recidiva o pérdida de seguimiento
(un paciente se trasladé al pais de origen), posibilitando el analisis de 25 nifios, de los

que 14 recibieron TPH Autdlogo y 11 TPH Alogeénico.

En el tercer y ultimo afio de recogida de nuevos casos (enero/1998 al
septiembre/1998), de los 33 nifios trasplantados, fue posible el andlisis de 23 nifios,

de los cuales 10 recibieron TPH Auto6logo y 13 TPH Alogénico.

3.1.2. Pacientes Evaluables -

Del total de 72 nifios elegibles, se pudo realizar una evolucién completa de la
Reconstitucion Inmunoldgica en 61. Hubimos de excluir 4 pacientes que tuvieron
una supervivencia inferior a los seis meses y otros 7 en los que no fue posible tener al

menos hasta tres estudios de la reconstitucion inmunoldgica.

Las modalidades de TPH las agrupamos en dos grupos:

- Grupo 1: Trasplantes Aut6logos de Sangre Periférica (ATPSP) y de Médula Osea

(ATMO) con y sin tratamiento in vitro (n = 28);

- Grupo 2, Trasplantes Alogénicos de Sangre Periférica, de Médula Osea o de Sangre
de Cordon Umbilical, HLA idénticos o no idénticos de Donantes Emparentados
(TMO-DEI y TMO-DENI) y HLA idénticos o no idénticos de Donantes no
Emparentados (TMO-DNEI y TMO-DNENI) (n = 33).

En los TPH Autélogos, las células progenitoras hematopoyéticas (CPH)
fueron obtenidas por leucaféresis de la sangre periférica previa movilizacion con el
factor de crecimiento hematopoyeético (G-CSF) o por extraccion de la propia médula

Osea.
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En los TPH Alogénicos, las CPH procedieron de donantes familiares
(idénticos o no identicos), en 21 casos o donantes no familiares (idénticos o no
idénticos) en 12 casos y entre estos, 5 pacientes recibieron CPH procedentes de

sangre de cordon umbilical y 7 de médula 6sea.

3.1.3. Grupos Diagnosticos —

Los Grupos Diagnosticos incluyeron:
- Grupol: compuesto por las Enfermedades Neoplasicas de Riesgo Intermedio:
leucemia aguda linfoblastica (LAL) y leucemia aguda no linfoblastica (LANL) en 12
0 22 Remision Completa (RC1 o RC2), leucemia mieloide crénica (LMC) en fase
cronica, mielodisplasia (SMD), linfomas en RC1 o RC2 y los tumores sdlidos
(sarcomas de Ewing, neuroblastomas y meduloblastomas) en Remision Completa
(RC1 0 RC2) o Buena Respuesta Parcial (BRP) (n = 45).

- Grupo 2: formado por las Enfermedades Neoplésicas de Riesgo Alto: LAL y LANL
> RC2 o Remisién Parcial (RP), LMC en fase blastica y los tumores sélidos en

Remision Parcial (RP) o después de la recidiva (n = 3);

- Grupo 3: constituido por las Enfermedades No Neoplasicas: hemopatias congénitas
(osteopetrosis, anemia de Fanconi, enfermedades metabolicas), aplasias medulares e
inmunodeficiencias primarias (inmunodeficiencia severa combinada, sindrome de
Wiskott-Aldrich, disgenesia reticular) (n = 13).

3.1.4. Protocolos Utilizados —
Se utilizaron protocolos establecidos y/o individualizados para el tratamiento

de cada una de las enfermedades. Las pautas han sido consensuadas por grupos de

trabajo nacionales e internacionales.
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3.1.4.1. Protocolos de quimioterapia en leucemias agudas, linfomas y
tumores sélidos:

a) Leucemias Agudas Linfoblasticas: Protocolos PETHEMA (84, 89, 93, 96);
SHOP-LAL /94, SEOP-89 y/o LMB-89 (SFOP).

En el Protocolo PHETEMA 84, tanto para pacientes de Alto Riesgo (indice

de riesgo 3 3), como para pacientes de Medio y Bajo Riesgo (indice de riesgo < 3) ,
los farmacos administrados en la fase de Induccion de la Remision A; fueron
Prednisolona (PRED), Vincristina (VCR), Daunorrubicina (DNR) y Asparaginasa
(ASPAR) por via sistémica y Methotrexato (MTX) y Arabinésido de Citosina (ARA
C) en la puncion lumbar.

En la fase A, para los pacientes de Alto Riesgo, se administré radioterapia
holocraneal, con dosis de acuerdo con la edad del nifio, MTX y ARA-C intratecal
coincidiendo con el inicio de la administracion de infusiones intravenosas de los
mismos farmacos y Tioguanina oral diariamente. Aun en esta fase se hizo una
Reinduccion precoz en el que la DNR y la ASPAR fueron sustituidas por
Ciclofosfamida (CFM) y Teniposido (VM-26). Para los pacientes de Riesgo Medio o
Bajo se administr6 MTX y ARA-C intratecal coincidiendo con el inicio de la
administracion de MTX en infusion intravenosa asi como la Mercaptopurina (MP)
oral.

En la Fase de Mantenimiento, Fase B, se utilizo la MP oral y el MTX, en un

periodo de dos afios para los dos grupos de pacientes.

En el Protocolo PETHEMA 89, la Fase de Induccién (I-1) incluyé cinco
farmacos por via sisttmica (PRED, VCR, DNR, ASPAR, CFM) vy tres por via
intratecal — TIT (MTX, ARA-C, Hidrocortisona).

En la Fase I-2, se administré simultdineamente tratamiento intratecal (TIT) y
MTX en infusion intravenosa a altas dosis acompafiada de la administracion de
Mercaptopurina oral.

La Fase de Consolidacién (C-1) consistié en la administracion de siete
farmacos (Dexametasona (DXM), VCR, DNR, ASPAR, CFM, ARA-C, VM-26) y
una dosis de TIT.
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La Fase de Mantenimiento fue la clasica asociacion de Mercaptopurina en

dosis oral diariay MTX en dosis semanales.

El Protocolo PETHEMA 93 fue utilizado en los nifios con LAL de Muy Alto
Riesgo y las drogas administradas en la Fase de Induccion fueron: PRED, VCR,
DNR, ASPAR, CFM y TIT.

La Fase de Consolidacion consistio de tres bloques. En el Bloque 1, fueron
administrados los siguientes farmacos: DXM, VCR, AD-MTX (altas dosis de MTX),
AD-ARA-C, AD-ASPAR, MP y TIT. En el Bloque 2, se administr6 DXM, VCR,
AD-MTX, Mitoxantrona (MITOX), CFM, ASPAR y TIT. En el Bloque 3 se
administré6 DXM, AD-ARA-C, AD-ASPAR, VM-26 y TIT.

El Mantenimiento es el mismo descrito arriba.

El Protocolo PETHEMA 96 fue utilizado en los nifios con LAL de Riesgo
Intermedio o Alto. Las drogas utilizadas en la Induccién fueron: VCR, DNR, PRED,
ASPAR, CFMy TIT.

El tratamiento de Consolidacion-1 consistié de MP, MTX, VM-26, ARA-C y
TIT y la Consolidacion-2/Reinduccion consisti6 de DXM, VCR, DNR, CFM,
ASPAR Y TIT.

El tratamiento de Mantenimiento-1 const6 de MP y MTX continuo y
reinducciones con VCR, PRED, ASPAR y TIT. El Mantenimiento-2 consistio de MP
y MTX.

El Protocolo terapéutico SHOP - 94 (Sociedades de Hematologia y
Oncologia Pediatricas de la Asociacion Espafiola de Pediatria), fue utilizado en los
nifios (<16 afos), excluyéndose las Leucemias de estirpe B y los pacientes de Muy
Alto Riesgo.

En el tratamiento de Induccion se administro los farmacos PRED, VCR, DNR
y ASPAR en las formas de Bajo Riesgo y los mismos farmacos afiadiéndose CFM en
las formas de Alto Riesgo, asi como la TIT.

El tratamiento de Consolidacién comprendié la administracion de altas dosis
de MTX, ARA-C (CSF-G tras el ARA-C), MPy TIT.

42



La profilaxis y tratamiento de la afectacion del SNC incluyd dos regimenes,
uno con radioterapia craneal (enfermos considerados de Muy Alto Riesgo de
afectacion de SNC) y otro sin la radioterapia.

El tratamiento de Mantenimiento consistié en la administracion de MP oral en
dosis Unica diaria y MTX semanal i.m. Durante el primer afio después del
diagnostico, a todos los pacientes se les administré reinducciones cada 4 semanas
con VCRy PRED.

Los Protocolos citados tuvieron una duracion de 24 meses.

En las Leucemias de células B fue también utilizado el mismo protocolo
empleado para los Linfomas B, el LMB-89. La induccion consistio de la
administracion del COP (CFM, VCR, PRED, MTX + HC-hidrocortisona, ARA-C)
hasta el dia 7, luego mas dos ciclos del COPADM 1 (VCR, MTX HD (altas dosis) +
Acido Folinico, MTX + HC, ARA-C, CFM, ADRIA, PRED y COPADM2 (=
COPADML1, pero con dosis de CFM en doble + 2 administraciones de VCR). En el
tratamiento de Consolidacion se administré dos ciclos de CYVE - Cytarabina (ARA-
C), ARA-C HD y VP-16.

El tratamiento de Mantenimiento incluyo, uno ciclo con los mismos farmacos
del COPADM a dosis menos intensas y con irradiacion craneal; el segundo con
ARA-C + VP-16; el tercer igual al primero pero sin MTX HD y irradiacion craneal y
el cuarto ciclo identico al segundo.

b) Leucemias Agudas No Linfoblasticas: Protocolo LAM — 88 y APL-93.

En el protocolo LAM — 88 se utilizd en la induccidn el esquema DAE: DNR,
ARA-C y Etoposido (VP-16), un o dos ciclos hasta la remision. La intensificacion
consistio de 2 ciclos: el primero con Mitoxantrona y ARA-C + TIT (terapia
intratecal) y el segundo con M-ANSA, ARA-Cy TIT.

En las recaidas se podia utilizar el esquema DAE modificado, cambiando la

Daunorrubicina por la Idarrubicina, o el EMA (Etoposido, Mitoxantrona, ARA-C).

En el protocolo APL-93, para LAM subtipo M3, se utilizo el acido trans-
retindico (ATRA) asociado a DNR y ARA- C o al esquema DAE.
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c¢) Linfomas No Hodgkin Ty B: LMT-89 y LMB-89 (ya descrito).

En el protocolo LMT-89, de la Sociedad Francesa de Oncologia Pediatrica

(SFOP), se utiliz6 en la Induccién una tanda de los esquemas COP, COPADML1 y
COPADM2. El periodo de Consolidacion consisti6 de 5 tandas con las
combinaciones de los siguientes farmacos: MTX, ARA-C, 6-Tioguanina (6-TG), VP-
16 y ASPAR. En el Mantenimiento se utilizé la 6-TG, MTX, CFM, DNR,
Hidroxiurea (HU) y VCR. El periodo de Reinduccion consistio de 2 ciclos del
esquema VANDA (DEXA, ARA-C, Mitoxantrone, VP-16, ASPAR y TIT con MTX,
ARA-C y Hidrocortisona).

d) Tumores Sdlidos (Sarcoma de Ewing, Neuroblastoma, Meduloblastoma):
SEOP, dCECAT, UKCCSG/SIOP PNET III.
En los Sarcomas de Ewing se utilizé el protocolo de la SEOP que incluyé 7

ciclos con los farmacos Etopdsido, VCR vy Ifosfamida (alternando con
Actinomicina). Cuando no se obtuvo respuesta completa se administrd
intensificacidn y se procedio a rescate con trasplante autélogo.

En las recidivas se utilizé después de la exéresis quirargica ciclos con CFM,

Carboplatina y VM-26 asociado a radioterapia en el tumor.

En los Neuroblastomas se utilizé el protocolo dCECAT en dosis mensuales,
que incluy6 desferral, CFM, Etopdsido, Carboplatina y Tiotepa, 4 tandas previas a la
exeéresis quirurgica.

Después de la exéresis se administraron tandas de quimioterapia utilizando
combinaciones de los siguientes farmacos: CFM, ADRIA, VCR, Cisplatina,
Ifosfamida y Etopdsido.

En las recidivas se utilizé el esquema ICE (Ifosfamida, Carboplatina y

Etoposido).

Los Meduloblastomas utilizaron el protocolo UKCCSG/SIOP PNET Ill,

donde se utilizd los quimioterapicos VCR, Carboplatino, Etoposido y CFM en 8

tandas + radioterapia craneoespinal, holocraneal y en fosa posterior.
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En las recaidas se utilizd, ademas de quimioterapia intratecal + rescate con
autotrasplante, combinaciones de los farmacos Ifosfamida y Carboplatino seguido de
VP-16 oral.

3.1.4.2. Tratamiento de la Aplasia Adquirida Severa: AMA-97 (Sociedad
Espafiola de Hematologia Pediatrica — Asociacion Espafiola de Pediatria)

El tratamiento de eleccion es el TPH siempre que exista un donante familiar
HLA- compatible. Uno de los criterios de inclusion en el protocolo de tratamiento
inmunosupresor es no disponer de donante HLA-compatible, no mostrar
caracteristicas de aplasia constitucional, tener edad inferior a 18 afios y no presentar

sindrome mielodisplasico.

El tratamiento inmunosupresor no se debe empezar hasta dos o tres semanas
después del diagnostico, para valorar posible evolucion espontanea a la normalidad,
forma de presentacion de leucemia aguda de inicio aplastico y para dar tiempo a
tener todos los resultados de las pruebas solicitadas. Se utiliza Ciclosporina A (Cy
A), Gammaglobulina Antitimocito de Caballo (ATG), Metilprednisolona y G-CSF.

Después de una valoracion en el dia +50 de tratamiento, si hay una respuesta
completa, se sigue con Cy A y nueva valoracion en dia +90. En caso de remision
parcial 6 ausencia de remision, se afiade Eritropoietina (EPO) u Oxitosona y se inicia

busqueda de donante no emparentado.

Una nueva valoracion en el dia +91 de tratamiento, si se comprueba una
remision completa, se retira paulatinamente la Cy A. En los casos de remisién
parcial, se disminuye la dosis de Cy A para mantener niveles terapéuticos hasta el dia
119. En el caso de ausencia de remision, se mantiene las mismas dosis de Cy A, se
afiade Gammaglobulina Antitimocito de Conejo del +91 al +95, Metilprednisolona a
altas dosis a lo largo de 12 a 13 dias hasta la supresion, GM-CSF desde el dia +99
hasta conseguir cifras de granulocitos igual a 1.500/mm?,
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En el dia +120 de tratamiento, después de una nueva valoracion, si se
comprueba una remision completa, se procede a controles clinicos analiticos y
supresion progresiva de la Cy A en 15 dias. En los casos de remision parcial, se

disminuye la Cy A para mantener niveles terapéuticos y se afiade la Oxitosona.

En los casos de ausencia de remision a los 6 meses, se procede a trasplante de
médula Gsea a partir de donante no emparentado, cuya busqueda se inicio a los 3

meses.

3.1.5. Regimenes de Acondicionamientos en los TPH -
Los pacientes fueron acondicionados, segun pautas individualizadas,

dependiendo de su enfermedad de base y del tipo de donante.

En las Leucemias Agudas Linfoblasticas (LAL) se utilizé en los nifios > 3
afios, Etopodsido (VP-16), CFM e Irradiacion Corporal Total (ICT) + RT
craneoespinal si recaida en el SNC. En los nifios < 3 afios, se sustituy6 la ICT por el

Busulfan.

En las Leucemias Agudas Mieloblasticas (LAM o LANL) se administr6 CFM
e ICT en los nifios > 3 afios. En los nifios < 3 afios se sustituyo la ICT por Etopodsido
(VP-16) y Busulfan.

En los Linfomas No Hodgkin se utiliz6 ARA-C, Melfalan e ICT 6 VP-16,
CFM e ICT + irradiacién craneoespinal o poliquimioterapia sin Irradiacién Corporal
Total tipo BEAM.

En las Anemias de Fanconi con donante familiar idéntico se utilizé la CFM a

dosis total de 20mg/Kg vy la Irradiacion Nodal Total (INT) a dosis de 5Gy, y en
aquellas con donante no familiar se incluy6 ademas de la CFM e ICT, ATG de

caballo o conejo.
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En las Anemias Aplésticas Severas con donante familiar idéntico, el

acondicionamiento consistio en CFM (en dosis total de 200mg/Kg) y la ATG. En los

trasplantes con donante no familiar se utiliz6 CFM, ATG e ICT o INT.

En las IDSC (Inmunodeficiencias Severas Combinadas) en los nifios con

donantes hermanos HLA-idénticos no se hizo ningin acondicionamiento y con
donantes no emparentados HLA-idénticos y familiares no idénticos (haploidénticos)
se utiliz6 Busulfan, CFM £ ATG.

En el Sindrome de Wiskott-Aldrich, mucopolisacaridosis, deficiencias

enzimaticas, osteopetrosis, talasemia mayor y otras hemopatias congénitas el

régimen de acondicionamiento, en los nifios con donantes hermanos HLA-idénticos
consistio de Busulfan y CFM. En los nifios con donantes no emparentados HLA-
idénticos, familiares fenotipicamente idénticos o con 1 diferencia antigénica o
donantes familiares no identicos se utilizd los mismos farmacos y ATG. En la

osteopetrosis se incluyd Tiotepa.

En el Sindrome Mielodisplasico se utiliz6 Busulfan, CFM y Melfalan.

En los Tumores Solidos se utilizo el Melfalan, Carboplatino y VP-16 para los

Sarcomas de Ewing; Busulfan, CFM, Melfalan y ICT en los Neuroblastomas y CFM
y Melfalan en los Meduloblastomas.

3.1.6. Profilaxisen el TPH —

3.1.6.1. Profilaxis de la Enfermedad Injerto Contra Huésped:

La profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) incluy6

regimenes individualizados, segun el tipo de enfermedad.

En todas las enfermedades, malignas y no malignas, con donante familiar

idéntico 0 no emparentado, se utilizé la Ciclosporina A con adiciéon o no de MTX en
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pauta corta seguido de Acido Folinico. En donantes no idénticos se anadid

Metilprednisolona o ATG o deplecion T.

3.1.6.2. Profilaxis Antiinfecciosa:

La profilaxis antiinfecciosa se realiz6 mediante aislamiento en camara de
flujo laminar de aire filtrado para impedir contaminacion con bacterias y hongos.
Ademas se administr6 una dieta pobre en gérmenes, junto a antibacterianos no
absorbibles (cotrimoxazol) y antiflngicos orales no absorbibles (anfotericina B 6
nistatina) o absorbibles (fluconazol o itraconazol) para la descontaminacion intestinal
y antivirales (aciclovir). Se infundié gammaglobulina i.v. semanal durante 3 meses
en los TPH alogénicos. Los hemoderivados (concentrados de hematies y de
plaguetas) administrados fueron previamente filtrados e irradiados. Se utilizaron en
algunos casos factores estimuladores del crecimiento de colonias (G-CSF) para
acelerar la recuperacion de las cifras de neutrofilos. Ante la sospecha de infeccién se
inicié precozmente antibioticoterapia empirica endovenosa (cefipime + vancomicina
0 teicoplanina), después de ordenar cultivos de bacterias y hongos. Se investigo
semanalmente la presencia de infeccion por citomegalovirus (CMV) mediante

antigenemia.

3.1.6.3. Profilaxis de la Enfermedad Venooclusiva Hepatica (EVOH):
La profilaxis de la enfermedad venooclusiva hepatica se realizd6 mediante la
utilizacion de heparina sodica a bajas dosis en bomba de infusion continua por un

periodo en torno de los treinta dias o heparina de bajo peso molecular.

3.1.6.4. Pautas de Vacunacion —

a) Pauta del EBMT (Grupo Europeo de Trasplante de Médula Osea).
(Anexo 2).

b) Pauta adaptada del servicio y aplicada en todos los tipos de trasplante.
(Anexo 3).
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3.2. METODOS:

3.2.1. Valoracion de la Reconstituciéon Inmunoldgica —

Fue estudiada a través de los siguientes parametros:

3.2.1.1. Subpoblaciones Linfocitarias:

El estudio de las subpoblaciones linfocitarias T (Total, Colaboradoras y
Citotoxicas) y B y Natural Killer (NK) se realizo6 mediante Citometria de Flujo, en
citometro FACSCAN B-D® con anticuerpos monoclonales marcados con
fluorocromos especificos para cada subpoblacion'*:

- Subpoblacién de Linfocitos T Total - CD3";

- Subpoblacién de Células T Colaboradoras — CD3* CD4";

- Subpoblacién de Células T Citotoxicas — CD3* CD8";

- Subpoblacion de Células B — CD19";

- Células NK — CD3CD16"/CD56".

Las muestras fueron obtenidas de sangre venosa periférica (3ml, con

anticoagulante) conjuntamente con otros estudios de la rutina normal de seguimiento.

En la técnica de Inmunofenotipaje de las Subpoblaciones Linfocitarias, a un
volumen de 200 nl de sangre total se afiadi6 5 ml del respectivo anticuerpo
monoclonal marcado con un fluorocromo. En un primer tubo se colocé anti-CD3™'T¢,
anti-CD4™® y anti-CD45™". Un segundo tubo con anti-CD3™"°, anti-CD8™"" y
anti-CD457"_El tercer tubo conteniendo anti-CD3™' " y anti-CD19. Un cuarto tubo

con anti-cD3"¢

y anti-CD16-CD56. En un quinto tubo se colocé control de isotipo.
Se mezclaron uniformemente y se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad
por 30 minutos. Al finalizar esta se afiadié 2 ml de solucién lisante (FACS™, Becton
& Dickinson, USA) a cada uno y se volvieron a incubar por 5 minutos adicionales en
las mismas condiciones anteriores. Los tubos fueron posteriormente centrifugados a
1.200 rpm durante 10 minutos y se descartaron los sobrenadantes. Se recuperaron los

botones celulares en 0,3 ml de solucion tamponada (PBS) para su posterior analisis
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en un citometro de flujo modelo FACSCalibur con dos laser (Becton & Dickinson,

USA). Imagenes de controles normales en la figura 2.

Los valores normales considerados para las variables estudiadas fueron

obtenidos de las tablas de referencia del estudio de 375 muestras de sangre de nifios

saludables en el estudio de Comans-Bitter et al**’. Sigue la tabla simplificada de

estos valores.

Subpoblaciones

GRUPOS DE EDAD

Linfocitarias * 9-15meses 15 - 24 meses 2-5afios 5-10afos
Linfocitos Totales 55 5.6 3.3 2.8
(2.6 - 10.4) (27-119) (1.7-6.9) (1.1-5.9)

Linfocitos B 1.4 1.3 0.8 0.5
CD19" (0.6 -2.7) (06-31) (0.2-2.1) (0.2-1.6)
Linfocitos T 3.4 3.5 2.3 1.9
CcD3" (1.6 - 6.7) (14-8.0) (09-45) (0.7-4.2)
Linfocitos T 2.3 2.2 1.3 1.0
CcD4" (1.0 - 4.6) (09-55) (05-24) (0.3-2.0)
Linfocitos T 1.1 1.2 0.8 0.8
cDs* (0.4-21) (04-23) (0.3-16) (0.3-1.8)
Relacion 2.4 1.9 1.6 1.2
CD4"/CD8" (1.3-3.9) (0.9-3.7) (09-29) (0.9-2.6)
Células NK 0.4 04 04 0.3
CD3/CD16'56" (0.2-1.2) (0.1-1.4) (0.1-1.0) (0.09-0.9)

Tabla | - Numero Absoluto de las Subpoblaciones Linfocitarias en Sangre Periférica.

Adaptado de Comans-Bitter et al.
* 10%L (mediana y percentiles 5 a 95)
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Figura 2.
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Figura 3.
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3.2.1.2. Funcioén Linfocitaria T:

La funcion linfocitaria T fue estudiada a través de la capacidad de
transformacion  linfoblastica tras  estimulacion  por  mitégenos  (PHA
[fitohemaglutinina] y el anticuerpo monoclonal anti-CD3 [OKT3]).

En la técnica de cultivo de linfocitos para estimulacién con mitdgenos*®® 3,
los linfocitos son purificados a partir de sangre periférica heparinizada por
centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque. Los cultivos son hechos
en placas de 96 pocillos a una concentracion celular de aproximadamente 1 x 10°
linfocitos / 2ml (200 m / pocillo). Enseguida, se afiaden los mitdgenos en diversas
concentraciones sobre los pocillos de la placa por duplicado, en general se utiliza seis
pocillos (negativo y 2 concentraciones diferentes) para la respuesta a OKT3 y diez
(negativo y 4 diluciones diferentes) para la respuesta a PHA, para cada paciente. Los
cultivos son incubados en estufa con CO, a 5%, a 37° C, durante 72 horas, tiempo en
el cual la mayor parte de los mitdgenos producen su maximo efecto sobre la sintesis
del DNA. Se afiade timidina tritiada [ _H-Tdr] (25 m / pocillo), durante las Gltimas
cuatro horas del cultivo, pues una medicion mas precisa de la sintesis del DNA es
lograda marcando los cultivos con este precursor de los nucledsidos que se incorpora
al DNA recién sintetizado. Este es recogido y fijado en soporte de papel de filtro (en
semiautomatico Cell Harvest — Skatron) y junto con el liquido de centelleo es leido
en Contador b (Tri-Carb 1500).

El indice de estimulacion es el resultado que se obtiene dividiendo las cpm
(cuentas por minuto) en la fraccién estimulada por las cpm en la fraccion control o

no estimulada.

Como regla este indice es considerado como valor normal si es > 20 para la
PHA'y > 10 para el OKT3.
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Dificultades y/o limitaciones observadas en el estudio de las

subpoblaciones linfocitarias:

En algunos nifios, sobretodo en los TPH alogénicos, nos encontramos en
ocasiones con material insuficiente o incluso con problemas como la dificultad
técnica en las punciones venosas de los pacientes con EICH cronica extensa de piel.
Estas dificultades, principalmente en el periodo inmediato post-TPH, con la
existencia de pocas células, dificultaron o incluso imposibilitaron el estudio

funcional linfocitario.

3.2.1.3. Funcioén Linfocitaria B:

a) Cifras de Inmunoglobulinas (1gA, 190G, IgM):

Las cifras de Inmunoglobulinas fueron obtenidas por el método de la

Nefelometrial,
Los valores considerados normales fueron obtenidos de las Tablas de
Normalidad de la Asociacion Americana de Bioquimica Clinica y controles propios

del laboratorio**.

b) Produccién de Anticuerpos:

b.1) Post Vacunales (vacuna de la Hepatitis B [Anti-HBs] y del Tétanos [Anti

- Toxoide Tetanico]).

La medida de la produccién de anticuerpos post vacuna de la Hepatitis B
(Anti-HBs) y post vacuna del Tétanos (Anti-Toxoide Tetanico — IgG) se realizd por
la técnica cuantitativa de Enzimoinmunoensayo ELISA (Enzyme-Linked

ImmunoSorbente Assay)**? 143,

Los niveles de anticuerpos considerados como protectores en nuestro estudio

fueron categorizados entre los siguientes intervalos, segun datos del laboratorio que

realiza los anticuerpos:
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- para el anticuerpo Anti-Toxoide Tetéanico:
€< 0.01 IU / ml = ausencia de respuesta;
€0.01 - 0.1 1IU / ml = respuesta parcial;
€>0.1 IU / ml = buena respuesta.

- para el anticuerpo Anti-HBs:
€<10 mIU / ml = ausencia de respuesta;
€10 — 100 mIU / ml = respuesta parcial:
€ 100 mIU / ml = buena respuesta.

La pauta de vacunacion o revacunacion fue empezada después de valorar la

presencia de anticuerpos previos.

Los anticuerpos post-vacuna fueron medidos después de las tres dosis de la

vacuna y como minimo un mes después de la ultima dosis.

Siguiendo la categorizacion de la respuesta establecida, cuando los nifios no
presentaban respuesta, eran administradas las tres dosis de la vacuna; cuando
presentaban una respuesta parcial, era administrado una dosis de recuerdo y en caso
de presentaren una buena respuesta, se seguian los niveles de anticuerpos para

detectar si se producia una negativizacion de la respuesta.

b.2) Ac Naturales (ASTO — Antiestreptolisina O).
La produccion de anticuerpos naturales se medio por la determinacién de los
titulos de antiestreptolisina O (ASTO) mediante la técnica clasica de la inhibicion de

la hemolisis'®.

Los valores de referencia varian con la edad; se consideran como valores
normales 100Ul / ml de antiestreptolisina-O en nifios en edad preescolar y de 166 a
250 Ul / ml en nifios en edad escolar o adultos jovenes. Es poco valorable en nifios

de corta edad (< 2 afios).
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En nuestro estudio consideramos los siguientes intervalos:
€E 20 Ul / ml = ausencia de respuesta;
€20 — 100 Ul / ml = respuesta parcial;
€& 40 Ul / ml (para nifios < 2 afios) y

>100 Ul / ml para el resto de los nifios = buena respuesta.

Dificultades y/o limitaciones observadas en el estudio de la funcion
linfocitaria:

La valoracion de la IgG en los primeros 3 meses post-TPH alogénico no pudo

ser considerada debido al hecho de que en ese periodo, los nifios reciben

inmunoglobulina exégena como medida de profilaxis de las infecciones y por tanto

las cifras no fueron valorables.

Algunos nifios tuvieron que ser excluidos del estudio por no disponer de
estudios de anticuerpos previos a la vacunacion y/o por no tenerse certeza de la

efectivacion de la vacunacion con fechas aproximadas.

Debido a la gran diversidad en las regiones de origen de los nifios y para no
causar una posible interrupcion en la vacunacién, cada uno fue vacunado en su

centro de referencia bajo nuestra coordinacién y de su pediatra de cabecera.

Todos los nifios recibieron la pauta vacunal adaptada del servicio juntamente

con una orientacion a su pediatra.

3.2.2. Estudio del Quimerismo -

Es fundamental para comprobar el prendimiento de los PH trasplantados en
los TPH alogénicos.

En los 33 nifios que realizaron TPH Alogénico, observamos que 27 nifios
tuvieron quimerismo completo, 3 nifios tuvieron quimerismo mixto, y 3 no

presentaban quimerismo y si reconstitucion autéloga.
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De los tres que presentaron quimerismo mixto, en dos hubo una pérdida
progresiva del implante con posterior rechazo y el otro presentd un quimerismo

mixto estable, con buena evolucidn clinica actual.

Fue considerado como punto de corte para la valoracion de un quimerismo

mixto el valor de 1% (si >1% de células del receptor = quimerismo mixto).

Fueron utilizados diferentes metodos para el estudio del quimerismo. En los
casos de TPH en que donante y receptor eran de distintos sexos, se utilizo la técnica
de hibridacion in situ (FISH), en colaboracion entre los Departamentos de Biologia
Animal, Biologia Vegetal y Ecologia, Unidad de Antropologia; Departamento de
Fisiologia Animal y Biologia Celular, Unidad de Biologia Celular y Hospital
Materno-Infantil Vall d’Hebron, Unidad de Trasplante de Médula Osea, Universidad
Autonoma de Barcelona. Los restantes casos se estudiaron mediante analisis de
microsatélitis de DNA y los otros métodos como estudios de citogenética, de los
antigenos eritrocitarios (grupo sanguineo y factor Rh), y por el estudio de
histocompatibilidad (en los casos de diferencia antigénica HLA entre donante y

receptor).

3.2.3. Andlisis Estadistico —

El andlisis estadistico se realiz6 en la Unidad de Bioestadistica del
Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia y Medicina Preventiva de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autdbnoma de Barcelona. Para ello se

emplearon los programas SPSS 8.0, SAS 6.12 y Stat-Xact.

Inicialmente se efectud un andlisis descriptivo univariado de cada variable en
cada uno de los periodos de observacion. Las variables categéricas se describieron
mediante su distribucion de frecuencias, mientras que en las variables cuantitativas
se presentaron la mediana y los cuartiles. La utilizacion de la mediana como medida

de la tendencia central de la distribucion se justifica por su propiedad de no ser
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sensible a los valores extremos®®# 1o cual es deseable en el estudio de

distribuciones asimétricas. Cabe indicar, que otras medidas como la media no poseen
esta caracteristica, lo cual puede provocar un sesgo importante en los resultados
obtenidos. Este problema, ademas, puede aumentar considerablemente en estudios,

como es el caso, con un bajo niamero de individuos analizados.

En una segunda fase se realiz6 el analisis bivariado entre los parametros de
reconstitucion inmunoldgica y las variables que podian tener algin efecto sobre los
mismos. Dichos analisis se efectuaron mediante pruebas no paramétricas: la U de
Mann-Whitney cuando los factores tenian dos categorias y el test de Kruskal-Wallis
cuando las categorias del factor eran superiores a dos. En este dltimo caso, en todas
aquellas asociaciones que mostraron significacion estadistica se procedié a realizar
test de comparaciones mdltiples post-hoc para determinar entre cuales de las

categorias se observaban las diferencias**’.

Por otra parte, para estudiar la asociacion entre dos variables categoricas (sea
el caso del grado de respuesta a las vacunas respecto a las fuentes de PH utilizadas,
etc.) se utilizo el test de independencia de la c® de Pearson. En caso de incumplirse
las condiciones de aplicabilidad de éste, fue necesario el uso del test exacto de

Fisher.

La siguiente fase l6gica de analisis hubiera sido la fase multivariante. Esta fue
imposible de realizar debido al pequefio tamafio de la muestra analizada. Debido a
este mismo problema, se debe alertar sobre la posible poca consistencia de algunos
resultados como por ejemplo aquellos que involucran la fuente sangre de cordon
umbilical (SCU), cuya frecuencia en la muestra analizada fue muy baja. Finalmente,
dado que la significacién estadistica mediante la obtencion del p-valor depende del
tamafio muestral (es decir, segun el p-valor, una misma diferencia sera mas
significativa cuanto mayor sea el tamafio muestral) se decidié utilizar como criterio p
< 0,1, relajando moderadamente, asi, la exigencia en la significacion de las

asociaciones'*® 14,
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4. RESULTADOS
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4.1. CURSO CLINICO DE LOS PACIENTES:

En el total de 61 nifios evaluables se realizaron los estudios indicados en los

tiempos determinados: 1, 3, 6, 12, 18 y 24 meses post TPH.

La mediana (md) de la edad de los pacientes fue de 73,3 meses (6,11 afos),
con una minima de 4,2 meses y una maxima de 204,8 meses (17,1 afios). De los

cuales, 38 (62,3%) eran nifios y 23 (37,7%) eran nifas.

De los tipos de trasplantes realizados, 28 fueron trasplantes aut6logos
(45,9%) y 33 fueron alogenicos (54,1%).

Respecto a los tipos de fuentes utilizadas, 36 trasplantes (59%) fueron de
médula 6sea (MO), 6 trasplantes (9,8%) de sangre de corddén umbilical (SCU) y 19
trasplantes (31,1%) de sangre periférica (SP).

En cuanto al diagnoéstico, padecian enfermedades neoplésicas de riesgo
intermedio 45 pacientes (73,8%), enfermedades neoplésicas de riesgo alto, 3 (4,9%)

y enfermedades no neoplasicas, 13 (21,3%).

En relacion a la aparicion de complicaciones como la enfermedad injerto
contra huésped aguda (EICHa) y cronica (EICHc) en los trasplantes alogénicos
(n=33), se observd que 5 nifios no desarrollaron EICHa, 13 nifios la desarrollaron en
grado | (46,4%), 10 pacientes en grado Il (35,7%) y 5 en grado 111 (17,9%). Respecto
a la enfermedad injerto contra huésped cronica (EICHc), 18 pacientes no la
desarrollaron, 6 nifios la desarrollaron en forma localizada (40%) y 9 pacientes la
padecieron en forma extensa (60%). Trece nifios desarrollaron los dos tipos de EICH

(Aguda y Cronica).
La radioterapia en el acondicionamiento previo al TPH se realiz6 en 42 nifios

(68,9%). Entre los nifios que hicieron radioterapia, 22 (52,4%) recibieron un TPH

autologo y 20 (47,6%) recibieron un TPH alogénico.
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Diecisiete (60,7%) de los 28 nifios que desarrollaron EICHa habian recibido
radioterapia en el acondicionamiento. Entre ellos, 8 (47,1%) tenian EICHa grado I, 7
(41,2%) tenian el grado Il y 2 (11,8%) tenian el grado Il1l. De los 15 nifios que
desarrollaron la EICHc, 10 (66,7%) habian recibido radioterapia en el
acondicionamiento, entre ellos, 3 (30%) tenian EICHc localizada y 7 (70%) tenian

EICHCc extensa.

Entre otras complicaciones observadas, destacan las infecciones por
citomegalovirus (CMV) en 5 nifios (50%) y enfermedad venooclusiva hepatica,
neumonia intersticial, hepatitis C, hipertiroidismo y miocardiopatia toxica

manifestadas todas ellas en uno solo nifio respectivamente (10%).

Como toxicidades precoces mas frecuentes se observd vomitos, mucositis,
elevacion de la tension arterial, diarrea, conjuntivitis e insuficiencia renal leve, las

cuales se resolvieron en el periodo post-TPH.

Las recidivas del proceso tumoral se presentaron en 9 (14,7%) de los 61
nifos, 6 (9,8%) con diagnostico de leucemia y 3 (4,9%) con tumor solido. De las 9
recidivas, 5 estan vivos (8,2%) y 4 fallecieron (6,5%). De los vivos, 3 habian
recibido un TPH autélogo (4,9%) y 2 TPH alogenico (3,3%). De los éxitus, 3
recibieron TPH aut6logo (4,9%) y uno un TPH alogénico (1,6%).

En los estudios del quimerismo en los trasplantes alogénicos, 90% de los

nifios tuvieron quimerismo completo y 10% tuvieron quimerismo mixto.

Entre los nifios estudiados, no hubo ningun fallo inicial del implante, pero dos

nifios perdieron el implante de forma progresiva meses después del trasplante.

En la fecha que se cerrd el estudio, 55 nifios seguian vivos (90,2%) y 6 habian
fallecido (9,8%).
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4.2. RECONSTITUCION INMUNOLOGICA EN LOS DIFERENTES
TIPOS DE FUENTES (MO, SP Y SCU)

4.2.1. Linfocitos Totales y Subpoblaciones Linfocitarias —

a) Linfocitos Totales:

En la tabla 1 se presentan los valores de los linfocitos totales para cada fuente
utilizada en los tiempos determinados. Se observa un importante aumento de estos
linfocitos a partir del mes del TPH, alcanzando valores respecto a las tablas normales

para la edad, por encima de los 1100 linfocitos/m, a los 3 meses en todas las fuentes.

Se observan diferencias estadisticamente significativas en los meses 1, 6 y 24.
En el primer mes post-TPH hubo una regeneracion mas rapida de linfocitos en los
pacientes que recibieron células progenitoras de SP y de SCU respecto a los que
recibieron células progenitoras de la MO. Se observo una evolucidn similar en los
tres tipos de fuentes, con una mayor tendencia al aumento del nimero de linfocitos

totales a lo largo del primer afio en los nifios que recibieron TPH de SCU (Gréfico 1).
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Tabla 1. Linfocitos Totales ©~ Fuentes

MO 21| 610 30[ 1303| 34| 1468| 34

2701

32| 3015 33| 3276

SCU 1210 5| 1617] 6| 3896] 6

Y

4960

6| 4924 5| 3884

SP 1279 14| 1356] 17| 1736] 15

@

2932

12) 3224] 12| 2179

Linfocitos Totales

5200 -
4800 +
4400 ~
4000 ~
3600 -
3200 ~
2800 ~
2400 ~
2000 ~
1600 -
1200 +----03

800 ~

400 ~

NUmero de Linfocitos/ml

—eé— MO
—— SCU
SP

1 3 6 12 18

Tiempo post-TPH (meses)

Gréfico 1. Valores de Linfocitos Totales en relacion a la fuente de PH y al tiempo
transcurrido despueés del trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana

(md) en cada punto del estudio.
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b) Linfocitos T CD3":

En la tabla 2 se presentan los valores de los linfocitos T CD3" para cada

fuente utilizada. Se puede observar un aumento por encima de los 500linfocitos/m a

partir de los 3 meses post TPH. Solo se observaron diferencias estadisticamente

significativas a 1 mes del TPH entre el nimero menor de linfocitos T CD3" de los

receptores de CPH de meédula dsea y las otras dos fuentes, normalizandose los

valores, con niveles mayores que 700/, a los 6 meses.

Tabla 2. Linfocitos T CD3"~ Fuentes.

Linfocitos T CD3"

1 mes* 3 meses| 6 meses| 12 meses| 18 meses| 24 meses
P p < 0,04
Fuente n|md| n md n md n md n md n md
MO 21| 337| 30 502 34 783| 34| 1617| 32 1742 33| 2163
SCuU 4] 723] 5| 1078 6| 1399| 6| 2192 6 2709 5| 2569
SP 720| 14 929| 17 932| 15| 1773 12| 1747] 12| 1488

El grafico 2 ilustra los valores de linfocitos T CD3*, mostrando una

regeneracion mas rapida cuando se utilizaron el SCU y la SP. Esta diferencia

permanece evidente hasta los 6 meses, cuando a partir del cual este aumento se

estabiliza.

3200 -
2800 ~
2400 +
2000 -
1600 +
1200 +

800 -

400 +

NUumero de Linfocitos/ml

Linfocitos TCD3"

6

12

18

Tiempo post-TPH (meses)

—e— MO
—m— SCU

SP

Grafico 2. Valores de Linfocitos T CD3" en relacion a la fuente de PH y al tiempo
transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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¢) Linfocitos T CD4":

En la tabla 3 se presentan los valores de los linfocitos T CD4" para cada

fuente utilizada. Se observa un avance en la recuperacion del nimero de linfocitos T
CD4" en los receptores de SCU respecto a las otras dos fuentes, que persiste hasta los
18 meses. Se alcanzaron cifras por encima de 200 células/m en todas las fuentes a
partir de los 3 meses y normalizacion de los valores a los 6 meses, con niveles

mayores que 300 células/m. Se observo significacion estadistica (Tabla 3).

Tabla 3. Linfocitos T CD4" ~ Fuentes

Linfocitos T CD4"| 1 mes*| 3meses| 6meses*| 12meses*| 18 meses*| 24 meses*
P p < 0,07 p<002| p<006| p<003| p<0,04
Fuente n|md|[n| md|n md n md n md n md
MO 21| 138 30[ 204| 34 324 34 739 32 965 33| 1114
SCU 4] 269 5| 323 6] 820 6| 1388 6| 1871 5| 1318
SP 8| 246 14| 205 17| 319 15 898 12| 962| 12| 689

Cuando se hizo el test de las comparaciones multiples entre cada tipo de
fuente entre si, se observo significacidn estadistica a los tres y doce meses entre MO-
SCU (p<0,05), a los seis y dieciocho meses entre MO-SCU y SP-SCU (p<0,005 y
0,008) y a los veinticuatro meses entre MO-SP y SP-SCU (p<0,05). En el gréafico 3
se puede comprobar la tendencia de los valores de linfocitos T CD4".

. . + ——MO
Linfocitos T CD4 - SCU

2000 sP
1800 - ,

1600
1400 -
1200
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0

NUmero de Linfocitos/ml

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 3. Valores de los Linfocitos T CD4" en relacion a las fuentes de PH vy al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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d) Linfocitos T CD8":

En la tabla 4 estan representados los valores de los linfocitos T CD8" para

cada fuente. Observamos niveles considerados normales, por encima de los 300

linfocitos/ml, ya a partir del primer mes post TPH, permaneciendo con estos valores

durante todo el seguimiento. Solo hubo diferencias estadisticamente significativas al

mes post-TPH siendo inferiores las cifras en los receptores de MO.

Tabla 4. Linfocitos T CD8" ~ Fuentes

Linfocitos T CD8"

1 mes*[ 3meses| 6 meses| 12 meses| 18 meses| 24 meses
P p < 0,07
Fuente n|md| n| md n md n md n md n md
MO 21| 352 30| 511 34 516 34 802 32 868 33 942
SCU 4] 553 5| 952 6| 1064 6 1255 6| 1045 5| 1109
SP 8| 654 14| 828 17 609 15[ 1106| 12 938 12 706

Cuando se hizo el test de las comparaciones multiples entre cada tipo de

fuente entre si, solo se observd significacion estadistica al mes post-TPH entre MO-

SP (p<0,05). El gréfico 4 ilustra el nimero aumentado de linfocitos T CD8" en los
nifios que recibieron células progenitoras de SCU y SP respecto a los que recibieron

MO hasta los 12 meses post-TPH. En los meses siguientes los valores tendieron a

igualarse.

Numero de
Linfocitos/ml

1400

Linfocitos TCD8"

1200 ~
1000 -
800 ~
600 ~
400
200 +

12

18

Tiempo post-TPH (meses)

—e— MO
—m— SCU
SP

Grafico 4. Valores de los Linfocitos CD8" en relacion a las fuentes de PH vy al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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e) Relacion CD4*/CD8":

En la tabla 5 se presentan las relaciones entre los linfocitos CD4'/CD8" para

cada fuente. El cociente es inferior al de las tablas normales para la edad y solo

empieza a normalizarse, con valores superiores a 1, a partir de los 12 meses. Se

observan diferencias estadisticamente significativas a los meses 12 y 18 post-TPH en

el sentido de superioridad del cociente en los receptores de SCU respecto a las otras
dos fuentes (Gréfico 5).

Tabla 5. Relacion CD4"/CD8" ~ Fuentes

Tiempo post-TPH (meses)

MO 21|10,40| 30| 0,37] 34| 0,55 34 0,87 32 1,07 33 1,22
SCU 410,63 5| 0,30 6/ 0,76 6 1,19 6 1,50 5 1,21
SP 80,39 14| 0,40 17( 0,59| 15 0,80 12 0,93| 12 0,94
., + + —4— MO
Relacion CD4°/CD8 _s—SCU
Sp
£ 160
0 140
f;) 120
X 1,00 -
0 080 -
5060 N
G040
S 020 -
& 0.00

Gréfico 5. Cociente CD4"/CD8" en relacion a las fuentes de PH y al tiempo

transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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f) Linfocitos B CD19":

En la tabla 6 se presentan los valores de los linfocitos B CD19" para cada
fuente utilizada. Se observa un aumento de estos linfocitos a partir de los 3 meses,
alcanzandose unos niveles normales a partir de los 6 meses, por encima de los
200linfocitos/m, y permaneciendo con estos niveles hasta los 24 meses post TPH. Se
hallaron diferencias estadisticamente significativas a los meses 3, 6, 12, 18 y 24.
Destacan los valores superiores de linfocitos B CD19" en los receptores de SCU

entre los 6 y los 18 meses.

Al realizarse el test de comparaciones multiples entre cada tipo de fuente
entre si, se observo significacion estadistica a los tres meses entre MO-SP (p=0,000)
y entre SCU-SP (p<0,065), a los seis meses entre todas las fuentes entre si (p<0.06),
a los 12 meses entre MO-SP ((p<0,041) y MO-SCU (p<0,05), a los dieciocho meses
entre MO-SCU (p<0,025) y a los veinticuatro meses entre MO-SP (p<0,084) y SP-
SCU (p<0,034).

El grafico 6 ilustra los valores de los linfocitos B CD19". Se observa que
durante el primer mes la proliferacion linfocitaria fue muy baja, llegando a ser
indetectable en algunos nifios. Entre el tercer y sexto mes estos valores tendieron a

recuperarse manteniéndose altos desde el sexto mes hasta los 24 meses postrasplante.
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Tabla 6. Linfocitos B CD19" * Fuentes

MO 21 51 30 171 34 209 34 524 32 611 33 729
SCuU 4 0 5 16 6 1256 6 1501 6 1107 5 972
SP 8| 38| 14 293 17 529| 15 832| 12 948 12 408
. . + —— MO
Linfocitos B CD19
—— SCU

NUmero de

SP

1 3 6 12 18 24

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 6. Valores de los Linfocitos B CD19" en relacion a las fuentes de PH y al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la

mediana (md) en cada punto del estudio.
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g) Células NK:

En la tabla 7 se presentan los valores de las células NK para cada fuente. El
numero de estas células se mostré dentro de la normalidad, mayor que 90 células/m,
ya durante el primer mes post TPH y sigui6 con niveles en torno de las 300 células
hasta los 24 meses. Solo se observé diferencias estadisticamente significativas a los 6

meses con un mayor numero en los receptores de SCU.

Tabla 7. Células NK ~ Fuentes

MO 21 179 29 348 34 247 34 248 32 304| 33 267
SCU 4 256 5 315 6 580 6 306 6 384 5 313
SP 8] 317] 14 280 17 266| 15 279 12 326| 12 319

El gréfico 7 demuestra los niveles de células NK hasta los 24 meses

postrasplante.

Células NK ——MO
== SCU

SP

600
500 -
400 -
300 -
200 -
D00 -+

Células NK/ml

Tiempo post-TPH (meses)

Gréfico 7. Valores de las Células NK en relacion a las fuentes de PH y al tiempo
transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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4.2.2. Funcion Linfocitaria T —

La funcion linfocitaria T, estudiada a través de la estimulacion por el
mitogeno PHA (fitohemaglutinina) y por el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (OKT3)
esta representada en las tablas 8 - | y 8 - 11 para cada fuente utilizada. Se observa que
la respuesta tras estimulacion fue en su mayoria normal (N) a partir del primer mes
post-TPH, cuando se utilizé la MO y el SP como fuentes. Cuando se utiliz6 el SCU,
esta respuesta fue ausente (A) en _ de los nifios y estuvo entre normal y parcial (P) en
_ del primer al tercer mes; a partir de entonces se observd un predominio de la
respuesta normal para las tres fuentes (Grafico 8). Se hallaron diferencias
estadisticamente significativas a los 3 (p<0,05) y 12 meses (p<0,09) post-TPH siendo
notorio el retraso en la recuperacion de la funcion en los linfocitos de los pacientes

receptores de trasplante de SCU durante los primeros meses.

Tabla 8 - 1. Funcion Linfocitaria (respuesta a PHA y OKT3) ~ Fuentes

MO n 2 2 14 1 2 26 3 27
% 11,1 11,1 77,8 3,4 6,9 89,7 10,0f 90,0
SCU n 1 2 1 3 2 1 5
% 25,0 50,0 25,0 60,0 40,0 16,7] 83,3
SP n 2 6 1 13 1 16
% 25%| 75% 7,1 92,9 5,9 94,1

Tabla 8 - II. Funcion Linfocitaria (respuesta a PHA y OKT3) © Fuentes

MO n 8 24 1 5 23 6 24
% 25,0 75,0 3,4 17,2 79,3 20,0 80,0
SCU n 6 4 5
% 100,0 100,0 100,0
SP n 14 1 2 8 2 10
% 100,0 9,1 18,2 72,7 16,7 83,3

Gréfico 8. Estudio de la Funcion Linfocitaria tras estimulacion con PHA 'y OKT3 en
relacion a las fuentes de PH y al tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados
expresados en funcion del porcentaje de respuesta (A, P, N) en cada una de las
fuentes.



Grafico 8
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4.2.3 Funcion Linfocitaria B —
Fue estudiada mediante el andlisis de las cifras de inmunoglobulina G, A, M,
la produccion de anticuerpos post-vacunales (vacuna de la hepatitis B y del tétanos) y

la produccion de anticuerpos naturales (ASTO).

a) Cifras de Inmunoglobulina G (IgG):

En la tabla 9 se presentan los valores de la inmunoglobulina G (IgG) para
cada fuente utilizada. Los niveles encontrados a los meses 1 y 3 post-TPH no son
evaluables, debido al hecho de que en los trasplantes alogénicos en ese periodo
reciben inmunoglobulina exdgena como medida de profilaxis de las infecciones y por
tanto las cifras no son valorables. Pero a partir de los 6 meses ya se tiene valores
superiores a 400mg/dL, observandose asi una repuesta parcial, llegandose a valores
por encima de 600mg/dL a los 12 meses excepto en los receptores de SCU. A los 24
meses los valores son normales en los receptores de PH de las tres fuentes, con cierto

retraso en los receptores de SCU. (Grafico 9).

Se observo diferencias estadisticamente significativas en los meses 1, 3y 18
aunque no son valorables las cifras de los dos primeros valores por la administracion
de IgG i.v. en los receptores de trasplantes alogénicos, que mayoritariamente
recibieron como fuentes MO y SCU. A los 18 y 24 meses los receptores de
trasplantes de SCU presentaban valores inferiores a los receptores de CPH de las

otras dos fuentes.
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Tabla 9. Inmunoglobulina G~ Fuentes

MO 21)1060[ 30 841| 33 657| 31

789 31 934 31 941
SCU 4/1155] 5 984 6 602| 6 470 6 529 5 609
SP 7] 765 13 634 11 520 13 773 11 824 12 897

Inmunoglobulina G

1200

—e— MO
—m— SCU
SP

1000 -
800 -
600 -
400 -

mg/dL

20O -

1 3 6 12 18

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 9. Cifras de Inmunoglobulina G en relacion a las fuentes de PH y al tiempo
transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana

(md) en cada punto del estudio.
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b) Cifras de Inmunoglobulina A (IgA):

En la tabla 10 se presentan los valores de la IgA para cada fuente utilizada. Se

observa niveles considerados normales, por encima de los 40 mg/dL, en el primer
mes en las tres fuentes por persistencia de las inmunoglobulinas producidas por las
células B antes del trasplante. Después de un descenso, a partir del tercer mes hay un
aumento progresivo de estos niveles en los receptores de CPH de MO y SP. En los
pacientes receptores de SCU se observa valores inferiores con un retardo en la
recuperacion a lo largo de los 24 meses (Grafico 10). Existen diferencias
estadisticamente significativas a los meses 3, 6, 12, 18 y 24 en el sentido de
superioridad de las cifras de IgA en los receptores de CPH de MO y SP respecto a los
receptores de CPH de SCU.

Tabla 10. Inmunoglobulina A~ Fuentes

Inmunoglobulina Al 1 mes| 3 meses*| 6 meses*| 12 meses* 18 meses*| 24 meses*
P p <0,03 p < 0,08 p<000)] p<0,01 p < 0,002
Fuente n|mdj| n md n md n md n md n md
MO 21| 49| 30 31| 33 39| 31 52| 31 75| 31 89
SCU 4] 44| 5 13] 6 23] 6 13 6 41 5 35
SP 7| 49| 13 59| 11 57| 13 90| 11 129 12 162
Inmunoglobulina A —e— MO
—m— SCU

SP

1 3 6 12 18 24

Tiempo post-TPH (meses)

Graéfico 10. Cifras de Inmunoglobulina A en relacion a las fuentes de PH y al tiempo
transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcion de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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c) Cifras de Inmunoglobulina M (IgM):

En la tabla 11 se presentan los valores de la IgM para cada fuente utilizada.

Se observa niveles por encima de los 30 mg/dL en el primer mes en las tres fuentes

por la razon antes explicada. A partir del tercer mes hay un aumento progresivo de

estos niveles en los receptores de CPH de MO y SCU sin que existan diferencias

estadisticamente significativas (Grafico 11).

Tabla 11. Inmunoglobulina M ~ Fuentes

n md n md n md n md
33 49 31 75| 31 90 31 100
SCU 4/ 63| 5 45 6 54| 6 67 6 80 5 138
SP 33| 13 65 11 62| 13 99 11 127 12 110
Inmunoglobulina M ——MO
—i— SCU
160 SP
140
120 -
= 100 -
S 80 -
g 607
40
20 -
0

12

18

Tiempo post-TPH (meses)

Gréfico 11. Cifras de Inmunoglobulina M en relacién a las fuentes de PH y al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la

mediana (md) en cada punto del estudio.
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d) Produccion de Anticuerpos Post Vacunales:

d.1) Anti-Hepatitis B (Anti-HBS):

La respuesta a los antigenos vacunales de la hepatitis B fue buena en 16 nifios
(42,1%), parcial en 7 (18,4%) y no hubo respuesta en 15 (39,5%). Fueron excluidos
doce nifios por no haber sido posible la medida de los anticuerpos post-vacuna y por
no tenerse certeza sobre la vacunacion. En once nifios no fue medida la produccion

de estos anticuerpos pre y post vacuna.

En la tabla 12 se presentan los valores en porcentajes de la respuesta a los
antigenos vacunales de la hepatitis B para cada fuente utilizada. Se observa que la
proporcidn entre respuesta (parcial o total) y no-respuesta a la vacuna de la hepatitis
B fue similar, donde la mitad de los pacientes tuvieron respuesta y la otra mitad no.
Cuando se utilizd6 como fuente la MO no hubo diferencias significativas entre las
respuestas, cuando se utilizd el SCU todos los pacientes obtuvieron una buena
respuesta y cuando se utilizo la SP no se observo respuesta en 75% de los pacientes

(Gréfico 12). Se observa diferencias estadisticamente significativas (p=0,028).
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Tabla 12. Anticuerpo Anti-Hepatitis B~ Fuentes.

Anticuerpos Anti-Hepatitis B W Respuesta
B No Respuesta

Porcentaje de
Resouesta

MO SCU SP

Tipo de Fuente

Grafico 12. Anticuerpos Anti-Hepatitis B en relacion al tipo de respuesta a la vacuna
y a la fuente de PH utilizada. Resultados expresados en funcion del porcentaje de
respuesta para cada una de las fuentes.
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d.2) Anti-Tétanos:

La respuesta a los antigenos vacunales del tétanos fue buena en 36 nifios
(92,3%) y parcial en 3 nifios (7,7%). Once nifios fueron excluidos por no haber sido
posible la medida de los anticuerpos post-vacuna y por haber fallos en la vacunacion.

En once nifios no fue medida la produccion de estos anticuerpos pre y post vacuna.

En la tabla 13 se presentan los valores de los porcentajes de la respuesta a los
antigenos vacunales del tétanos para cada fuente utilizada. Se observa que todos los
nifios vacunados tuvieron respuesta, independiente del tipo de fuente utilizada

(Gréfico 13). No fueron observadas diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 13. Anticuerpos Anti-Toxoide Tetanico = Fuentes.

Anticuerpos Anti-Tétanos  ®Respuesta Parcial
B Buena Respuesta

Porcentaje de
Respuesta

MO SCU SP

Tipo de Fuente

Gréfico 13. Anticuerpos Anti-Tétanos en relacion al tipo de respuesta a la vacuna 'y a
la fuente de PH utilizada. Resultados expresados en funcién del porcentaje de
respuesta para cada una de las fuentes.
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e) Produccion de Anticuerpos Naturales (ASTO):

La produccion de anticuerpos naturales medida por la determinacion de los
titulos de antiestreptolisina O (ASTO) fue considerada buena en 10 nifios (24,4%),
parcial en 15 nifios (36,6%) y no hubo respuesta en 16 nifios (39%). Los nifios
menores que 2 afios no fueron valorados debido a la baja respuesta en esta edad. En

doce nifios no fue medida esta produccion de anticuerpos.

En la tabla 14 se presentan los valores de los titulos de ASTO para cada
fuente utilizada. Se observa que los nifios que recibieron trasplante de PH de MO y
de SP presentaron una mejor produccion respecto a los que recibieron SCU, no
siendo estos datos estadisticamente significativos (Grafico 14).

Tabla 14. Titulos de ASTO ~ Fuentes.

Titulos de ASTO W Respuesta

Hm No Respuesta

Porcentaje de
Respuesta

MO SCU SP

Tipo de Fuente

Grafico 14. Titulos de Antiestreptolisina O (ASTO) en relacion a la fuente de PH
utilizada. Resultados expresados en funcion del porcentaje de respuesta para cada
una de las fuentes.
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4.3. RECONSTITUCION INMUNOLOGICA EN RELACION A LOS
DIFERENTES TIPOS DE TRASPLANTES (AUTOLOGO Y ALOGENICO)

De los 61 trasplantes estudiados, 28 fueron trasplantes autélogos (45,9%) y
33 fueron alogénicos (54,1%).

4.3.1. Linfocitos Totales y Subpoblaciones Linfocitarias —

a) Linfocitos Totales:

En la tabla 15 se presentan los valores de los linfocitos totales respecto a los
tipos de TPH realizado. EI numero de linfocitos totales fue ligeramente mas elevado
en los nifios que recibieron un TPH autologo que en los que recibieron un TPH
alogénico en el primer mes, pero estas diferencias no llegaron a ser significativas.
Esta evolucion permanece similar en los dos grupos, observandose un aumento
progresivo hasta los 18 meses post-TPH, a partir del cual ocurre una estabilizacion
(Gréfico 15). Los niveles normales se alcanzaron en los dos tipos de trasplante a
partir del tercer mes post-TPH, con linfocitos por encima de 1100//ml. No se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 15. Linfocitos Totales©~ TPH

AUTOLOGO

10

1012

20

1393

25

1792

23

2932

19

3456

21

3168

ALOGENICO

23

740

29

1254

32

1556

32

2788

31

3096

29

3080

3600

Linfocitos Totales

3200 -
2800
2400
2000 -
1600 -
1200 -

800 -

400 -

NUmero de Linfocitos/ml

12

18

Tiempo post-TPH (meses)

—e— Auttlogo
—— Alogénico

Grafico 15. Valores de Linfocitos Totales en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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b) Linfocitos T CD3":

En la tabla 16 se presentan los valores de los linfocitos T CD3" para cada tipo
de TPH realizado. A partir del sexto mes post-TPH se alcanz6 niveles normales de
linfocitos T CD3", por encima de los 700linfocitos/m. Se observa un ligero aumento
en el nimero de estos linfocitos en los nifios que recibieron un TPH autdlogo a lo
largo de los meses, hasta el mes 18 post-TPH (Grafico 16). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de pacientes.

Tabla 16. Linfocitos T CD3* "~ TPH

AUTOLOGO 10| 546| 20| 700 25| 868| 23| 1724| 19| 1875 21| 2009
ALOGENICO 23| 470 29| 541| 32| 781| 32| 1666| 31| 1857| 29| 2247
. . + —e— Autdlogo
Linfocitos T CD3 N
—— Alogénico

Numero de

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 16. Valores de Linfocitos T CD3" en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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¢) Linfocitos T CD4":

En la tabla 17 se muestran los valores de los linfocitos CD4" para los tipos de
TPH realizado. ElI nimero de estos linfocitos fue inicialmente bajo, alcanzando un
nivel por encima de las 200 células/m a partir de los 3 meses post-TPH en los dos
tipos de trasplante, con una tendencia a la normalizacion a partir de los 6 meses, con
niveles mayores que las 300células/m. La evolucion fue muy similar entre ambos

grupos de pacientes (Gréfico 17).

No se observo diferencias estadisticamente significativas entre los valores

encontrados entre los dos grupos de nifios.

Tabla 17. Linfocitos T CD4"~ TPH

AUTOLOGO 10| 160| 20 205 25 358 23 898 19| 1077 21 855
ALOGENICO 23| 154 29 231| 32 336 32 759 31 977 29[ 1093
. . + .
Linfocitos T CD4 —4—Autdlogo
—&— Alogénico
1200
— 1000
[0}
T % 800 -
[o}Ne]
S 600
E2 400-
2c
4200
0
1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 17. Valores de Linfocitos T CD4" en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcion de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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d) Linfocitos T CD8":

En la tabla 18 se presentan los valores de los linfocitos CD8" para los dos

tipos de TPH. Se observa valores normales, por encima de los 300 linfocitos/m ya en

el primer mes post-TPH y estos valores permanecieron elevados durante todo el

estudio (Gréafico 18). No se observé diferencias estadisticamente significativas entre

los valores encontrados en los pacientes tratados con un trasplante aut6logo o un

trasplante alogénico.

Tabla 18. Linfocitos T CD8"~ TPH

AUTOLOGO

10

474] 20

624

25

548

23

997

19

930

21

835

ALOGENICO

23

368| 29

532

32

577

32

832

31

881

29

1026

Linfocitos T CD8"

1200

|
[N
o
o
o
|

800 -
600 -
400 -

Nidmero de
Linfocitos/

DO -+

18

Tiempo post-TPH (meses)

—4— Autdlogo
—— Alogénico

Grafico 18. Valores de Linfocitos T CD8" en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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e) Relacién CD4*/CD8":

En la tabla 19 se presentan las relaciones entre los linfocitos CD4*/CD8" para
cada tipo de TPH. Se observa un cociente inferior a la unidad hasta los 12 meses
post-TPH, que solo empieza a normalizarse a partir de los 18 meses. Entre los 12 y
24 meses se observa un aumento en este cociente en los pacientes que recibieron un
trasplante alogénico (Gréafico 19). No se observan diferencias estadisticamente

significativas en ambos grupos de pacientes.

Tabla 19. Relacién CD4*/CD8"~ TPH

AUTOLOGO 10| 0,39] 20f 0,40] 25 0,62| 23| 0,88 19| 0,96 21| 0,97
ALOGENICO 23| 0,46 29| 0,36] 32| 0,54| 32| 0,90| 31 1,16| 29 1,22
e + + 0
Relacion CD4*/CD8 —4— Autologo
—— Alogénico
4, 140
@) i
0 1,20
5 1,00 -
3 0,80 -
(]
z 0,60 -
20,40 |
G 0,20 -+
0,00
1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 19. Cociente CD4'/CD8" en relacion al tipo de trasplante y al tiempo
transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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f) Linfocitos B CD19":

En la tabla 20 se presentan los valores de los linfocitos B CD19" en los tipos

de TPH. Se observa un bajo nimero en el primer mes, pero a partir del tercer mes
hay un incremento en este valor, alcanzando niveles normales, por encima de los
200linfocitos/ml, a partir del sexto mes post-TPH, que siguen alto hasta los 24 meses
post-TPH. Entre los meses 1 y 18 los linfocitos B CD19" de pacientes tratados con
trasplante autélogo se mantuvieron elevados en relacién con aquellos pacientes
tratados con trasplante alogénico (Grafico 20). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los meses 3y 6, siendo bastante superior el nUmero

de linfocitos CD19" en los nifios que recibieron un TPH autdlogo.

Tabla 20. Linfocitos B CD19*~ TPH

Linfocitos B CD19* 1 mes 3 meses* 6 meses* 12meses| 18 meses| 24 meses
P p <000 ]| p<0,04
Tipos TPH n|md| n md n md n md n md n md
AUTOLOGO 10| 12| 20 372| 25 529 23 774 19 968| 21 462
ALOGENICO 23 5| 29 14| 32 188| 32 524 31 648| 29 701
. . + —e— Autblogo
Linfocitos B CD19 g
—— Alogénico
1000
900 -
— 800 +
2 E 700 -
[72]
o o 600 -
o ‘5 500 -
g S 400
= c 300 -
<3 200"
100
0

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Gréfico 20. Valores de Linfocitos B CD19" en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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g) Células NK:

En la tabla 21 se presentan los valores de las células NK para cada tipo de
TPH. Desde el primer mes post-TPH el numero de estas células fue normal, por
encima de las 90células/ml en ambos grupos de pacientes. A partir del tercer mes
hasta un afio este aumento fue mayor en los nifios tratados con trasplante alogenico.
A partir de entonces prevalecié un patron similar en esta elevacion (Gréafico 21). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de

pacientes.

Tabla 21. Células NK ™ TPH

AUTOLOGO 10| 210| 20| 297| 25| 266| 23] 275] 19| 329 21| 286
ALOGENICO 23| 210 28| 346 32| 321| 32| 298 31| 311| 29| 273
Células NK —¢— Autologo
—— Alogénico
400
« 300 -
z
(%)
& 2004
=)
‘O
O 200 -
0

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 21. Valores de las Células NK en relacion al tipo de trasplante y al tiempo
transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la mediana
(md) en cada punto del estudio.
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4.3.2. Funcién Linfocitaria T -

La funcion linfocitaria T esta representada en las tablas 22 - | y 22 - Il para
cada tipo de trasplante. Se observa que la respuesta tras estimulacion fue en su
mayoria de parcial (P) a normal (N) a partir del primer mes post-TPH en los dos
grupos de pacientes. Hubo un predominio de la respuesta normal, con una mejor
recuperacion funcional en los pacientes que recibieron un trasplante aut6logo

(Gréfico 22). No fueron observadas diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 22 - 1. Funcién Linfocitaria T (respuesta a PHA 'y OKT3) = TPH

Autélogo n 2 8 2 18 1 1 21
% 20,0/ 80,0 10,0 90,0 4,3 4,3 91,3
Alogénico n 3 4 13 1 4 23 3 27
% 15,00 20,0/ 65,0 3,6 14,3 82,1 10,0f 90,0

Tabla 22 - II. Funcién Linfocitaria T (respuesta a PHA y OKT3) "~ TPH

Autélogo n 2 20 1 2 13 3 18
% 9,1 90,9 6,3 12,5/ 81,3 14,3 85,7
Alogénico n 6 24 1 5 22 5 21
% 20,0/ 80,0 3,6 17,9 78,6 19,2 80,8

Gréfico 22. Estudio de la Funcion Linfocitaria T tras estimulacion con PHA y OKT3
en relacién al tipo de trasplante y al tiempo transcurrido después del trasplante.
Resultados expresados en funcidn del porcentaje de respuesta (A, P, N) para cada
uno de los tipos de trasplante.



Gréfico 22
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4.3.3. Funcién Linfocitaria B —

Fue estudiada mediante el analisis de las cifras de inmunoglobulina G (I1gG),
inmunoglobulina A (IgA), inmunoglobulina M (IgM), la produccién de anticuerpos
post vacunales (vacuna de la Hepatitis B y del Tétanos) y la produccién de

anticuerpos naturales (ASTO).

a) Cifras de Inmunoglobulina G:

En la tabla 23 se presentan los valores de la IgG para cada tipo de trasplante.
Se observa niveles elevados en los meses 1 y 3 post-TPH con diferencias
estadisticamente significativas, pero no valorables por el hecho de que fue
administrado 1gG i.v. en ese periodo en los receptores de trasplantes alogénicos
como profilaxis contra las infecciones”. A partir de los 6 meses se observa una
respuesta parcial, con valores superiores a 500mg/dL y a los 12 meses ya se tiene
valores normales, con cifras superiores a 600mg/dL en los dos tipos de trasplantes.
Estos valores tienden a permanecer estables hasta el final del estudio (Gréfico 23). Se
observo diferencias estadisticamente significativas en los meses 1 y 3, pero estas no
son valorables por la administracion de 1gG i.v. en los receptores de trasplantes

alogénicos.
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Tabla 23. Inmunoglobulina G~ TPH

n | md n md n md n md n md n md
AUTOLOGO 9| 776| 19 636 18 493| 20 660 17 824 19 907
ALOGENICO 23| 1140 29 936| 32 660 30 781 31 797( 29 920
Inmunoglobulina G ——Autologo
——Alogénico
1200
1000 -
-B' 800 -
S, 600 -
E 400 -
200 1
0

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 23. Cifras de Inmunoglobulina G en relacion al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la

mediana (md) en cada punto del estudio. ¥ tratamiento con GGev en TPH
alogénicos.
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b) Cifras de Inmunoglobulina A (IgA):

En la tabla 24 se presentan los valores de la IgA para cada tipo de trasplante
realizado. Se observa niveles considerados normales, por encima de los 40 mg/dL ya
en el primer mes en los dos grupos de pacientes, con un aumento progresivo de estos
niveles en los pacientes que recibieron trasplante autélogo. En los pacientes
receptores de trasplante alogénico, a partir del tercer mes se observa valores
inferiores, con una evolucién mas lenta, pero también con un aumento progresivo, a
lo largo de los 24 meses (Grafico 24). Se observa diferencias estadisticamente
significativas a los meses 3, 6, 12, 18 y 24 siendo las cifras de IgA en los receptores

de TPH autélogo superiores a las cifras de los receptores de TPH alogénico.

Tabla 24. Inmunoglobulina A” TPH

Inmunoglobulina A 1 mes 3 meses¥ 6 mesesy 12 meses* 18 meses*| 24 meses*
P p<0,01 p <0,02 p <0,02 p < 0,04 p < 0,004

Tipos TPH n|{md|n md n md n md n md n md
AUTOLOGO 9] 49| 19 56| 18 59| 20 85| 17 86| 19 134
ALOGENICO 23| 49| 29 22| 32 33| 30 45( 31 66| 29 76

Inmunoglobulina A —¢—Autdlogo
—— Alogénico

160
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

mg/dL

Tiempo post-TPH (meses)

Gréfico 24. Cifras de Inmunoglobulina A en relacién al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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¢) Cifras de Inmunoglobulina M (IgM):

En la tabla 25 se presentan los valores de la IgM para cada tipo de trasplante
realizado. Se observa cifras de IgM por encima de los 30 mg/dL en el primer mes
post-TPH en los dos grupos de pacientes, con un aumento progresivo de estos niveles
en los pacientes que recibieron trasplante autélogo a partir de los 3 meses. En los
pacientes receptores de trasplante alogénico, a partir del tercer mes se observa
valores inferiores y una recuperacion mas lenta, pero también con un aumento
progresivo a lo largo de los 24 meses (Gréafico 25). Se observa diferencias
estadisticamente significativas a los meses 1 y 3, siendo las cifras de IgM en los
receptores de TPH aut6logo superiores a las cifras de los receptores de TPH

alogénico.

Tabla 25. InmunoglobulinaM = TPH

Inmunoglobulina M| 1 mes* [ 3 meses* 6 meses| 12 meses| 18 meses| 24 meses
=) p<0,02 p<0,03
Tipos TPH n| md | n md n md n md n md n md
AUTOLOGO 9 33[ 19 65 18 59| 20 97 17 101] 19| 110
ALOGENICO 23 49| 29 42| 32 50| 30 75| 31 90| 29 92
Inmunoglobulina M —— Autdlogo
—— Alogénico
120
100 -
- 80+
S 60
E 40
20 1
0

Tiempo post-TPH

Gréfico 25. Cifras de Inmunoglobulina M en relacién al tipo de trasplante y al
tiempo transcurrido desde el trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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d) Produccion de Anticuerpos Post Vacunales:

d.1) Anti-Hepatitis B (Anti-HBS):

En la tabla 26 se presentan los valores de los porcentajes de la respuesta a los

antigenos vacunales de la hepatitis B para cada tipo de trasplante utilizado. Se
observa que la proporcién entre respuesta (parcial o total) y no-respuesta a la vacuna
de la hepatitis B fue similar. Hubo una mejor respuesta en los pacientes que
recibieron trasplante alogénico respecto a los que recibieron trasplante aut6logo
(Gréfico 26) aunque dado el escaso numero de pacientes analizados no se pueda

extraer conclusiones.

Tabla 26. Anticuerpos Anti-Hepatitis B~ TPH.

Anticuerpos Anti-Hepatitis B | ®Respuesta
| No Respuesta

Porcentaje de Respuesta

Autdlogo Alogénico

Tipo de Trasplante

Grafico 26. Respuesta a la vacuna de la Hepatitis B en relacion al tipo de trasplante.
Resultados expresados en funcion del porcentaje de respuesta para cada uno de los
tipos de trasplantes.
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d.2) Anti-Tétanos:

En la tabla 27 se presentan los valores de los porcentajes de la respuesta a los
antigenos vacunales del tétanos para cada tipo de trasplante realizado. Se observa que
todos los nifios vacunados tuvieron respuesta, en su mayoria buena, no siendo esta
influenciada por el tipo de trasplante (Grafico 27). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 27. Anticuerpos Anti-Toxoide Tetanico = TPH.

Anticuerpos Anti-Tétanos | @Respuesta Parcial
W Buena Respuesta

Porcentaje de
Respuesta

Autélogo Alogénico

Tipo de Trasplante

Grafico 27. Respuesta a la vacuna del Tétanos en relacion al tipo de trasplante.
Resultados expresados en funcion del porcentaje de respuesta para cada uno de los
tipos de trasplantes.
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e) Produccion de Anticuerpos Naturales (ASTO):

En la tabla 28 se presentan los valores de los titulos de ASTO para cada tipo

de trasplante utilizado. Se observa que los nifios que recibieron trasplante autélogo

presentaron una mejor respuesta que aquellos que recibieron un trasplante alogénico

(Gréfico 28), aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 28. Titulos de ASTO ~ TPH.

100,0

Porcentaje de Respuesta

Titulos de ASTO

Autélogo Alogénico

Tipo de Trasplante

W Respuesta
m No Respuesta

Gréfico 28. Titulos de Antiestreptolisina O (ASTO) en relacion al tipo de trasplante
utilizado. Resultados expresados en funcion del porcentaje de respuesta para cada
uno de los tipos de trasplante.
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4.4, RECONSTITUCION INMUNOLOGICA EN LOS RECEPTORES
DE TRASPLANTE ALOGENICO SEGUN EL DIAGNOSTICO
(ENFERMEDADES NEOPLASICAS Y NO NEOPLASICAS)

4.4.1. Linfocitos Totales y Subpoblaciones Linfocitarias —

a) Linfocitos Totales:

En la tabla 29 se presentan los valores de linfocitos totales en los TPH
alogénicos segun el diagndstico. Fueron alcanzados valores normales, por encima de
los 1100linfocitos/m, a partir de los 3 meses post-TPH en los dos grupos de
enfermedades. Se observa un leve aumento del nimero de linfocitos totales en los
nifios con diagnodstico de enfermedades neoplésicas respecto a las no neopléasicas, a

lo largo del tiempo, excepto a los 6 meses (Grafico 29) aunque no existen diferencias
estadisticamente significativas.

Tabla 29. Linfocitos Totales ~ Diagnostico

Linfocitos Totales 1 mes 3 meses| 6 meses| 12 meses| 18 meses| 24 meses

Diagnostico n|{md| n| md n md n md n md n md

Enf. Neopléasicas 13| 740| 16 1303| 20 1544 19| 2920 18| 3195| 18| 3404

Enf. No Neoplésicas| 10| 713| 13| 1104] 12] 1886| 13| 1980 13| 3096/ 11| 3080

Linfocitos Totales |—¢— Enf. Neoplasicas
—m— Enf. No Neopléasicas

3600
3200
2800 ~
2400 ~
2000 +
1600 -
1200 -

800 -

400 \

1 3 6 12 18 24

NUmero de
Linfocitos/ml

Tiempo post-TPH

Grafico 29. Valores de Linfocitos Totales en los trasplantes alogénicos en relacion al

diagnostico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en
funcién de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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b) Linfocitos T CD3":

En la tabla 30 se presentan los valores de los linfocitos T CD3" en los TPH

alogénicos segun el diagnoéstico. Se alcanzaron valores normales, por encima de los
700linfocitos/m, a partir de los 12 meses post-TPH. Se observa un ligero aumento
del nimero de linfocitos T CD3" en los nifios con diagnostico de enfermedades
neoplasicas respecto a las no neoplasicas, a lo largo del tiempo, excepto a los 18

meses (Gréafico 30) si bien no existen diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 30. Linfocitos T CD3" ~ Diagnostico

Enf. Neoplasicas 13| 507| 16 672 20| 1074| 19| 1758| 18| 1812| 18| 2355

Enf. No Neoplasicas| 10| 386[ 13 438| 12 670] 13| 1313[ 13| 1857| 11| 2247

LinfOCitOS T CD3+ —+—Enf. Neoplasicas

—#—Enf. No Neoplasicas

2800
QA0 -+
2000 v
1600 - oo T
1200 -
8OO |+ g g
400 1 BT

NUumero de
Linfocitos/ml

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 30. Valores de Linfocitos T CD3" en los trasplantes alogénicos en relacion
al diagndstico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados
en funcién de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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¢) Linfocitos T CD4":

En la tabla 31 se presentan los valores de los linfocitos T CD4" en los TPH
alogénicos segun el diagndstico. Se alcanzaron valores normales a partir de los 6
meses post-TPH, por encima de los 300linfocitos/m. No se observaron diferencias

significativas en los nifios con diagnostico de enfermedades neoplésicas respecto a
las no neoplésicas (Gréafico 31).

Tabla 31. Linfocitos T CD4" ~ Diagn6stico

Enf. Neopléasicas 13| 154 16 237| 20 324 19 782| 18] 965/ 18| 1168

Enf. No Neoplésicas| 10| 176| 13 213 12 410] 13 735| 13| 1137 11] 932

=== Enf. Neoplasicas

Linfocitos TCD4"

== Enf. No Neoplasicas

1400
1200 -
1000
800 -
600 -
400 -
200 + -

NUumero de
Linfocitos/ml

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 31. Valores de Linfocitos T CD4" en los trasplantes alogénicos en relacion

al diagnostico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados
en funcidn de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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d) Linfocitos T CD8":

En la tabla 32 se presentan los valores de los linfocitos T CD8" en los TPH

alogénicos segun el diagndéstico. Fueron alcanzados valores normales ya a partir del

mes post-TPH, con valores por encima de las 300células/m. Se observa un ligero

aumento del nimero de linfocitos T CD8" en los nifios con diagndstico de

enfermedades neoplasicas respecto a las no neoplasicas, a lo largo del tiempo,

excepto a los 24 meses (Grafico 32) aunque tampoco las diferencias fueron

estadisticamente significativas.

Tabla 32. Linfocitos T CD8" ~ Diagn6stico

n md n md n md n md
Enf. Neoplasicas 13 368 16 601| 20 645| 19| 1210/ 18 899| 18| 1006
Enf. No Neoplasicas| 10| 365| 13 298| 12 435 13 583| 13 854| 11| 1026

Linfocitos T CD8"

=== 1. Neoplasicas

=#=Enf. No Neoplasicas

_ 1400
0 E 1200
G 1000
° 2 "800

S 600
E2 a0

0

12

18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 32. Valores de Linfocitos T CD8" en los trasplantes alogénicos en relacion
al diagnostico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados

en funcién de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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e) Relacion CD4*/CD8":

En la tabla 33 se presentan las relaciones entre los linfocitos T CD4*/CD8" en

los TPH alogénicos segln el diagnostico. Se observa un cociente inferior a la unidad
hasta los 12 meses post-TPH, que empieza a normalizarse a partir de los 18 meses.
Entre los 3 y 24 meses se observa un aumento en este cociente en los dos grupos de

pacientes (Gréafico 33). No se observan diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 33. Relacion CD4'/CD8" ~ Diagn6stico

Relaciéon CD4/CD8 1 mes 3 meses| 6 meses| 12 meses| 18 meses| 24 meses

Diagndéstico n|md| n md n md n md n md n md

Enf. Neoplésicas 13/0,40[ 16| 0,34] 20| 0,50] 19| 0O,76) 18 1,13] 18| 1,29

Enf. No Neopléasicas| 10/0,50] 13| 0,39] 12| 0,68 13| 0,96| 13| 1,16/ 11| 1,21

== Enf. Neoplasicas

Relacién CD4°/CD8"

=== Enf. No Neoplasicag

1,40
1,20 | - I
1,00 e g
0,80 4+ gl
0,60 { g =
0,40 | - ™
1 T P
0,00

Cociente
CcD4'/CD8"

Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 33. Cociente CD4/CD8" en los trasplantes alogénicos en relacion al
diagnostico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en
funcién de la mediana (md) en cada punto del estudio
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f) Linfocitos B CD19":

En la tabla 34 se presentan los valores de los linfocitos B CD19" en los TPH

alogénicos segun el diagnostico. Se observa un bajo nimero hasta los tres meses,
pero a partir del sexto mes hay un incremento en este valor, alcanzando valores
normales a partir de los 12 meses post-TPH, con niveles por encima de los
200linfocitos/m, que siguio en elevacion hasta los 24 meses. Existe un leve aumento
del nimero de linfocitos T CD19" en los nifios con diagndstico de enfermedades
neoplasicas respecto a las no neoplasicas, a partir de los 12 meses (Gréfico 34) pero

sin diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 34. Linfocitos B CD19" ~ Diagnostico

Enf. Neopléasicas 13 0| 16 27| 20 188| 19 622] 18 719 18| 727

Enf. No Neoplasicas| 10[ 13| 13 11| 12 188| 13 316| 13 605 11| 701

Linfocitos B CD19* |~ Neoplsieas

=== Enf. No Neoplasicas

NUumero de
Linfocitos/ml

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 34. Valores de Linfocitos B CD19" en los trasplantes alogénicos en relacion
al diagnostico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados
en funcion de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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g) Células Natural Killer (NK):

En la tabla 35 se presentan los valores de las ceélulas NK en los TPH

alogénicos segun el diagndéstico. Fueron alcanzados valores normales ya a partir del
mes post-TPH, con valores por encima de las 90células/ml. Se observa un aumento
del nimero de células NK en los nifios con diagnéstico de enfermedades no
neoplésicas respecto a las neoplasicas, a lo largo del tiempo (Gréafico 35) siendo las

diferencias estadisticamente significativas a los 18 y 24 meses.

Tabla 35. Células NK ~ Diagndstico

Enf. Neoplasicas 13| 179| 16| 334| 20| 247| 19| 228| 18 294( 18 232
Enf. No Neoplasicas| 10| 260| 12| 390 12| 422| 13| 343| 13 441 11 376

Células NK —4— Enf. Neoplasicas

== Enf, No Neoplasicas

500
400
300 -
200 | ¢

100 -+ nmne e

NUmero de
Células/ml

1 3 6 12 18 24
Tiempo post-TPH (meses)

Grafico 35. Valores de las Células NK en los trasplantes alogénicos en relacién al
diagndstico y al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en
funcion de la mediana (md) en cada punto del estudio.
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4.4.2. Funcién Linfocitaria T -

La funcion linfocitaria T esta representada en las tablas 36 - | y 36 - Il para
cada tipo de diagnostico en los trasplantes alogénicos. Se observa que la respuesta
tras estimulacién fue en su mayoria de parcial (P) a normal (N) a partir del primer
mes post-TPH en los dos grupos de pacientes. Hubo un predominio de la respuesta
normal, con una mejor recuperacién funcional, en los pacientes con diagndstico de
enfermedades neoplasicas en los meses 3, 6 y 18. En los pacientes con enfermedades
no neoplasicas hubo un predominio de la respuesta normal en los meses 12 y 24

(Gréfico 36) pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Tabla 36 - I. Funcion Linfocitaria T (respuesta a PHA y OKT3) ~ Diagnostico

Enf. Neoplasicas n 1 3 9 2 14 1 18
% 7,70 23,1 69,2 12,5| 87,5 53| 94,7
Enf. No Neoplasicas n 2 1 4 1 2 9 2 9
% 28,6| 14,3| 57,1 8,3 16,7 75,0 18,2| 81,8

Tabla 36 - II. Funcion Linfocitaria T (respuesta a PHA y OKT3) © Diagnostico

Enf. Neoplasicas n 4 15 3 15 4 13
% 21,1 78,9 16,7 83,3 23,5 76,5
Enf. No Neoplasicas n 2 9 1 2 7 1 8
% 18,2 81,8/ 10,0 20,0] 70,0 11,1 88,9

Grafico 36. Estudio de la Funcion Linfocitaria T tras estimulacion con PHA y OKT3
en los trasplantes alogénicos en relaciéon al diagnostico y al tiempo transcurrido
después del trasplante. Resultados expresados en funcidn del porcentaje de respuesta
(A, P, N) para cada uno de los tipos de enfermedades.

105



Gréfico 36
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4.5. RECONSTITUCION INMUNOLOGICA EN RELACION A LA
EICH Y EL TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR UTILIZADO

Entre los 33 nifios que realizaron TPH alogénico, 28 desarrollaron EICH
aguda, siendo 13 (46,4%) en el grado I; 10 (35,7%) en el grado 11 y 5 (17,9%) en el
grado Ill. En relacién a la EICH cronica, 15 nifios la desarrollaron, 6 (40%) en la

forma localizada y 9 (60%) en la forma extensa.

El tratamiento inmunosupresor utilizado en la EICHa en los 28 pacientes fue
el siguiente: en 21 (77,8%) se administro solo metilprednisolona, (régimen 1);
metilprednisolona + ciclosporina se administrd a 2 nifios (7,4%), (régimen 2); se
administro metilprednisolona + ciclosporina + anti-IL-2R (anticuerpo monoclonal
anti-receptor de IL- 2) a 1 nifio (3,7%), (régimen 3) y 3 nifios (11,1%) recibieron
metilprednisolona + azatioprina + talidomida o metilprednisolona + anti IL-2R,
(régimen 4). El régimen de inmunosupresién fue mas intensivo en los grados
superiores de EICHa (Grafico 37). De los 13 nifios que desarrollaron EICHa grado I,
en uno no fue necesario ningun tipo de tratamiento, en 11 (91,7%) se administré el
régimen 1 y en 1 (8,3%) se administro el régimen 2. De los 10 nifios que la
desarrollaron en grado 1I, en 9 (90%) se administré el régimen 1y en 1 (10%) se
administrd el régimen 2. De los 5 nifios que desarrollaron grado 11, en 1 (20%) se
administro el régimen 1, en otro (20%) fue administrado el régimen 3 y en 3 nifios
(60%) el régimen 4 (Tabla 37).
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Tabla 37. EICHa "~ Tratamiento Inmunosupresor.

N
o

N pr|or|looloo

w

EICHa x Tratamiento Inmunosupresor

Porcentaje

Grado 1 Grado 2 Grado 3

Grados EICHa

Régimen 1 m Régimen 2 @ Régimen 3 [J Régimen 4

Gréfico 37. Tratamiento Inmunosupresor utilizado en la EICHa.

En la EICHa grado I, los linfocitos T CD3", CD4" y la subpoblacion
linfocitaria B CD19", alcanzaron valores normales a partir de los 6 meses post-TPH
y los linfocitos T CD8" y las células NK, a partir del mes post-TPH. Los linfocitos T

tuvieron una funcion normal ya a partir del mes post-TPH.
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En relacién a la EICHa grado I, la recuperacion fue similar a la EICHa grado
I, con un mayor retraso en los linfocitos B CD19*, que solo tuvieron valores

normales a los 12 meses del TPH.

En la EICHa grado 11, los linfocitos T CD3" alcanzaron valores normales a
los 12 meses y los linfocitos T CD8" y linfocitos B CD19" a los 6 meses. Los
linfocitos T CD4" y las células NK alcanzaron valores normales a los 6 y 1 mes post-
TPH respectivamente. Por el contrario, la funcion linfocitaria T no fue normal hasta

los seis meses post-TPH.

El tratamiento inmunosupresor utilizado en la EICHc no siguié protocolos
uniformizados. Cada nifio recibia su pauta de inmunosupresion segun las

manifestaciones clinicas presentadas.

Respecto a la EICHc localizada, las subpoblaciones linfocitarias T CD4" y B
CD19" alcanzaron valores normales a los 12 meses post-TPH y la subpoblacion T
CD8", a los 3 meses. Los linfocitos T CD3" totales, las células NK y la funcion

linfocitaria T presentaron valores normales en todo el estudio.

En la EICHC extensa, los linfocitos T CD3"y CD4" y los linfocitos B CD19"
alcanzaron valores normales a partir de los 12 meses post-TPH. Los linfocitos T
CD8" tuvieron valores casi normales ya a partir del mes post-TPH vy las células NK y

la funcion linfocitaria T fueron normales en todo el estudio.
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4.6. GRADO DE RESPUESTA A LAS VACUNAS (TETANOS Y
HEPATITIS) RESPECTO A LOS NIVELES DE
INMUNOGLOBULINA G

4.6.1. Tétanos —

En la tabla 38 se presentan las cifras de la IgG respecto a los grados de
respuesta de los nifios inmunizados con la vacuna del tétanos. Se observa que los
valores de 1gG son mayores en los pacientes que tuvieron una buena respuesta en
relacion aquellos que tuvieron una respuesta parcial (Grafico 38). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 38. Inmunoglobulina G © Vacuna del Tétanos

Respuesta Parcial 1| 620 4 701 5 557 5 543 4 703 4 680
Buena Respuesta 24| 1050| 35 827 38 594( 38 662| 40 827 41 907

IgG x Anticuerpos Anti-Tétanos

Cifras IgG
mg/dL

1 3 6 12 18 24

Tiempo post-TPH (meses)

B Respuesta Parcial m Buena Respuesta

Gréfico 38. Cifras de 1gG en relacién con la respuesta a la vacuna del Tétanos y al
tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio.
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4.6.2. Hepatitis —

En la tabla 39 se presentan las cifras de la IgG respecto a los grados de
respuesta de los nifios inmunizados con la vacuna de la Hepatitis B. Se observa que
los valores de IgG son mayores en los pacientes que tuvieron respuesta en relacion
aquellos que no la tuvieron en los meses 1, 3y 6. A partir de entonces estos valores
fueron similares (Gréfico 39). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas a los 1 y 3 meses, si bien en estos meses se administr6 GGev, por lo

que no es valorable.

Tabla 39. Inmunoglobulina G x Vacuna de la Hepatitis B

No Respuesta 10| 880| 17 796 18 527| 22 660| 21 830 20 959

Respuesta 15| 1140] 22 911 25 618 21 642| 23 778] 25 889

IgG x Anticuerpos Anti-Hepatitis B

1200
1000
800
600
400
200

Cifras IgG mg/dL

1 3 6 12 18 24

Tiempo post-TPH

B No Respuesta B Respuesta

Gréfico 39. Cifras de 1gG en relacion con la respuesta a la vacuna de la Hepatitis B y
al tiempo transcurrido después del trasplante. Resultados expresados en funcién de la
mediana (md) en cada punto del estudio. # tratamiento con GGev en TPH
alogénicos.
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5. DISCUSION
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El empleo del TPH como tratamiento de eleccion en un nimero creciente de
enfermedades  hematologicas malignas 'y no  malignas, oncologicas,
inmunodeficiencias congénitas y algunos errores metabdlicos congénitos, es un

hecho constatado a lo largo de los ultimos afios.

Los tratamientos quimioterapicos y inmunosupresores previos al TPH y en
los primeros meses post-TPH, originan una importante alteracion del sistema

61, 150 39,151

inmune que puede estar presente por un largo periodo de tiempo , lo cual

conlleva una serie de riesgos, muy especialmente procesos infecciosos.

Existen varios factores que pueden interferir en la reconstitucion
inmunoldgica post-TPH, y podriamos citar como los mas importantes, la fuente de
progenitores hematopoyéticos infundidos (MO, SCU o SP), el tipo de trasplante
(autélogo o alogénico), la situacion clinica del paciente antes del trasplante, su
enfermedad de base (neopldsica o no neoplésica), la quimioterapia previa, el
tratamiento de condicionamiento utilizado, el método usado para la profilaxis contra
la EICH, y el desarrollo o no de la EICH (aguda o crénica) y su terapia >* ™ > 152
153 Otros factores incluyen el nimero de células trasplantadas y las manipulaciones
efectuadas en el producto infundido (depleccién de células T, seleccidn positiva de

células CD34 y otros tratamientos “ex-vivo™), que no se comentan en nuestro trabajo.

La reconstitucion inmunoldgica post-TPH en la poblacion infantil hasta el

154-157

momento ha sido poco estudiada si se compara con los estudios realizados en

la poblacién adulta 78, 150, 153, 158, 159, 160, 161

En el presente estudio se evalu6 de una forma secuencial la reconstitucion
inmunoldgica en una serie de 61 nifios en un periodo de 24 meses, analizando las
distintas subpoblaciones linfocitarias T, B y NK, la funcion linfocitaria T y funcion
linfocitaria B, con el objetivo de analizar que factores son determinantes en la

cinética de recuperacion linfocitaria T y B.
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La mayoria de los datos publicados sobre la reconstitucion inmunoldgica en
nifios se basan en comparaciones individualizadas, de acuerdo con las caracteristicas
del grupo estudiado (segun la fuente de los progenitores, segun el tipo de trasplante,
etc.). Nuestro estudio se ha realizado sobre todos los nifios trasplantados en un
periodo determinado de tiempo, por lo que se discutiran cada grupo en particular

haciendo las comparaciones pertinentes a cada parametro estudiado.

- Reconstitucion Inmunoldgica en relacién con la fuente de Progenitores
Hematopoyéticos (MO, SCU y SP)

En nuestro estudio, el nimero de linfocitos totales y linfocitos CD3™ alcanz6
valores normales, a partir del mes post-TPH cuando se utiliz6 como fuente de PH la
SCU y la SP, y a partir de los 3 meses para los linfocitos totales y de los 6 meses

para los linfocitos CD3" 2

cuando se utilizé la MO. Estas diferencias pueden ser
debidas al hecho de que la SCU y la SP contienen una mayor proporcion de células
progenitoras mas diferenciadas en comparacion con la MO %% | as peculiaridades
fenotipicas y funcionales de las “stem cells” y linfocitos inmaduros en la SCU
pueden motivar el rapido aumento en el nimero de linfocitos™” ¥+ 1% 17° Cyando se
hizo tratamiento en las células a infundir (seleccion positiva de células CD34",
deplecién de linfocitos T) incluso en hermanos HLA idénticos'™* o se utilizaron
donantes no emparentados o parcialmente compatibles, la recuperacion de los

153 154, 155
P O y

linfocitos totales y CD3" en los trasplantes de S asi como en los de M

SCU™® fue mas lenta.

Los linfocitos CD4", que tienen funciones inductoras/colaboradoras para las
células B y para las células T efectoras (CD8"), se hallaron en nimero reducido en el

periodo inmediato post-TPH (los primeros tres meses). La recuperacion de estos

151, 154, 156, 158, 172

linfocitos es lenta tanto en nimeros absolutos como en respecto al

total de linfocitos > 173 174

150

y en algunos estudios esto es independiente del tipo de
fuente utilizada™ o de la manipulacion de las células infundidas'. En nuestra serie

se alcanzaron los limites de normalidad a partir de los tres meses para la SCU y a
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los seis meses para el total de las tres fuentes. En otras series pediatricas se

describen la recuperacion de los linfocitos CD4" a los 2 meses post-ATPSP*"™

(auto-
trasplante de precursores de sangre periférica), a los 12 meses post TPH con SCU de
donantes no emparentados'” y a los dos o tres afios post-TMO deplecionado de
células T procedentes de donantes no emparentados o parcialmente compatibles™®.
Este periodo de recuperacion es mas lento en los trasplantes de MO, como se

2 150, 162, 177,178

describe en los estudios en adultos, entre los 1 y los18 meses'’? cuando

se compard con los trasplantes de Sp 6% 162 164. 167

y SCU, al igual que ocurre en las
otras subpoblaciones linfocitarias. Algunos autores han comprobado que cuando se
depleciona en linfocitos T el producto infundido, tanto en pacientes con donantes no
emparentados o parcialmente compatibles™ asi como en pacientes con donantes

hermanos HLA idénticos'’, el periodo de recuperacién es mas prolongado.

Se resalta la importancia de la recuperacion de los linfocitos T CD4"
colaboradores, por la sintesis de citocinas y en colaboracion con los linfocitos B, por

lo que se podria deducir que el SCU es mejor para la reconstitucién inmunoldgica.

Por el contrario, los linfocitos CD8", que tienen funciones citotoxicas y son
celulas claves en los mecanismos de respuesta antiinfecciosa en el periodo inmediato
postrasplante, tuvieron una recuperacion mas rapida. En algunos estudios, ya desde
la primera semana postrasplante se observaron valores normales % %8 161175 | 5
infusion de PH de SP parece favorecer esta recuperacion mas temprana de
poblaciones citotéxicas'®®, algunos autores relatan valores por encima del rango
normal desde el primer mes post-TMO, alcanzando valores normales a los 18
meses*’2. En relacién con los receptores de MO no tratada, el nimero de células
CD8" puede rapidamente normalizarse y permanecer elevado por un largo periodo
post-TPH*™. En aquellos que recibieron trasplantes con células T deplecionadas, si

bien se ha descrito que la recuperacion puede ser rapida™

esto no es lo habitual,
sugiriendo que las células T maduras del donante deben contribuir a esta elevacién
de células CD8" ** 8 181 En algunos estudios en pacientes con EICH crénica, la
proporcion de linfocitos CD8" en SP estd aumentada y se ha sugerido que estas

células podrian tener un papel en la patogenésis de la EICH por una asociacion
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temporal®* y por estudios histopatoldgicos’™. En otros estudios en nifios
trasplantados con MO deplecionada de células T de donantes no emparentados o
parcialmente compatibles, no se observd un aumento de linfocitos CD8" en el
periodo inmediato post-TPH, retrasandose la recuperacion a los 18 meses post-
TPH™; en este estudio, cuando se hizo la comparacién entre nimero absoluto y
porcentaje, se observo que la recuperacion fue méas lenta en nimeros absolutos y aun
dentro del rango normal en porcentaje; por ese motivo nuestro estudio esta basado en
valores absolutos de las subpoblaciones linfocitarias. En nuestro estudio, asi como en

Otros,153,162,171

tuvimos valores normales de CD8" a partir del primer mes post-TPH
para las tres fuentes, con un mayor nimero cuando se utilizaron PH de SCU y SP.
En estudios en los trasplantes alogénicos de PH de SP, sea con seleccion positiva de
las células CD34" o con deplecion de células T o con células no manipuladas, la
recuperacion de células CD8" no se afecto, alcanzando niveles normales al mes post-

TPH™3, hallazgos similares a los encontrados en los trasplantes alogénicos de MO™
171, 177

Dado que los linfocitos CD4" se encontraron en nimero reducido y los
linfocitos CD8" en nimero aumentado post-TPH, el cociente CD4*/CD8" aparece
invertido a lo largo del primer afio en la mayoria de las series estudiadas,
independientemente de la fuente de PH infundida % 154 195 157,172, 177, 183, 184. ¢4 @
un estudio no se evidencié esta inversion'*®. En nuestra muestra el cociente solo
empezo6 a normalizarse a partir de los 12 meses post-TPH, aunque los valores en los
pacientes que recibieron PH de SP fueron algo inferiores a los de los receptores de

SCU y MO.

La subpoblacion de linfocitos B CD19" present6 una reconstitucion lenta en
el periodo temprano post-TPH, siguiendo una progresién entre los 3 y 6 meses*™*. En
nuestra muestra, se alcanzaron valores normales a partir de los 3 meses para la SP
y a partir de los 6 meses para la SCU y MO, con valores mas elevados en los
receptores de SCU coincidiendo con otras series de nifios estudiados'’® % ¥ En
otros estudios en que se infundié SCU de donantes no emparentados se observo una

156, 157, 183

recuperacion mas rapida, a los tres meses post-TPH en nifios y adultos’®’.
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La recuperacion del nimero de células CD19" con la infusion de MO en adultos fue
més lenta segln atestiguan varios trabajos, llegando a los 8 meses 0 més™> >4 195 184
188 En algunos estudios no se hallé correlacion entre la regeneracion linfoide B y la
fuente de PH infundido 0 152 1%8. 161,189 v, an reacion con la manipulacion de las
células infundidas*®. La reconstitucién numérica de células B no parece afectarse
significadamente por la eliminacion de las células B del producto infundido mediante

anticuerpos monoclonales anti-células B*®,

Las células NK o citotoxicas naturales, (CD3"CD16'/CD56"), tienen un
importante papel en el periodo post-TPH en la respuesta inicial frente a las
infecciones virales® y pueden tener un papel regulador en la linfohematopoyesis'*®.
Son capaces de destruir algunas células tumorales, sobretodo las de origen
hematopoyético, y se ha descrito que estas células incluso pueden actuar sobre el
control de la enfermedad minima residual'®® y con papel facilitador del implante del
injerto a través de la inhibicion de subpoblaciones T citotoxicas'™. Algunos
investigadores sugieren que las células NK también pueden ademas tener funcion de

efectoras de EICH'®2 Su reconstitucién ocurre de forma muy temprana®® '/

H 191, 193, 194

, a partir
de la primera semana post-TP , con una recuperacion en el primer
momento mas rapida cuando se infunde SP, alcanzando niveles normales ya a partir
de las 2 semanas en los trasplantes de SP**° y al mes, en los de SCU™? y de MO*"*.
Otros autores no han observado diferencias en relacién con el empleo de SP o MO
161,162,166, 1% 'En nuestra serie, a partir del mes post-TPH el niimero de células NK
alcanz6 niveles normales para las tres fuentes, observandose una reconstitucion mas
rapida cuando se utiliz6 la SCU y SP. En otras series de nifios se ha observado un
numero absoluto normal de células NK ya en el curso de los primeros tres meses
post-TPH de MO™® y SCU™® " permaneciendo normal a lo largo de todo el
estudio, siendo el seguimiento mas largo a los 72 meses post-TPH**. En algunos
estudios se observo la elevacion del nimero de células entre el segundo y tercer
meses postrasplante de MO, estabilizandose a lo largo de los 18 meses
posteriormente’’®. El significado funcional de este aumento en los pacientes que
recibieron un trasplante de MO se ha asociado a un incremento de su actividad

citotéxica, sobretodo en aquellas células NK con fenotipo CD8**"* 1%,
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- Reconstitucion Inmunolégica en los diferentes Tipos de Trasplantes

(Autdlogo y Alogénico)

A pesar de que existan semejanzas en la reconstitucion inmunol6gica después

61, 177 149, 162

de un TPH alogénico y autdlogo , los dos tipos de trasplantes presentan

particularidades y su utilizacion depende de las condiciones del paciente asi como de

las caracteristicas de su enfermedad™*.

El trasplante alogénico supone el desarrollo, en la mayoria de casos, de la
EICH vy la utilizacion de terapia inmunosupresiva para su profilaxis y control, la cual

interfiere en las etapas més precoces de la reconstitucion inmunolégica®®

. Aunque
exista identidad en el sistema HLA, la aparicién de la EICH complica la evolucién de
un 40% de estos enfermos™* y por si misma es responsable de miiltiples alteraciones
inmunolégicas no estrictamente debidas a la reconstitucion linfoide post-TPH " 1%
% Los TPH alogénicos presentan la ventaja de inducir la reaccién del injerto contra

la leucemia®®, que es beneficiosa para prevenir recidivas™.

El trasplante auto6logo, por el contrario, no ocasiona EICH ni el empleo de
farmacos inmunosupresores, presentando una mas rapida reconstitucion inmune post-

TPH™L 162 200202 gin embargo, la ausencia de reaccion del injerto contra la

leucemia, predispone a un riesgo mayor de recidiva tumoral**.

De acuerdo con estos datos, en nuestro estudio los linfocitos totales
alcanzaron cifras moderadamente superiores en los pacientes que recibieron un
TPH autdlogo y las subpoblaciones linfocitarias T CD3*, CD4" y CD8" y los
linfocitos B CD19™ tuvieron una reconstitucion mas rapida antes de los 18 meses
post-TPH. También hubo una mejor recuperacion funcional T en los pacientes que

recibieron un trasplante aut6logo.

No se observo ninguna diferencia en la reconstitucion de las subpoblaciones

T CD3", CD4" y CD8" entre ambos tipos de trasplantes si se excluye aquellos

pacientes que han recibido un TPH de MO alogénico y que presentaron en el curso
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del estudio una EICH aguda o crénica (grados 11-1V)** 2, Asimismo, tampoco se

evidencio diferencias en el estudio funcional a traves de la respuesta proliferativa de
los linfocitos T al estimulo de PHA entre ambos tipos de trasplante. Por el contrario,
la recuperacién del porcentaje normal de los linfocitos B fue mas rapida en los
pacientes que recibieron un TPH de MO autélogo y las células NK estuvieron
elevadas durante el primer afio postrasplante, y aunque en ambos tipos de trasplantes
se normalizd su porcentaje a los 12 meses, el patron de reconstitucion fue

diferente®.

Las células NK se mantuvieron en nimeros normales a lo largo del estudio

en los dos tipos de trasplante, siendo el numero discretamente elevado en los

pacientes que recibieron un TPH alogénico entre los 3 y los 12 meses post-TPH.

Estos datos coinciden con los de un estudio previo®®.

En conjunto y siempre que la enfermedad de base (tumoral principalmente) lo
permite, el TPH aut6logo consigue una recuperacion algo mas rapida y con menos

complicaciones que el TPH alogénico compatible.

- Reconstitucion Inmunoldgica en los receptores de Trasplantes

Alogénicos segun el diagnostico (Enfermedades Neoplasicas y no Neoplasicas)

Las enfermedades neoplasicas (hematoldgicas y tumores sélidos) ocasionan
una mayor afectacion del paciente en el periodo previo al trasplante por las
caracteristicas de la propia enfermedad, y del tratamiento quimio y/o radioterapico

empleado previamente al trasplante.

Las enfermedades no neoplésicas (hemopatias congénitas, anemia aplastica
severa e inmunodeficiencias) también afectan el estado general del paciente segun el
tipo de enfermedad (anemia, leucopenia, infecciones de repeticién, como en las IDP).
La no utilizacion de tratamientos quimio y/o radioterapicos intensivos previos, en

teoria deben tener un efecto menos inmunosupresor.
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En nuestra muestra se encontraron niveles ligeramente méas elevados de
linfocitos CD3" y CD8" a lo largo del estudio en los nifios con enfermedades
neopléasicas. Los linfocitos B CD19" se mantuvieron normales pero con un leve
aumento a partir de los 12 meses en los receptores de TPH con enfermedades
neoplésicas. Los linfocitos CD4™ no mantuvieron un patron regular a lo largo del
estudio, y no se observaron diferencias significativas en los nifios con diagnéstico de

enfermedades neoplasicas respecto a las no neoplasicas.

Por el contrario, las células NK alcanzaron los niveles normales un poco mas

répido en los nifios con diagndéstico de enfermedades no neoplésicas, de los cuales la

mayoria tenian el diagndstico de Inmunodeficiencia Severa Combinada (IDSC) y
presentan mas frecuentemente EICH (ver ejemplo en la figura 3 del estudio por
citometria de flujo). Este grupo de pacientes presenta una mayor variabilidad en la
recuperacion inmunoldgica y depende en parte del tipo de IDSC y los
inmunosupresores utilizados en el control de la EICH. Dado el reducido nimero de

estos pacientes no se pudo realizar analisis estadistico.

La funcion linfocitaria T evolucion6 en su mayoria de parcial a normal a
partir del primer mes post-TPH en los dos grupos de pacientes. Hubo un predominio
de la respuesta normal, con una recuperacion funcional discretamente mejor en los

pacientes con diagndstico de enfermedades neoplasicas en los primeros 6 meses.

Por lo tanto, el tipo de enfermedad no parece conllevar a diferencias

notables en la reconstitucion inmunolégica post-TPH en los nifios estudiados.

En la gran mayoria de las series estudiadas las enfermedades neoplasicas y no

neoplasicas, fueron evaluadas en conjunto % 1% 196 171, 172 150, 153, 158,

0 por separado
181 "El Ginico estudio en que se compard la reconstitucién inmunolégica en relacion al

tipo de enfermedad presentada no se encontré diferencias significativas' .
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- Reconstitucion Inmunoldgica segun la severidad de la Enfermedad
Injerto Contra Huésped (EICH) Aguda y Cronica y el Tratamiento

Inmunosupresor Utilizado

Los grados Il y 11l de la EICH Aguda y en mayor proporcion la EICH
Cronica, retrasan la velocidad de la reconstitucién inmunoldgica, por una probable
destruccion fisica del sistema inmune®”” *’. Los inmunosupresores utilizados para
prevenir o tratar la EICH y su propia presencia impiden la reconstitucion

inmunolégica 54, 75, 152, 155, 173, 177.

La EICH Aguda (EICHa) estuvo presente en los grados I, Il y Il en
nuestra serie de nifios estudiados. Cuando mas alto el grado de EICHa mas intensivo
el tratamiento inmunosupresor utilizado, hecho que puede repercutir en la

reconstitucion inmunolégica, como han demostrado otros estudios®’" ¢,

En nuestra serie, los nifios que desarrollaron la EICHa grado I, tuvieron una
recuperacion similar a la serie que no desarroll6 la EICH. La recuperacion de la

subpoblacién linfocitaria B CD19" fue mas lenta que la serie sin EICH. Los

linfocitos T tuvieron una funcion normal luego después del TPH.

Aquellos que desarrollaron la EICHa grado Il, presentaron una
recuperacion similar a la EICHa grado I, con un mayor retraso en la recuperacion
de los linfocitos B CD19".

Los nifios que desarrollaron la EICHa grado Ill, presentaron una
recuperacion aun mas lenta tanto en las subpoblaciones linfocitarias T como en la
B. Las células NK también tardaron un poco mas en recuperar, asi como la funcion

linfocitaria T.
Por lo tanto, en los grados inferiores de EICHa (I-11), donde la

inmunosupresion fue menos intensiva, con la administracion de pocos farmacos (uno

0 dos), se observd una menor o casi ninguna influencia de la EICH en la
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reconstitucion inmunoldgica. Por el contrario, en los grados superiores de EICHa
(>111), se observo una tendencia a una recuperacion mas lenta, lo que indica que el
desarrollo de los grados superiores de EICHa conlleva a un retraso en la
reconstitucion inmunoldgica, sobretodo en la subpoblacidn linfocitaria B CD19". A
pesar de haber un reducido nimero de pacientes que desarrollaron EICH en nuestra

muestra, es posible observar la referida tendencia.

La EICH Crénica (EICHc) localizada y extensa implica en un mayor
retraso en la reconstitucion inmune. El tratamiento inmunosupresor fue utilizado por
un periodo prolongado de tiempo en la mayoria de los pacientes que la desarrollaron,
hasta conseguir la remision de los sintomas, en algunos pacientes méas de 24 meses
(periodo de seguimiento de los pacientes en este estudio), lo que conllevo a una lenta

reconstitucion inmunoldgica.

En nuestra serie, el desarrollo de la EICHc localizada, supuso un retraso en

la recuperacion de las subpoblaciones linfocitarias T CD4", CD8" y CD19". Los

linfocitos T CD3" totales, las células NK y la funcion linfocitaria T no fueron

afectados en nuestra muestra en cuanto a la reconstitucion inmunolégica.

Aquellos nifios que desarrollaron la EICHc extensa tuvieron un mayor
retraso en alcanzar los valores normales para la mayoria de las subpoblaciones

linfocitarias. Las células NK y la funcién linfocitaria T no presentaron cambios

debido a la EICHc cuando comparamos con aquella serie de nifios que no

presentaron EICH.

Cuando analizamos la EICHc en conjunto (localizada y extensa), los valores

observados no difirieron de aquellos observados en la EICHc forma extensa.

Por lo tanto en la EICHc, debido a la utilizacion de varios tipos de farmacos
inmunosupresores por largos periodos de tiempo, la reconstitucion inmunolégica es
mas retrasada, como demuestra nuestra serie de nifios, respecto a los que no la

presentan.
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- Reconstitucion Inmunoldgica segun el grado de respuesta a las vacunas

del Tétanos y Hepatitis en relacion con los niveles de Inmunoglobulinas G

La inmunizacion de los receptores de un TPH es una practica habitual y es
necesario conocer la respuesta a las distintas vacunas. Hemos escogido dos de ellas,

la del tétanos y la de la hepatitis B.

El Tétanos, a pesar de ser una infeccion que no presenta mayor incidencia en
los pacientes trasplantados que en la poblacion general, sin embargo, es una
infeccion prevenible por vacunacién y la existencia de vacunas muy eficaces y
seguras justifican su administracién a estos pacientes®. Incluso en los pacientes con
EICHCc su aplicacion esta indicada y se obtienen resultados muy buenos, aungue se
requieren varias dosis para obtenerse respuesta® *** 23 Sy administracién en la
poblacion infantil es mas importante, sobretodo en los nifios en periodo escolar, que

Se exponen a mayores riesgos.

Los anticuerpos anti-tétanos son indetectables en la mayoria de casos tras el
TPH autélogo o alogénico® 2% 2% Cerca de 50% de los pacientes seropositivos
pretrasplante pierden sus anticuerpos al afio del TPH?®. La deficiente situacion
inmunitaria pretrasplante de muchos de los pacientes sumado a la negativizacion de
los anticuerpos, hace que la mayoria de los pacientes no estén protegidos frente al
tétanos en el periodo post-TPH. El hecho de que en Esparia el tétanos sigue teniendo
una incidencia considerable, una de las mas altas de Europa™, con un porcentaje
reducido de individuos inmunes entre la poblacion adulta, con s6lo un 20% a 30% de

los adultos con anticuerpos adecuados™, refuerza la utilizacion de esta vacuna.

La Hepatitis B ya es considerada una infeccion mas grave y/o frecuente en
los pacientes receptores de un TPH que en la poblacion general, habiéndose
comprobado respuesta vacunal satisfactoria®. Los receptores de un TPH, en general,
al tener que pasar por una fase prolongada de pancitopenia, reciben un volumen
importante de hemoderivados, sobretodo concentrados de hematies y plaquetas. A

pesar de los estudios seroldgicos de cribado que se realizan en los hemoderivados, el
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riesgo de infeccion transfusional por el virus de la hepatitis B ha sido disminuido
pero no eliminado. Esta razon, sumada al hecho de que Espafia es un pais de
endemicidad intermedia de hepatitis B, hace necesario proteger a los pacientes
mediante inmunizacién. Ademas, las vacunas disponibles son de ingenieria genética

y tienen un excelente perfil de seguridad. La presencia de EICH no contraindica la

vacunacion®®.

La inmunidad humoral se reconstituye lentamente tras el TPH, sobre todo
en aquellos pacientes con EICH, por lo que la respuesta inmunitaria frente a las
vacunas puede disminuir o incluso ser nula. Las subclases 19G, y 1gG4 son las que
mas tardan en alcanzar concentraciones normales, especialmente en nifios menores
de 2 afios. Cuanto mas tarde administremos una vacuna en el periodo post-TPH
mejor respuesta podemos obtener, por la existencia de mayores posibilidades de
tener un sistema inmunoldgico ya reconstituido®. Por esto, en nuestro estudio los
niveles de anticuerpos fueron medidos un afio post-TPH y a partir de un mes post-

vacuna.

No existen aln calendarios de vacunacion ampliamente consensuados en
nifios después de un TPH, si bien la menor incidencia de EICHc en el nifio que en el
adulto puede permitir la aplicaciéon de vacunas regladas en un porcentaje mayor en
los pacientes pediatricos™. Pero hay pautas de vacunacion consensuadas para todos
los pacientes que se exponen en el apartado de material y métodos y

recomendaciones del Grupo Europeo de Trasplante de Médula Osea.

Generalmente, en el TPH se consigue una correcta respuesta a las vacunas a
través de la administracién de dosis repetidas de las mismas®™ para aumentar el
porcentaje de células de memoria para cada antigeno vacunal. Por otro lado, puede
darse la transferencia de inmunidad del donante al receptor, cuando el donante tenga
su calendario vacunal actualizado previamente a la donacién de PH. Los linfocitos de
memoria son capaces de inducir en el receptor la produccion de anticuerpos a titulos

protectores de una forma mas precoz en el postrasplante. Esta demostrado esta
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transferencia para el virus de la hepatitis B, para el tétanos y también para el H.

influenzae®, si bien que en nuestro grupo no se determing esta respuesta.

En nuestra serie, los niveles de 1gG alcanzaron valores normales
(>600mg/dL) a partir de los 12 meses en los TPH aut6logos, que no tuvieron la
influencia de la administracién de inmunoglobulina i.v. como fue el caso de los TPH

alogénicos.

En el grado de respuesta a la vacuna anti-tétanos respecto a los niveles de
IgG, se observo que los valores de IgG fueron mayores en los pacientes que tuvieron

una buena respuesta en relacion aquellos que tuvieron una respuesta parcial a la

vacuna, a igual de la respuesta a la vacuna anti-hepatitis B. Todos los nifios
tuvieron cierto grado de respuesta a la vacuna antitetanica, en general por encima
del 80%, sin embargo apenas una parte tuvo respuesta a la vacuna de la hepatitis B,

por encima del 50%.

Algunos estudios, la mayoria en adultos, demuestran que la vacunacion
después del TPH se asocia a buenas tasas de seroconversion (70% a 100%) para la
hepatitis B> 2 aunque un porcentaje importante de pacientes puede perder
posteriormente los anticuerpos. Para el tétanos, también se encontraron buenas tasas
de seroconversion en la poblacién adulta (90% a 100%), siempre que se emplearon

mas de dos dosis de la vacuna®?®.

El andlisis de los niveles de anticuerpos naturales (ASTO) es un método
sencillo y de gran valor orientativo. En el post-TPH aln no habia sido estudiado
hasta la actualidad por los grupos de trabajo del TPH. Su estudio tiene particular
interés en la poblacion pediatrica pues ha demostrado ser un bueno parametro en el
estudio de la funcion linfocitaria B, y la capacidad de produccién de anticuerpos. Se
utilizan en todas las pautas de definicion de inmunodeficiencia de la respuesta
humoral. Otros anticuerpos naturales como las isohemaglutininas son IgM y sin valor

en los estudios de reconstitucion inmunologica en nifios.
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Los datos analizados en este trabajo sobre una poblacion de nifios
trasplantados, de los que no hay mucha informacion en la literatura, pueden ser de
gran utilidad en la modificacion de protocolos existentes tanto inmunosupresores
como inmunomoduladores (vacunas), por la obtencion de unos mejores resultados
tanto en la curacion completa de las enfermedades tratadas, como en la
reconstitucion inmunoldgica necesaria para disminuir las complicaciones infecciosas

tan frecuentes en esta modalidad terapéutica.
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6. CONCLUSIONES
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1. La completa reconstitucién inmunoldgica de la subpoblacién linfocitaria B
CD19" es més lenta que la de las subpoblaciones linfocitarias T CD3*, CD4" y
CD8". El cociente CD4'/CD8" aparece invertido a lo largo del primer afio del

estudio por una reduccion de los linfocitos T CD4".

2. Las células citotdxicas naturales (NK) tienen una recuperacion muy
temprana tanto en relacion a las fuentes utilizadas (MO, SCU y SP), como con los

tipos de trasplante y la enfermedad de base.

3. La SCU y la SP son las fuentes de PH que presentan un patrén de
reconstitucion inmunologica en relacion a las subpoblaciones linfocitarias mas

rapido respecto a MO.

4. Los grados superiores de EICH Aguda (> I11) y la EICH Cronica conllevan
a un nitido retraso en la reconstitucion inmunoldgica post-TPH, debido a la

utilizacion de farmacos inmunosupresores por largos periodos de tiempo.

5. El tipo de enfermedad de base del nifio no parece conllevar a diferencias

significativas en los hallazgos en la reconstitucion inmunologica post-TPH.

6. La recuperacion funcional de los linfocitos T no presenta diferencias
estadisticamente significativas segun los tipos de PH utilizados, ni por el tipo de
trasplante empleado o por el tipo de enfermedad de base del nifio, si bien la
recuperacion es mas lenta en los receptores de trasplante de SCU y en los pacientes

receptores de TPH alogénico.

7. La mayoria de los nifios que tienen anticuerpos anti-tétanos pre-vacuna
(vacunacion de la infancia), tienen buena respuesta en anticuerpos post-vacuna.
Cuando no se detectaron anticuerpos previos, la respuesta a la vacunacion fue buena

en la mayoria de los casos.
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8. La negativacion de los anticuerpos anti-hepatitis B ocurre en una mayor
proporcién que la de los anticuerpos anti-tétanos, y la respuesta post vacunacion en

conjunto fue menor en porcentaje que la anti-tétanos.

9. La produccidn de anticuerpos naturales medida por la determinacién de los
titulos de antiestreptolisina O (ASTO) en los nifios mayores de 2 afios, fue mayor en
los nifios que recibieron TPH de MO y de SP respecto a los que recibieron TPH de

SCU y en los nifios que recibieron TPH autdlogo, respecto al alogénico.

En conjunto, la reconstitucion inmunoldgica, observada a partir de un afio
post-TPH vy tras vacunacion, es mas variable en relacion a las fuentes de PH
utilizadas (MO, SCU y SP) que segun los tipos de trasplante (autlogo y alogénico) y

la enfermedad de base del nifio (neoplasica o no neoplasica).
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