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Abreviaturas utilizadas en el texto:

Ac: anticuerpo

Ac Mo: anticuerpo monoclonal

Ag: antigeno

ATG: globulina antitimocitica

CCDA: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo

Células NK: células natural killer.
CGH: célula germinal hematopoyética

CGHP: célula germinal hematopoyética pIurlpotenmal
CMLA: cancer de mama localmente avanzado

DMSO: dimetilsulféxido

EE: enfermedad estable

EICH: enfermedad injerto contra huésped

EMR: enfermedad minima residual

Epo: eritropoyetina

G-CSF: factor estimulante de colonias granulociticas
GM-CSF: factor estimulante de colonias granulocito-macrofagica.
ICL: reaccién o efecto injerto-contra-leucemia

ICT: irradiacién corporal total

Ig: inmunoglobulina

IL: interleukina

LAL: leucemia aguda linfoide

LAM: leucemia aguda mieloide

LGL: linfocito grande granular

LIF: factor inhibidor de la leucemia

LNH: linfoma No Hodgkin

M-CSF: factor estimulante de colonias monocito-macréfago
MM: mieloma muiltiple

NS: no estadisticamente significativa

PG: progresion de enfermedad

PHA: fitohemaglutinina

PWM: pokeweed mitogen

QAD: quimioterapia en dosis altas

RC: remisién completa

RNT: recaida no tratada

RP: respuesta parcial

SCF: stem cell factor

TCGH: trasplante de células germinales hematopoyéticas
TCSP: trasplante de células germinales de sangre periférica

TMO: trasplante de médula ésea
TPO: trombopoyetina
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El trasplante de médula 6sea es un procedimiento terapéutico que ha
pasado de ser una tratamiento experimental en los afios 70, a estar totalmente
integrado en los esquemas de tratamiento de gran nimero de enfermedades,
entre las que se incluyen las inmunodeficiencias y otros trastornos congénitos,
aplasia medular, neoplasias hematolégicas y tumores soélidos. El nGmero de
trasplantes que se realizan anualmente ha crecido de forma muy importante, de
modo que el numero total de trasplantes realizados en Europa ha aumentado 10
veces en los Ultimos 10 afios, siendo en 1994 de 10.066'. La evolucién de la
actividad europea en trasplantes de precursores hematopoyéticos se resume en
la Figura 1.

La eficacia de este procedimiento estd condicionada por multiples factores
entre los que destacan los relacionados con la resistencia de las células
tumorales a la quimio-radioterapia, en el caso de enfermedades neoplasicas, y los
relacionados con el desarrollo de la reaccidn enfermedad injerto contra huésped
(EICH), en el caso de TMO alogénico. Sin embargo, la recuperacién de un
sistema inmune funcional es imprescindible para una supervivencia prolongada
después de un trasplante de médula 6sea, ya que la inmunodeficiencia adquirida
postrasplante puede influir no sélo en la frecuencia y gravedad de las infecciones,

sino en el control de la posible enfermedad neoplasica residual.
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En los dltimos afios se han producido tales avances en el plano biolégico y
de aplicacién clinica en relacion con el trasplante de médula 6sea, que ha hecho
necesario redefinir términos y conceptos. El término trasplante de médula ésea se
ha reemplazado por el de trasplante de células germinales hematopoyéticas
(TCGH) para incluir células germinales de otro origen como es la sangre periférica
o la sangre de cordén umbilical. La evolucién del tipo de célula germinal utilizada
en los Ultimos arios en Europa ', se resume en la Figura 2.

La recuperacién hematoldgica es diferente dependiendo del origen de las
células germinales hematopoyéticas utilizadas y del tipo de donante (autélogo y
alogénico con o sin diferencias antigénicas HLA), y existen datos preliminares que
indican que también puedan existir diferencias en la recuperacién inmune.

Tras la identificacion parcial de la estructura y funcién de los diferentes
componentes del sistema inmune post-TCGH, en los Gltimos afos, se han
iniciado estudios para determinar los diferentes patrones de recuperacién inmune
en funcién del tipo de donante y origen de las CGH, su influencia en la frecuencia
de infecciones y recaida de la enfermedad, asi como en la posibilidad de manipu-
lar el sistema inmune para no sélo prevenir infecciones, sino también prevenir o
tratar las recaidas postrasplante y las neoplasias secundarias.

El TCGH autélogo constituye un modelo mas idéneo que el trasplante
alogénico, para el estudio de la reconstitucion inmune ya que intervienen un

menor nimero de factores que pueden provocar alteracion inmune afadida.
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FIGURA 2

Origen de los precursores hematopoyéticos para
trasplante autélogo en Europa desde 1991 hasta 19941
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Este estudio ha tenido como objetivos establecer el patron de reconstitu-
cién inmune tras trasplante autdlogo de células germinales hematopoyéticas de
diferente origen (MO y CGSP) en el grupo global de pacientes y en el subgrupo
de pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo, tratado con TCGH autélogo
en nuestro Servicio, estudiando su posible inrﬂurenrcia enrel desarrollo de recidiva
neoplasica y estudiar las posibles diferencias en el ritmo de recuperacién inmune
de pacientes con diagnéstico de enfermedad hematolégica con la de tumores

solidos.

1.1. TRASPLANTE DE CELULAS GERMINALES HEMATOPOYETICAS.
I.1.1. Concepto y antecedentes histéricos.

El TCGH, consiste en la administracion de células progenitoras
hematopoyéticas de un donante HLA total o parcialmente compatible (alogénico)
o la del propio paciente (autélogo) previamente extraida, con el fin de recuperar la
actividad hematopoyética e inmunolégica que ha sido destruida por efecto
secundario de un tratamiento citotoxico con dosis altas de quimioterapia y/o
radioterapia que intentan la erradicacién de un proceso neoplasico o inducir una
inmunosupresién que permita el injerto de dichas células.

El uso de quimio-radioterapia en dosis altas en procesos neoplasicos se
basa, en la relacion demostrada entre la dosis de farmacos y el efecto citotoxico
antitumoral. La maxima dosis tolerada de muchos agentes esta limitada por su

toxicidad sobre las células medulares normales. La dosis de quimio/radioterapia
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se puede aumentar considerablemente si es seguida de un TCGH con el fin de
restaurar la hemopoyesis.

El tratamiento quimio-radioterapico citotoxico tiene los siguientes objetivos:
a) producir una inmunosupresion del huésped necesaria para que injerte la
médula 6sea HLA parcial o completamente compatjble.

b) la destruccién del clon celular tumoral o con alteracién genética que permita la
erradicacion de la enfermedad.

¢) crear un espacio libre de células tumorales y células hematopoyéticas previas
que permita la implantacion de células germinales hematopoyéticas normales.

La administracién de CGH posterior tiene como objetivo el aportar células
con capacidad de autorenovacion previamente reducidas por el propio trastorno
hematopoyético como ocurre en la aplasia medular o en algunos tipos de inmuno-
deficiencia severa, o reducidas por la administracion del tratamiento citotéxico
previo.

El desarrollo del TMO se inicia tras la segunda guerra mundial. Los efectos
hematolégicos producidos por la irradiacién en los supervivientes de las
explosiones atémicas de Hiroshima y Nagasaki, estimularon la investigaciéon del
potencial radioprotector de la médula 6sea en animales de experimentacién. Los
avances en el desarrollo de la técnica de TMO se deben a la aplicacién de los
resultados obtenidos en estudios experimentales en roedores, perros y monos y a
los procedentes de la investigacién clinica 2 |a irradiacién corporal total (ICT) en
dosis de 5 a 7 Gy, produce una insuficiencia medular letal sin toxicidad intestinal

ni neurolégica.
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Sin embargo, ya a principios del presente siglo, en 1922, un investigador
danés, llevé a cabo estudios intentando modificar el dafio inducido por radiote-
rapia en animales de experimentacion *. La proteccion de los miembros inferiores
prevenia el desarrollo de trombopenia y complicaciones hemorragicas.

Algunos afos mas tarde, en 1.949, Jacobson demostré que ratones irradia-
dos letalmente se podian recuperan si se protegia el bazo, sirviendo posible-
mente éste como un injerto hematopoyético .

En 1.951 Lorenz demostré que la hematopoyesis podia ser restaurada en
ratones radiados con dosis letales mediante la administracién parenteral de
médula singénica °.

En 1.957 E.D. Thomas demostré en humanos que se podian infundir con
seguridad grandes cantidades de células hematopoyéticas obteniendo un injerto
medular transitorio ®. Este autor junto con Mathé, son los pioneros en el desarrollo
clinico del TMO. En 1963 Mathé describié por primera vez el cuadro clinico de
EICH agudo y aport6 la primera evidencia de supervivencia duradera con prendi-
miento completo del injerto en una paciente con leucemia aguda ™8 Asimismo
propuso la necesidad de administrar grandes dosis de ICT con objetivo antitumo-
ral y la aplicacién de técnicas estériles en el manejo de este tipo de pacientes.

En 1.967, Van Bekum y De Vries describen la EICH, caracterizada por
pérdida de peso, adelgazamiento, grave diarrea y muerte en un grupo de ratones
que habian recibido células del bazo de otra especie, e interpretada como un
fendmeno de agresion inmunolégica de los linfocitos del donante frente a tejidos

del receptor >1°.
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A pesar de los casos esporadicos realizados durante la década de los 60,
la incorporaciéon del trasplante de médula ésea como parte habitual del trata-
miento tuvo que esperar al desarrollo de diferentes areas de la medicina. La mas
importante de ellas fue el descubrimiento y caracterizacion progresiva del sistema
de histocompatibilidad basico para la seleccién del donante de médula ésea.
También necesario fue el desarrollo de las medidas de soporte de pacientes en
situacion de pancitopenia durante varias semanas, entre ellas las de mayor
impacto clinico fueron el desarrollo de antibi6ticos y antifiingicos mas eficaces y
de técnicas de recoleccion de plaquetas de donantes normales.

Hasta finales de 1.960 los resultados fueron desalentadores, por una parte
por realizar las indicaciones en pacientes con enfermedad avanzada y resistente
y por otra por la dificultad para controlar la EICH, fatal en la mayoria de las
ocasiones, debido a la utilizacién de médula no histocompatible asi como por la
gravedad de las infecciones en pacientes neutropénicos e inmunodeprimidos.

Es a partir del afio 1.975 en que convergen los desarrollos sefalados y
E.D. Thomas y colaboradores, del Fred Hutchinson Research Cancer Center en
Seattle, precisan la tecnologia del TMO iniciando la era del desarrollo clinico del
TMO M. El estudio de la recuperacion inmune postrasplante se inicia a mediados
de los afios 80, al constatarse el aumento de la frecuencia de infecciones y la
persistencia de alteraciones del funcionalismo inmune durante varios meses e

incluso afios después del trasplante 121314
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1.1.2. Mecanismos de curacion del trasplante

Los resultados actuales del TCGH en el seno de la estrategia de
tratamiento de diversas neoplasias, indican que la radio-quimioterapia de
acondiciqnamiento, puede no ser suficiente para eliminar la poblacién tumoral en
cierto numero de casos "*'°. )

El mecanismo de curacion del TCGH no esta totalmente aclarado. A pesar
de que se relaciona fundamentaimente con el efecto antileucémico de la
quimio/radioterapia en altas dosis, existe evidencia de la contribucién de la
reaccion inmunolégica denominada injerto-contra-leucemia (ICL) asociado al
TCGH alogénico ejercida por los linfocitos del donante de forma relativamente
paralela a la reaccion que induce la enfermedad injerto contra huésped (EICH) *.

Esta demostrado que la reacciéon ICL es un mecanismo de curaciéon de
gran importancia en el trasplante alogénico en leucemia aguda'® y linfoma. La
ausencia de esta reaccién es la razén fundamental de la mayor tasa de recaida
tras trasplante singénico y autélogo. Esta reaccion de injerto frente a tumor puede
ser operativa también en diferentes neoplasias hematolégicas y en tumores
sélidos.

Ciertos tumores solidos, entre los que se incluye el carcinoma de mama,

expresan en una proporcion importante, antigenos HLA-DR 2%%122

y, por tanto,
con capacidad de ser la célula diana en reacciones de citotoxicidad mediada por
linfocitos que requieren la presencia de dichos antigenos del complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH). Tras diversos estudios experimentales que

10
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demostraron el efecto antitumoral de la inmunoterapia postrasplante con

23,24,25

ciclosporina y/o interferén , algunos estudios recientes han demostrado que

ciertas formas de inmunoterapia pueden inducir el desarrollo de una reaccién
. . . 26 ._27,28,29
GVL, tras trasplante autbélogo en pacientes con linfoma “°, leucemia y con
. 30,31,32,33 C .

cancer de mama . El desarrollo de GVL se correlacioné con la presencia

de linfocitos citotdxicos frente a linfocitos de pacientes obtenidos pretrasplante.
Recientemente ha sido demostrado que la actividad NK en humanos (al

igual que en ratones), es regulada por la expresién de mdltiples receptores de

membrana para diferentes especificidades de moléculas de clase | del CMH, con

distribucion clonal 343536:37:38,39,40

Por tanto, esta actividad citotéxica parece
ejercerse a través de antigenos de clase | (HLA-B y HLA-C).

A pesar de que esta reaccién ICL no existe en el trasplante autdlogo, el
estudio de la recuperacién inmune demostrd que en la fase precoz se produce
una elevacion transitoria de células con fenotipo y actividad citotéxica de amplio
espectro, que puede ser de utilidad para defensa frente a infecciones desde un
periodo inicial y tener influencia en el control de la enfermedad neoplasica
residual.

Después del TCGH, las células NK recuperan niveles normales en un
tiempo escaso (21-40 dias) *'. Se ha descrito que tras TAMO o TMO alogénico
realizado con depleccion de células T como profilaxis de EICH, la recuperacion de
células LGL tiene actividad LAK espontanea (sin asociacién aparente a infeccién

viral o EICH ) durante 2-3 meses, para luego desaparecer 2%,

11
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Esta actividad citotéxica natural puede ser de gran importancia como
actividad antiviral y antitumoral mientras que se recupera la funcién inmunolégica
mas especifica. De hecho, existen datos preliminares que relacionan una mayor
frecuencia de recidiva neoplasica con persistencia de baja actividad citotéxica
natural postransplante de médula 6sea .

En un estudio de 50 pacientes sometidos a TMO, se observé correlacién

entre actividad NK baja y déficit de produccion de interferén e infeccién viral de
curso fatal, frente a la mejor evolucién de aquellos pacientes con actividad NK
normal **,
Tanto estudios en animales de experimentacién como estudios prelimina-
res en humanos, parecen indicar que la reconstitucién inmune es mas rapida en
el TCSP que en el TAMO *** probablemente en relacién con diferencias cuanti-
tativas y cualitativas de la poblacion linfoide administrada. Estas diferencias
pueden ser de importancia, dado su actividad inmunoterapica potencial. El
aumento de la actividad natural killer (NK) o subtipos de linfocitos T de forma
temprana tras trasplante autélogo con CGSP, se puede asociar con un efecto ICL
y pueden ser potencialmente manipulados mediante su activacién adicional con la
administracién de agentes inmunomoduladores.

En este contexto, la inmunoterapia adoptiva con diversas citocinas entre
las que se incluyen interferén, interleucina-2 o GM-CSF, puede tener gran interés
como terapia adyuvante en pacientes con cancer. Diversos autores han
demostrado, mediante estudios in vitro que la funcién NK esta considerablemente

disminuida en pacientes portadores de diversas hemopatias malignas **4 y

12
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neoplasias sélidas, normalizandose, con frecuencia, con la administracion de IL-2
% Por otra parte, la accién inmunolégica antitumoral puede ser mas eficaz
cuando la masa tumoral residual es escasa como debe ocurrir tras la quimio-

radioterapia intensiva seguida de trasplante ®'.

1.1.3. Valoracion de las CGH para el trasplante

En el campo de la aplicacién clinica las células para trasplantar ya sean de
MO, SP movilizada o de cordén umbilical, deben ser capaces de producir una
recuperacion rapida y estable. Se valoran mediante la determinacién de las CFU-
GM y las CD34+. Las CFU-GM representan un estudio funcional aunque tienen la
desventaja de la variabilidad entre los centros, en este tipo de cultivo, por los
diferentes medios de condicionamiento (linfocitos estimulados, placenta, STF), asi
como la necesidad de esperar de 10-14 dias para obtener el resultado. Las
determinaciones de CD34 mediante citofluorometria han demostrado ventajas en
cuanto a sencillez, rapidez en la determinacién, asi como mayor reproducibilidad
entre los centros siguiendo las recomendaciones indicadas para su determinaciéon
52

En el TAMO®** y en el TCSP **%"% ¢| nimero de CD34+ se
correlaciona con el de CFU-GM y con la recuperacion hematoldgica. Los casos en
los que la correlacion no es tan buena, probablemente sea debido a las
dificultades y la variabilidad de las técnicas.

Sutherland ha demostrado la capacidad de determinar células CD34+ a

niveles de 0,01-0,1%, esto permite la monitorizacion diaria de las CD34+ en SP

13
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durante la movilizacién con QT y/o FCH para determinar el momento 6ptimo para
comenzar las aféresis. La movilizacion de CGH a SP inducida por QT puede
incrementar hasta 100 veces en nimero de CFU-GM respecto a la fase estable.
El momento en el que aparece mielemia y monocitosis es predictivo del aumento
de CGH, este intervalo es poco duradero.r La combjnacién de FCH y QT aumenta
de 5-10 veces los CGH circulantes y el nimero de CD34+ obtenidas de SP
movilizada es de 10-20 veces superior a las que se obtienen de MO. La
administracién de QT y FCH precisa de un seguimiento aproximadamente de dos
semanas con recuentos de leucocitos y neutréfilos o determinaciones de CD34+
para detectar el momento del incremento de CGH y comenzar las aféresis,
existiendo variabilidad entre los pacientes. Es conveniente realizar un seguimiento
de CD34+ diario a partir de los 10 dias de la QT. Hay datos que sugieren que las
CGH mas inmaduras, responsables de la reconstitucién a largo plazo, son las
primeras en aparécer. Las CD34+ comienzan a aparecer 24-48 h antes que las
CFU-GM vy el pico de ambas coincide. Cuando la movilizacién se realiza con G-
CSF sin QT este incremento se produce entre el 5°-7° dia del inicio.

E!l nimero de CGH adecuado para transplantar no se encuentra totalmente
definido. Considerando una buena recuperacion hematolégica cuando se
alcanzan 0.5 x 10%/1 neutréfilos en 11 dias y 50 x 10% plaquetas a los 14 dias,
Gianni encuentra que el 95% de los pacientes trasplantados con CGSP que

contiene 50x10* CFU-GM y 8 x10° CD34, consiguen dicha recuperacion. La

cantidad minima segura, se encuentra en torno a 2x1 0° CD34 y 10x10* CFU-GM.

Teniendo en cuenta la variabilidad de los centros en las determinaciones, las

14
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caracteristicas clinicas de los pacientes como edad, QT previa, afectacion de
MO, tipo de QT de intensificacién o los diferentes tipos de movilizacién, estas
cifras deben ser consideradas en las diferentes situaciones, ya que todo ello
puede influir en la cinética de la recuperacién. Valores relativamente bajos de
CD34+ alargan la recuperacion de neutréﬁlos der 1-2 dias, mientras que la
recuperacion de plaquetas se alai'ga mas.

La recuperacién precoz se produce a partir de las CGH comprometidas
como lo demuestran estudios que presentan una buena correlacién entre CFU-

GM, CD34+/CD33+ y la recuperacion 59

1.1.4. Trasplante de médula 6sea.
1.1.4.1. Técnica de extraccion y procesamiento de médula
Osea.

La técnica de extraccion de médula 6sea sigue siendo basicamente la
descrita por E.D. Thomas en 1970. El paciente (en el caso de un trasplante
autdlogo) o el donante ( en el caso de un trasplante alogénico o singénico), se
someten a anestesia general o epidural y se extrae la médula mediante puncio-
nes multiples de las dos crestas iliacas posteriores vy, si fuese necesario, de las
crestas iliacas anteriores y el esternén. En cada punto se extrae un maximo de 3
ml. para evitar una diluciéon excesiva con sangre periférica y reducir el nimero de
linfocitos en el aspirado. El volumen aproximado extraido mediante 100
punciones es entre 600 y 1.200 ml (10 ml/Kg), de donde debe obtenerse una

cantidad minima de 2 x 10® células mononucleadas/Kg de peso del paciente.
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Estas cifras deben ser estrictamente respetadas o incluso ser superiores cuando
la médula se somete a crioconservacion o tratamiento ex vivo, debido a la reduc-
cion de la viabilidad celular que se produce durante estos procesamientos puede
alcanzar hasta el 50%, aunque generalmente no sobrepasa el 10-15%. I;a
médula 6sea_ se filtra y se coloca en una bolsa de transfusién para administrarla al
paciente por via intravenosa en 1 hora.

Cuando la médula ésea procede del propio paciente y se va a realizar un
trasplante autélogo se concentra para aumentar la proporcién de células
germinales, reducir el volumen de hematies y polinucleares, facilitar la
crioconservacion y el tratamiento ex vivo si fuese necesario .

En realidad no se conoce con exactitud el papel de la posible contamina-
cion medular en la induccién de la recaida tumoral. Sin embargo, dado que la
recidiva es la principal causa de fallo de TMO, se han intentado diversos tipos de
tratamiento in vitro de la médula ésea con el fin de eliminar las células tumorales
clonogénicas residuales de la médula ésea autéloga ® Los métodos utilizados
son quimicos (derivados de la ciclofosfamida: mafosfamida o ASTA-Z),
inmunolégicos (anticuerpos monoclonales frente a antigenos especificos para la
célula tumoral asociados a complemento), bioldgicos (interferén, interleucina-2),
fisicos (separacion con lectinas o mediante centrifugacién) y métodos
combinados (inmunoquimicos e inmunofisicos).

Sin embargo, el tratamiento in vitro tiene 2 grandes dificultades: 1.- No

existen grandes diferencias en el metabolismo ni en las caracteristicas
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antigénicas entre la mayoria de las células tumorales y las CGH; 2.- No existe un

método in vitro efectivo para la valoracién de la eficacia de este proceder.

1.1.4.2. Criopreservacion.

Tiene como finalidad mantenerr Ia yiabilidad dre las células germinales a
temperaturas de -196° C (nitrégeno liquido) tras un proceso de congelacién
progresivo. En esta situacién pueden conservarse durante varios afios, ya' que se
detienen todas las reacciones metabdlicas y enzimaticas. Para la congelacion se
afnade a la médula dimetilsulféxido (DMSO) en una concentracién final del 10%,
que actda como crioprotector. Este producto es téxico para las células hemato-
poyéticas a temperaturas superiores a 4°C, por lo que tanto la congelacién como
la descongelacién se debe hacer de forma rapida limitando el tiempo de exposi-
cién. La descongelacion de la médula se realiza de forma rapida a 37-40° C y se
administra inmediatamente al paciente.

1.1.5. Trasplante con células germinales de sangre periférica
(TCSP).

Hasta hace aproximadamente 10 afios la unica fuente de CGH utilizada
para trasplante ha sido la médula 6sea. Ya previamente, en 1.951 se habia
demostrado la existencia de CGH circulantes en sangre mediante la observacion
que las células mononucleadas de sangre periférica podian proteger a ratones
irradiados de una aplasia medular mortal. La presencia de estas células en el

hombre fue demostrada en 1.971 por Chervenick y Boggs.
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Las células primitivas, tanto los progenitores comprometidos como las
células madre, se pueden detectar en la circulacién sanguinea durante toda la
vida. Sin embargo el nimero y la composicién de las mismas varia en los
diferentes estadios de la vida®*®. Durante la época fetal, la hematopoyésis esta
localizada inicialmente en el higado, trasladandose luego al bazo y por ultimo a la
médula ésea; durante todo este periodo grandes cantidades de células primitivas
(CD34+) se encuentran el la circulacion y van disminuyendo progresivamente con
el desarrollo fetal. En el momento del parto, la proporcién y namero total de
células CD34+ encontradas en el cordéon umbilical es similar al que existe en la
médula 6sea de adulto.

En la vida adulta, la sangre periférica en situacién basal, contiene aproxi-
madamente un 0,2+0,1% de células CD34+, es decir, una décima parte de las
contenidas en la médula ésea (1,8 £ 0,9%). Este nUmero aumenta varias veces
durante la fase de recuperacién siguiendo al tratamiento con QT citotdxica, asi
como durante el tratamiento con diversos factores de crecimiento
hematopoyético, como el G-CSF, GM-CSF y la interleukina-3 54°5,

El fenémeno de movilizaciéon se define como la entrada de gran cantidad
de progenitores en sangre periférica, a diferencia de lo que ocurre durante la
fase basal de la hematopoyesis, y se considera inverso al fenémeno de "homing"
observado durante el desarrollo fetal, y tras la infusiéon de las células madre en el
trasplante.

Los progenitores, tanto las células madre responsables de la hemopoyesis

a largo plazo, como los precursores comprometidos hacia lineas celulares
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determinadas se localizan en la capa de células mononucleadas de la sangre
periférica y pueden obtenerse por técnicas de aféresis.

La deteccién del fendmeno de movilizacion, junto con el desarrollo de la
tecnologia para la recoleccidn diferencial de células sanguineas, ha permitido el
desarrollo del trasplante a partir de CGH de sangre periférica.

Las ventajas potenciales del trasplante con CGSP son basicamente tres:
1.- Las CGSP se pueden obtener sin el requisito de una médula ésea pélvica
normal, 2. Elimina la necesidad de anestesia general o epidural, 3.- La
reconstitucion hematolégica es substancialmente mas rapida que cuando se
utiliza médula ésea. La posible menor contaminacién tumoral de la SP no ha sido
demostrado clinicamente con la reduccion de las recaidas.

No existen dudas de que las CGH de SP son capaces de conseguir una
reconstitucion hematolégica precoz completa tras una quimio-radioterapia
mieloablativa. En animales de experimentacion existe evidencia amplia de que las
CGH de SP reconstituyen la hemopoyesis de forma permanente. Los estudios
con seguimiento mas prolongado parecen confirmar en humanos que estas
células pueden mantener la hematopoyesis a largo plazo al mismo nivel que la
MO. Los estudios de marcaje genético de las células reinfundidas podran
demostrar el origen de la hematopoyesis a largo plazo en el paciente
trasplantado.

La concentracion de las distintas subpoblaciones de células hemétopoyé—
ticas primitivas es diferente en MO y en sangre periférica. En la MO existe una

proporcién progresiva continua de precursores progresivamente mas diferen-
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ciados. En sangre periférica la relacidbn entre progenitores mas inmaduros e
intermedios es mas bajo que en MO, es decir, predominan los mas diferenciados,
responsables de la recuperacion hemopoyética temprana tras trasplante pero con
potencialmente menor capacidad de mantener la hemopoyesis de forma tardia
(permanente).

En comparacién con MO, el producto obtenido de la SP contienen 3 veces
mas células CD34+, 7-10 veces mas linfocitos T (con predominio de linfocitos
CD4+) y 20 veces mas células NK.

El nimero de células mononucleadas de sangre periférica, CFU-GM y
células CD34 positivas que se recomienda administrar para asegurar un prendi-
miento medular estable, es mayor que cuando se utiliza médula 6sea, siendo de 7
X 108/Kg y 1-10 x 1051Kg peso del paciente, respectivamente.

1.1.5.1. Obtencion y procesamiento de CGSP.

Actualmente se utilizan basicamente 3 métodos de movilizacién:

1. Quimioterapia, 2. Factores de crecimiento hematopoyético (FCH) y 3.
Asociacién de quimioterapia y FCH.

El fenotipo de las células CD34+ movilizadas es muy similar al de las CD34
de MO en situacién basal, aunque existen ciertas diferencias significativas:
Cualquiera que sea el método de hovilizacién, las células CD34+ movilizadas a
SP tienen menor expresion de c-kit y CD71, y menor retencién de rodamina
(Rh123).

Mecanismos de movilizacién.- Las bases moleculares que condicionan

la liberacion de las células progenitoras a la sangre periférica no estan
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completamente comprendidas y al parecer pueden estar implicados varios
mecanismos y dependen del método usado para movilizarlas. Las células
hematopoyéticas poseen un numero importante de receptores para las moléculas
de adhesién, cuyos ligandos se demuestran en el estroma medular; parece que
esta interacciéon (célula hematopoyética-mqlecula de adhesion-celula estromal)
constituye el mecanismo principal de retencién de las células progenitoras en la
médula 6sea en situacién basal, y por tanto la ruptura de dichas interacciones
originaria la liberacion de las células progenitoras a la sangre .

Los diversos factores de crecimiento ejercen un papel fundamental en el
control de las interacciones a través de las moléculas de adhesién, regulando su
expresioén, activacion, sintesis o degradacion. Se ha podido observar que el 75%
de las células CD34+ de la médula ésea expresan el c-kit, y se adhieren a los
fibroblastos a través de su interaccion con el SCF, sin embargo, las células
CD34+ de la sangre periférica movilizadas con ciclofosfamida solo lo expresan en
un 18%, por ello se puede considerar que el cambio producido en la expresién de
dicha molécula de adhesién facilitaria la liberacién de las células progenitoras .

Otros mecanismos que pueden explicar la movilizacién son el aumento de
la circulacion de las células progenitoras expandidas en médula 6sea (como
ocurre en la fase embrionaria), estimulo no fisiolégico de la hematopoyésis tras
dario subletal de la médula secundario a QT, o modificaciones del microambiente
y/o de las integrinas.

Contaminacion tumoral del inoculo de células germinales.

Inicialmente, una de las ventajas atribuidas a los trasplantes con células
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germinales de sangre periféricas fue la menor posibilidad de contaminacién
tumoral de la SP sobre la médula 6sea. Estudios de enfermedad minima residual
utilizando técnicas de analisis citogenético, reordenamientos de genes por
Southern blot o PCR, analisis inmunolégico de diferenciacién antigénica o
ensayos clonogénicos, han demostrado que la contaminacion tumoral de la SP es
mas frecuente de lo que habitualmente se detecta con métodos histologicos de

rutina 69,70,71

, aunque la cantidad o carga tumoral de la SP medida por PCR o
cultivos celulares es menor que la detectada en MO.

. Pérécé due en determinadas enfermedades, si existe afectacién de la
médula por tumor, las técnicas de movilizacion son capaces de inducir la
liberacion de dichas células junto con los progenitores hematopoyéticos, y que
esto se produce fundamentalmente tras los primeros ciclos de QT administrados
al paciente, cuando la masa tumoral es todavia alta 2 Esto obliga a que
optimizar el momento de la recoleccion para minimizar la posibilidad de
contaminacion tumoral. Los riesgos de mayor contaminacién tumoral, al igual que
en la médula 6sea, se presentan en enfermos afectos de leucemias agudas o
cronicas, mieloma multiple y linfomas de bajo grado. Con menor probabilidad de
afectacion tumoral, estan los linfomas de alto grado, la enfermedad de Hodgkin y
los tumores s6lidos como el cancer de mama y el cancer de pulmén de células
pequenas.

Se desconoce cual es el significado bioldégico de la reinfuéic’:n de

cantidades limitadas de células tumorales viables ya que la presencia de estas

células en el injerto puede ser un marcador indirecto de la persistencia de una
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masa tumoral alta en el paciente. A pesar de existir trabajos 7>

que demuestran
mediante técnicas de marcaje genético que la recaida de la enfermedad puede
estar originada por las células tumorales presentes en el producto a trasplantar,
en la mayoria de los casos y sobre todo en tumores sélidos el origen mas comun
de la recidiva postrasplante autdlogo parece estar en la enfermedad residual
endégena resistente a la QT.

Se esta determinando cual es el valor de las técnicas de purgado tumoral y
de seleccion positiva de células CD34+ como métodos de reducir entre 2-4 log la
contaminacion tumoral.

El proceso de movilizacién supone la salida de progenitores desde la MO
hacia territorios extramedulares (bazo e higado). En base a la reduccién del
contenido de progenitores en MO, se ha calculado un eflujo de un 0.5-3% CFU-
S/hora durante los 6 dias de administracion de G-CSF.

En la movilizacién inducida por quimioterapia la movilizacién parece
relacionarse con lesién del microambiente medular. En el caso de la movilizacién
por FCH, se relaciona con modificacion del fenotipo por la diferente expresion de
moléculas de adhesiéon. La menor expresién de c-kit en las células CD34+
movilizadas (sea cual sea el método de movilizacién) y la interrelacion de stem
cell factor (SCF) y c-kit, sugiere que esta relacion ligando/receptor puede ser el
modulador crucial de la relacion de la célula germinal y el estroma
hematopoyético y del proceso de movilizacion.

1.1.5.2. Criopreservacion.

El proceso de criopreservacion hasta el momento de la reinfusion, es
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similar al descrito para la médula ésea. Las células progenitoras una vez
recolectadas van a ser almacenadas en nitrégeno liquido hasta su reinfusion para
lo cual, sin mayor manipulacién, se mezclan con plasma autélogo o una soluciéon
albuminosa y dimetilsulfoxido (DMSO) como agente crioprotector, a una
concentracién final del 10%, y son congeladas con un aparato de velocidad de
congelacion programable (1-3 °C/min). Como alternativa valida se puede utilizar la
congelacion no programada a -80 °C, usando como crioprotector la mezcla de
DMSO al 10% y HES al 6% ’°. La reinfusién se realiza tras la descongelaciéon
rapida de la bolsa mediante inmersién en bafo a 37 °C, sin eliminacién del
crioprotector ni uso de filtros, usando un catéter central.

I.1.6. Preparacion del paciente y bases del tratamiento quimio-
radioterapico intensivo.

Antes de la infusion de CGH es necesario administrar un tratamiento de
preparacion o acondicionamiento que tiene como objetivos la inmunosupresién
del paciente y erradicar el clon celular tumoral. Ello se realiza con radioterapia y
quimioterapia a dosis letales para la médula 6sea.

En los casos en que el TCGH se realiza en enfermedades malignas, el
tratamiento de intensificacion es Unicamente una parte de un esquema terapéu-
tico que intenta la erradicaciéon de la enfermedad. El tratamiento con quimiote-
rapia de induccién inicial (especifica para cada enfermedad) con el objetivo de
alcanzar la remisiéon completa (RC), la intensificacion con radioterépia y/o

quimioterapia previa al TCGH y el eventual efecto del injerto contra la leucemia,
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reducen progresivamente logaritmos celulares tumorales para obtener la curacién
de la enfermedad.

Los resultados del TCGH realizado en diferentes momentos evolutivos de
diversas enfermedades neoplasicas muestra claramente la importancia de
practicar el tratamiento intensivo en situacion de RC, por el menor volumen
tumoral que ello supone y, por constituir un subgrupo de pacientes relativamente
qguimiosensible. La utilidad del TMO realizado en fases avanzadas de la
enfermedad, es generalmente marginal.

La aplicacién de dosis elevadas de quimioterapia se basa en la teoria de
Goldie y Goldman que indica que las células tumorales son mas sensibles a
concentraciones mas elevadas de farmacos y cuando el tiempo de duplicacién de
éstas es ademas mas corto y por lo tanto hay mas células en ciclo. Por otra parte,
la posibilidad de desarrollo de un clon celular resistente es proporcional al nimero
de divisiones celulares y por este motivo los tumores mas grandes tienen mas
probabilidad de tener mas clonas resistentes que los pequenos. El efecto dosis-_
respuesta se ha demostrado para diversos farmacos, especialmente los agentes
alquilantes, Unicamente en ciertos tumores denominados quimiosensibles como
son los LNH, enfermedad de Hodgkin y las leucemias agudas.

El efecto-dosis tiene como limite para su aplicacién en clinica la toxicidad
extrahematopoyética.

La seleccidn de los farmacos para intensificacion en TMO debe eféctuarse
con arreglo a los siguientes criterios: a) sinergismo demostrado en animales de

experimentacion o en clinica; b) curva dosis-respuesta en lineas celulares linea
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descendente; ¢) no resistencia cruzada; d) posibilidad de utilizar dosis al menos 5
veces superior a la estandar; e) no potenciaciéon del efecto toxico extramedular
por los farmacos; f) rapida eliminacién para permitir el injerto de médula 6sea i
Los farmacos mas utilizados son los alquilantes (ciclofosfamida, melfalan,
busulfan, tiotepa) por su amplitud antitumoral, intensidad de su efecto y mayor
dificultad para generar resistencias. Otros farmacos usados son el etopésido,
carboplatino, cisplatino, arabinésido de citosina y BCNU. En la Tabla 1 se

exponen la dosis y toxicidad de estos agentes.
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Tabla 1. Dosis y toxicidad de los farmacos utilizados en el trasplante de célula germinal hematopoyética.

Farmaco | Dosis convencional Maxima dosis tolerada Dosis habitual en el| Toxicidad no hematolégica
(mg/m?) (mg/m?) TMO autélogo
Sin rescate de Con rescate de
médula 6sea  médula ésea
Ciclofosfamida 50-1.000 7.500 - 7.500 120-200 mg/Kg Cardiaca, vesical, GIT
Ifosfamida 5.000 - 18.000 12.000 mglm2 Renal, mucositis
Melfalan 40 140 260 140-200 mg/m2 Renal, mucositis
BCNU 200 600 1.200 800-1.600 mg/m? Hepatica, pulmonar
Etopésido 300-600 600 2.400 1.000-2.100 mg/m? Mucositis, hepatica,
pulmonar
Tiotepa 30 240 1.135 900 mg/m’ GIT, hepatica
CDDP 100 200 220 200 mg/m2 Renal, neuropatia periférica
Carboplatino 400 2.000 2.000 8.00-1.000 mg/m2 Hepatica, renal
Busulfan - - - 16 mg/Kg Pulmonar
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En el trasplante alogénico para el tratamiento de hemopatias Ila
combinacion mas utilizada es la propuesta por el grupo de Seattle con
ciclofosfamida 60 mg/Kg/dia en 2 dias consecutivos e irradiacion corporal total
(ICT) entre 10 y 14 Gy, en una sola dosis o fraccionada. Segun el tipo de
tratamiento y los farmacos utilizados, su administracion se inicia entre 5y 8 dias
antes de la infusion de la médula o6sea. En la Tabla 2 se resumen las

combinaciones de quimio-radioterapia utilizadas con mayor frecuencia.

Tabla 2. Protocolos de acondicionamiento mas utilizados en trasplante de
células germinales hematopoyéticas.

Protocolo

Ciclofosfamida
ICT

BuCy
Busulfan
Ciclofosfamida
CBV
Ciclofosfamida
BCNU

VP-16

BEAM

BCNU

VP-16

Ara-C

Melfalan

Ara-C
Ciclofosfamida
ICT

STAMP-V
Ciclofosfamida
Carboplatino
Tiotepa

Dosis

60 mg/Kg/dia x 2

10-14 Gy (1-8 fracciones)

4 mg/Kg/dia x 4
50 mg/Kg/dia x 4

1,5 g/Kg/dia x 4
300 mg/m2dia
250 mg/m2x 3

300 mg/m2
200 mg/m2dia x 4
200 mg/m2dia x 4
140 mg/m2
2 g/m212 h x 8 dosis
60 mg/Kg/dia x 2
9,9 Gy ( 3 fracciones )

6 gr/m2
800 mg/m2
500 mg/m2

Enfermedad

Leucemia Aguda
Linfoma linfoblastico
Leucemia Aguda

LMC ¢

E. Hodgkin

E. Hodgkin
LNH

Leucemia Aguda

Cancer de mama
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La extraccién de la médula 6sea o de CGSP para un trasplante autélogo
se suele realizar cuando el paciente ha alcanzado la situacion de RC en la masa
tumoral residual es de 10° células y la médula contiene 1 célula leucémica por 10*
células normales 7’. Estudios previos sugieren que sélo el 1% de las células
clonogénicas sobreviven al proceso de la crioconservacion, por lo tanto sdlo se
reinfunden 15-150 células leucémicas con capacidad clonogénica. Asi mismo,
estos mismos autores han calculado que la dosis de células que induce recaida
en el 50% de los pacientes es de 1.000 a 10.000 células clonogénicas y por ello
la posibilidad de reinfundir células leucémicas que puedan inducir recaida es del
1-10%.

Los regimenes terapéuticos mas eficaces son las combinaciones de
ciclofosfamida o arabinésido de citosina con ICT, busulfan y ciclofosfamida a altas
dosis, que pueden reducir en mas de 10 logaritmos de células leucémicas.

Las recaidas, después de obtener una RC clinica de cualquier proceso
tumoral, se deben a un fendmeno de resistencia no controlado pese a las dosis
elevadas de quimioterapia. Por otra parte, la remisién completa clinica de una
leucemia se diagnostica pese a poder existir 10'® células tumorales residuales.
Recientemente se han introducido métodos que permiten estudiar la enfermedad
residual subclinica (EMR) mediante técnicas inmunolégicas, citogenéticas,
reordenamiento de genes y estudio de oncogenes. El diagnéstico de EMR

permitira planificar tratamientos ex vivo y controlar los resultados.
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1.1.7. El injerto medular.

El prendimiento del injerto se realiza después de un periodo de neutrope-
nia y trombopenia profunda. La recuperaciéon de la hematopoyesis requiere la
administracion de una cantidad adecuada de CGH que varia en funcién de que el
origen sea médula ésea alogénica o autéloga o con CGSP. El fracaso en el
prendimiento puede depender de la administracion de un numero reducido de
CGH, de un proceso de rechazo por incompatibilidad antigénica donante-
receptor, por un tratamiento de acondicionamiento insuficiente o por depleccién
de linfocitos T en la médula 6sea del donante con un intento de evitar la
enfermedad injerto contra huésped (EICH).

Existe una cierta relacion entre la generacién de colonias CFU-GM a partir
de la MO o SP extraida y la recuperacién de la hematopoyesis.

La recuperacion habitual de un TMO alogénico se inicia por una elevacion
de reticulocitos a partir del 10° dia que coincide con la aparicién en médula 6sea
de algunos precursores granulociticos y eritroblasticos aislados entre los dias 5° y
10°, los cuales forman islotes mielo-eritroides regenerativos entre los dias 9°y 15°
indicando la presencia de injerto de la médula. Los neutréfilos alcanzan cifras de
0.1 x 10%/1 hacia el dia 16° y 1 x 10%/1 sobre el dia 26° y el recuento de plaquetas
por encima de 20 x 10%/1. se alcanza una semana después de la elevacion de los

neutréfilos, entre el dia 20° y 25°.
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Entre los dias 15° y 30°, la médula adquiere mayor celularidad, aunque
permanece hipoplasica durante un tiempo que en ocasiones puede ser
prolongado.

El trasplante con CGSP o la administracion de G-CSF o GM-CSF postras-
plante suelen acortar en 1 semana el periodo de recuperaciéon por aportar o
estimular a precursores intermediarios de la granulopoyesis. Por el contrario, los
tratamientos ex vivo de la médula ésea retrasan la recuperacién hematopoyética.

La confirmacion de la implantacion de un injerto de médula ésea alogénico
se realiza por técnicas que definen la existencia de una quimera hematopoyética
con caracteristicas del donante como son el cariotipo, el tipaje de antigenos
eritrocitarios, las isoenzimas eritrocitarias y linfocitarias, el tipaje HLA en los TMO
que no son idénticos, el alotipo de las inmunoglobulinas y el analisis de

polimorfismos del ADN.

1.1.8. Complicaciones infecciosas.

Por su relacién con la inmunodeficiencia postrasplante, se resumen a
continuacioén las principales complicaciones infecciosas que pueden aparecer
postrasplante:

En funcién del tipo de infeccién se suelen diferenciar tres fases post-TMO:

La 12 fase que se extiende generalmente entre los dias 0 al +20. El factor
de riesgo infeccioso mas importante en esta fase es la neutropenia y pbr tanto,
las infecciones mas frecuentes son bacterianas y fungicas. Los lugares de

infeccion, agentes causales y medidas preventivas y de tratamiento son similares
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a las de todo paciente neutropénico. También son frecuentes las infecciones
viricas por herpes simple.

La 22 fase se inicia con el injerto hematolégico y se extiende hasta el dia
+100. Constituye la fase en la que existe una inmunodepresion celular mas
profunda por la cinética de recqnstitrucrién inmurner pos‘-TMO y por la frecuente
aparicion de EICH aguda y su tratamiento. Durante esta fase es especialmente
frecuente y grave la infeccién por citomegalovirus (CMV) en forma de neumonia
intersticial bilateral (NI).También se observan con frecuencia infecciones
bacterianas y por hongos.

La infecciéon por CMV es la causa mas frecuente de muerte infecciosa tras
TMO alogénico. Ocurre mas frecuentemente en pacientes CMV-seropositivos,
edad avanzada y aquellos que desarrollan EICH aguda. La infeccién por CMV se
produce a través del inoculo de médula 6sea o transfusiones sanguineas, o
resulta de la reactivaciéon del virus latente en el paciente. En ausencia de
tratamiento profilactico, la frecuencia de neumonia por CMV en TMO, es del 15-
20%. La mortalidad hasta recientemente era superior al 80% 2.

El tipo de prevencion de la infeccion por CMV depende de la situacion
serolégica del paciente y del donante previo al TMO. En pacientes CMV-serone-
gativos, con donante seronegativo, la prevencién se puede realizar mediante la
transfusion de productos sanguineos seronegativos. Con esta medida se ha
observado un descenso de frecuencia de infeccién desde el 40%, con ei uso de
sangre sin estudio CMV, hasta el 1-3% con la utilizacion de hemoterapia serone-

gativa. Cuando el donante es seropositivo, el beneficio de la hemoterapia
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seronegativa persiste aunque es menor. La administracion profilactica de
inmunoglobulinas intravenosas inespecificas (IGIV) puede ser de utilidad.

La 32 fase o tardia, se inicia en el dia +100 y su duracién se prolonga en
caso de existir EICH cronica. Se caracteriza por la frecuencia de infecciones
viricas por herpes zéster, que aumenta en caso de incompatibilidad HLA, e
infecciones bacterianas por gérmenes grampositivos encapsulados de vias
respiratorias y senos paranasales que se han relacionado con el déficit de la
subclase 1gG2.

La neumonia intersticial (NI) constituye la complicacién infecciosa que por
si sola causa la mayor mortalidad en pacientes sometidos a TMO alogénico.

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de NI son la edad del
paciente, el EICH agudo grave y la utilizacion de ICT en el tratamiento de
acondicionamiento.

Aunque su frecuencia ha descendido en los Ultimos afios en relaciéon con
las distintas medidas de prevencién de la infeccién por CMV, aparece en el 20-
40% de los pacientes con TMO-alogénico. El CMV es el agente causal del 50%
de los casos. El resto se relaciona con la ICT, otros virus y Pneumocystis carinii.
La frecuencia es mucho menor en el TAMO (3%) a pesar de que la incidencia de
infeccion por CMV es similar (40%-50%) en ambos tipos de trasplante. Es excep-
cional en TMO singénico.

Los avances en el tratamiento de la NI han conseguido reducir Ia' mortali-
dad desde el 90% hasta un 50%. El tratamiento se basa en la combinacién de

IGIV inespecifica o IGIV con titulos altos frente a CMV (IGIV-CMV) y ganciclovir.
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El tratamiento consta de dos fases, una primera de induccién utilizando ganciclo-
vir (5 mg/Kg/12 horas) e IGIV (500 mg/Kg/48 horas) o IGIV-CMV (200-400 mg/Kg,
5 dosis), de duracién que varia en los distintos ensayos entre 10 y 21 dias. Se
continta con una fase de mantenimiento con ganciclovir (5 mg/Kg/dia) e IGIV
durante 1-6 meses. La utilizacién de IGIV-CMV no ha demostrado diferencia en la

supervivencia respecto a la IGIV estandar.

1.1.9. Indicaciones de trasplante de CGH.

La intencién en la indicacion del TCGH es curativa. Para que sea eficaz es
importante y, en ocasiones necesario, que el tumor sea quimiosensible, que la
masa tumoral sea reducida y que la situacién clinica del enfermo sea aceptable.
La edad del paciente es un factor importante, sobre todo en el TCGH alogénico
en donde por encima de 40-50 afios se origina una mayor mortalidad. En la Tabla
3 se incluyen las principales indicaciones del TCGH.

La marcada quimiosensibilidad de ciertos tumores sdélidos y la
obtencién de un nimero de RC superior al 50% con quimioterapia a altas dosis y
TMO autélogo ha hecho previsible la posibilidad de curacién de forma similar a lo

que ocurre en los tumores hematopoyéticos.
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Tabla 3. Indicaciones del Trasplante de Médula Osea.

A.- Trasplante alogénico.

A.1. Enfermedades Hereditarias.

A.1.1. Déficits de la Inmunidad.
A.1.1.1. Déficits inmunitarios mixtos y graves.
Inmunodeficiencia severa combinada

Ausencia de precursores de linfocitos T.

Sindrome de Wiskott-Aldrich.
Sindrome de Di George
A.1.2. Enfermedad de células fagocitarias.
Agranulocitosis de Kostmann.
Granulomatosis séptica crénica.
Enfermedad de Chediak-Higashi.
A.1.3. Enfermedades de la linea eritrocitaria.
B-talasemia major.
Drepanocitosis.
Enfermedad de Blackfan-Diamond.
A.1.4. Aplasia medular.
Enfermedad de Fanconi.
Disqueratosis congénita.
A.1.5. Enfermedades Metabdlicas Enzimopaticas.
A.1.5.1. Osteopetrosis maligna.
A.1.5.2. Mucopolisacaridosis.
A.1.5.3. Oftras.
Enfermedad de Gaucher.
Leucodistrofia metacromatica.

A.2. Enfermedades Adquiridas.

Leucemias Agudas.

Leucemia Mieloide Crénica.

Mieloma Mdiltiple.

Leucemia linfatica crénica.
Sindromes mielodisplasicos.
Hemoglobinuria paroxistica nocturna.
Aplasia medular.

B.- Trasplante Autélogo.

Leucemias Agudas.
Leucemia mieloide crénica.
Mieloma muiltiple.
Enfermedad de Hodgkin.
Linfomas no-Hodgkin.
Tumores solidos.
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Los resultados actuales no permiten definir el TMO autélogo como forma
estandar de tratamiento en ningin tumor sélido. Sin embargo, algunos resultados
contrastados permiten suponer un posible efecto beneficioso en algunos tumores.

Las indicaciones mas establecidas son:

1. El cancer de mama metastasico en RC tras el tratamiento de induccién.
2. Cancer de mama de alto riesgo de recaida:

- > 10 ganglios axilares afectos al diagnéstico.

- > 4 ganglios axilares afectos tras quimioterapia neoadyuvante.

- carcinoma inflamatorio.

3. Tumores de células germinales con respuesta parcial al tratamiento inicial o en
12 recaida.

4. Neuroblastoma en estadio IV.

5. Sarcoma de Ewing.

6. Cancer de ovario en respuesta clinica completa con enfermedad residual
microscopica.

El aumento observado en los ultimos afios en el numero de trasplantes de
médula 6sea realizado en tumores soélidos se debe a la demostracion de efecto
dosis-respuesta en los TS sefialados aunque no siempre este efecto dosis-
respuesta se ha acompanado de demostrado aumento de la tasa de curacion.

El carcinoma de mama es la indicacibn que mas ha aumentado en los
ltimos afios. El efecto curativo de la quimioterapia adyuvante, su eﬂéacia en

relaciéon con la dosis y la posibilidad de utilizar farmacos a dosis altas activos en
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este tumor, fue la base, junto a los estudios de laboratorio, para el uso de
quimioterapia intensiva con soporte de células germinales.

El subgrupo de pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo constituye
en nuestro Centro, uno de los grupos de pacientes mas numeroso y con un
tratamiento mas homogéneo, motivo por el que se ha seleccionado en este estudio
para analizar la recuperacion inmune y la influencia de la recuperacién inmune en la
supervivencia libre de enfermedad. Por este motivo se revisa brevemente las bases
del tratamiento intensivo en estas pacientes.

El nimero de ganglios afectos por el tumor es el factor pronéstico mas
importante para predecir el tiempo de progresion a la recaida en cancer de mama
en estadio no avanzado. En el grupo de pacientes con 10 o mas ganglios afectos al
diagnéstico, el tratamiento adyuvante mas activo, que incluye la combinacion de
cirugia, poliquimioterapia con antraciclinas, radioterapia locoregional vy
hormonoterpia, sigue siendo insuficiente para gran parte de los pacientes, de modo
que la SLE a largo plazo (7 afos) oscila entre un 30% y un 40%. Aunque los
resultados preliminares de varias formas de tratamiento intensivo sugieren un
beneficio significativo con SLE a 5 afos del 60-70%. La confirmacion de esta
eficacia del tratamiento intensivo adyuvante, procedera de ensayos clinicos
comparativos, actualmente en curso, desarrollados por los grupos CALG-B/SWOG
y ECOG.

En cuanto al grupo de carcinoma de mama localmente avanzado (CMLA), se
define seguln la version mas reciente de la clasificacién TNM, como las pacientes

con cancer de mama estadios llIA, 1lIB, algunas con estadio IV (afectacion de
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ganglios supraclaviculares, sin otras metastasis a distancia) y algunas con estadios
I1IB (T3NOMO). Son formas de presentacion del cancer de mama que tienen un peor
pronéstico en cuanto a supervivencia libre de recaida (SLE) y supervivencia global
(SG). En Espaiia la incidencia supera el 20% de los casos de carcinoma de mama.
Esta claramente establecido que la mayoria de pacientes diagnosticadas de CMLA
desarrollaran metastasis a distancia cuando se tratan solamente con terapias
locorregionales, lo que sugiere que en el momento del diagnéstico existe
enfermedad micrometastasica que justificaria un tratamiento sistémico con objeto
de mejorar los resultados terapéuticos. Los factores pronésticos de mayor
relevancia en CMLA es la masa tumoral (tamafio tumoral inicial, afectacion
ganglionar tras QT preoperatoria), respuesta clinica al tratamiento inicial y QT
adyuvante tras tratamiento local, ya que se correlacionan estrechamente con un
mayor riesgo de metastasis a distancia y peor probabilidad de supervivencia. Los
receptores hormonales tumorales también conllevan significado pronéstico, ya que
las pacientes con receptores hormonales positivos tienen mejor supervivencia
global que las pacientes con receptores negativos. El tratamiento del CMLA ha
evolucionado en los Ultimos afos, ya que se han adoptado estrategias de
tratamiento combinado con 2 objetivos principales: control de la enfermedad local y
de la enfermedad micrometastasica en el momento del diagnéstico, para conseguir
una mayor tasa de curacion y supervivencia global, pero sin olvidar el control
locorregional y efecto cosmético de la terapia. El tratamiento quirirgico eh CMLA
consigue una tasa de supervivencia a 5 afios que oscila entre el 3 al 45%. Aunque

la mastectomia radical es técnicamente posible en la mayoria de los casos de
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CMLA, el fallo en el control local y los pobres resultados obtenidos condujo a la
utilizacion de la radioterapia como tratamiento local predominante. El empleo de
quimioterapia neocadyuvante, se inicié en la década de los 70 en los estadios llI,
obteniéndose mejores resultados que con la utlizacion de tratamientos
locorregionales. Posteriormente se suscité la idea de utilizar quimioterapia
preoperatoria en estadios Il y lll en tumores no subsidiarios de cirugia conservadora
para conseguir un mayor namero de intervenciones quirargicas conservadoras. En
conjunto, los tratamiento multidisciplinarios en este grupo de pacientes, consigue
SLE inferior al 30% a los 5 afos (13%-35%), motivo por el que se ha planteado el

tratamiento quimioterapico intensivo.

En la Tabla 4 se muestra el nimero de trasplantes en cada

indicacion realizado en Europa en el afio 1994".
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Tabla 4. Indicaciones de TCGH realizado en Europa en 1994.

Indicacion Alogénico Autologo Total
Leucemia Aguda Mieloide 900 718 1618
Leucemia Aguda Linfoide 702 318 1010
Leucemia Mieloide Cronica 819 174 993
Sindrome Mielodisplasico 196 20 216
Leucemia Linfatica Cronica 18 16 34
Mieloma Multiple 99 943 1042
Enf. Hodgkin 22 800 822
Linfoma No Hodgkin 124 1772 1896
Neuroblastoma 3 173 176
Glioma . 49 49
Sarcoma de partes blandas : 83 83
Tumores germinales 1 271 272
Carcinoma de mama 1 844 845
Sarcoma de Ewing 6 104 110
Otros tumores solidos 2 263 265
Anemia aplasica y Fanconi 248 2 250
Talasemia 147 : 147
Inmunodeficiencia 68 1 69
Otros 146 13 159
TOTAL 3502 6564 10066
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1.2 INMUNODEFICIENCIA ASOCIADA AL TRASPLANTE DE CELULAS

GERMINALES HEMATOPOYETICAS
1.2.1. ONTOGENIA LINFOIDE NORMAL.

La reconstitucion inmune postrasplante constituye un intento de recapi-
tulacién de la ontogenia linfoide normal. Esto lo consigue sélo en _parte ya que
existen numerosos factores que modifican el desarrollo normal entre los que
figuran la ausencia de timo en pacientes adultos, la presencia EICH o de diversos
tratamientos con influencia en el sistema inmune. Sin embargo, reviso a
continuacién la ontogenia linfoide normal ya que el recuerdo de este desarrollo es
de utilidad para interpretar los cambios postrasplante.

En el momento del nacimiento, las células linfoides son incapaces de
reconocer a ningdn agente infeccioso invasor. Estos linfocitos, a través de una
serie de selecciones clonales inducidas por antigenos, llegan a ser capaces de
broducir una respuesta adaptativa.

En el desarrollo linfocitario es de destacar tres aspectos fundamentales:

1. Desarrollo programado que permite que un progenitor no comprometido llegue
a transformarse en un linfocito con un Unico receptor, comin en cada especie,
que al mismo tiempo garantiza la monoespecificidad de cada célula.

2. Eliminaciéon de aquellas células creadas por reordenamiento del gen del
receptor del antigeno, que tienen potencial autoreactivo, asegurando la tolerancia

a antigenos propios.
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Ambos procesos, se llevan a cabo en microambientes especializados (la

médula 6sea en el caso de los linfocitos B y en el timo en el caso de los linfocitos
T), dan lugar a células maduras especificas para antigenos no propios.
3. Proceso denominado seleccion positiva, que afecta inicamente a linfocitos T y
tiene lugar en el timo. Este proceso selecciona para la exportacion sé6lo aquellos
linfocitos T cuyos receptores pueden reconocer péptidos presentados por
moléculas del CMH propias.

Los receptores de antigenos de los linfocitos B y T son homoélogos en
términos de su estructura y organizaciéon genética y en el sentido de.que se
genera un amplio repertorio para cada receptor a partir de una informacién
genética limitada. Las proteinas asociadas al receptor, encargadas de transducir
las sefiales generadas por el receptor, también son homélogos en ambos tipos
de receptores. Una de las diferencias funcionales mas importantes entre los
receptores B y T se encuentra en las regiones constantes. Mediante un “splicing”
(rotura e interposicion de nuevo material) alternativo de la regién constante de un
gen de inmunoglobulina, puede cambiar un gen de inmunoglobulina, de modo
que se produce un receptor o un anticuerpo secretado, mientras que los
receptores de las células T se sintetizan siempre como proteinas de
transmembrana. Las regiones constantes de las inmunoglobulinas pueden ser
variadas mediante el cambio de isotipo, para dar lugar a moléculas con diferentes
funciones.

La mayor diferencia entre los receptores B y T reside en la naturaleza de los ligandos

que reconoce. Los linfocitos B pueden unirse a moléculas de cualquier forma y de cualquier
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composicién quimica. Los linfocitos T, en cambio, reconocen un nimero de moléculas mas
limitada, siempre en fomma de péptidos de pequefio tamaiio obtenidos por fraccionamiento de
proteinas y unidos de forma fime a la molécula del CMH. Debido a que el area de union al
antigeno de la molécula del CMH es un lugar de gran polimorfismo genético, diferentes
individuos responden a diferentes péptidos de un mismo antigeno, y algunos o responden a
ningln antigeno, haciéndolo susceptble a la enfermedad. Los diferentes modos de
reconocimiento de las células B y T asegura que los anticuerpos interaccionen con agentes
infecciosos extracelulares, mientras que los receptores T detectan infeccién intracelular y
antigenos captados por células y degradados a péptidos.

Las células progenitoras linfoides mas inmaduras tanto B como T derivan de la célula
geminal hematopoyética pluripotencial en un estadio muy precoz previo a su diferenciacion
hacia la linea mieloide.

1. Desarrollo de linfocitos B.

La diferenciacién de los linfocitos B desde una célula geminal hasta un linfocito B
maduro con expresion de inmunoglobulinas de superficie se produce a través de una serie de
estadios condicionados por el reordenamiento sucesivo de los genes de inmunoglobulina, cada
uno de los cuales esta regulado por el producto proteico del estadio previo. La médula ésea
constituye un microambiente esencial para el desamollo de los linfocitos B.

La diferenciacion B se puede dividir en cuatro etapas. La primera da lugar a la
produccion de una célula pro-B precoz, que se caracteriza por la ausencia de reordenamiento de
los genes de Igs y por la expresion nuclear de TdT y ofras moléculas de superﬁcié que se

resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Etapas de la diferenciacion B.

Genes

cadena H

Genes
cadena L
ig
superficie
Moléculas

de
superficie

Célula
stem

No

reordena.

No

reordena.

Ausente

CD45R
HLA-DR
CD10
CD19
CD38
CD34

Pro-B
precoz

Reordena

D-J

No

reordena.

Ausente

CD45R
HLA-DR
CD19
CD38
CD40

Pro-B
tardia

Reordena

V-DJ

No

reordena.

Ausente

CD45R
HLA-DR
CD19
CD38
CD40
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Pre-B

Reordena
vDJ
Reordena
V-J

Cadena
Hii en
citoplasma
y superf.

CD45R
HLA-DR

CD19
CD20
CD38
CD40

Introduccion

B
inmadura

Reordena
VvVDJ
Reordena
A

Expresion
IgM en
superficie

CD45R
HLA-DR
IgM
CD19
CD20
CD21
CD40

B
madura

IgD

Reordena
VDJ
Reordena
VJ

IgM e IgD
en
superficie

CD45R

HLA-DR

IgM, IgD
CD19
CD20
CD21
CD40
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Todas las etapas tienen lugar en la MO y son dependientes de las células
del estroma. En los estadios precoces, los precursores linfoides deben estar en
contacto directo con las células del estroma. Esta unién se lleva a cabo mediante
la unién de una molécula de adhesion presente en la superficie del precursor
linfoide CD44, con el acido hialurénico sobre la célula del estroma, lo que
promueve la unién de c-kit con stem cell factor (SCF) o IL-1, que provoca
proliferaciéon de la célula linfoide. En el estadio de células pro-B tardias aparecen
receptores para un segundo factor de crecimiento, la interleucina-7 (IL-7), que
junto con la unién de CD44-Ac.hialurénico y c-kit-SCF, son necesarios para
mantener la diferenciaciéon. Posteriormente, en el estadio pre-B dejan de expresar
c-kit y pierden su dependencia de SCF y se liberan de las células del estroma
medular, manteniendo la dependencia de IL-7, que se pierde en el estadio
siguiente de célula B inmadura.

Uno de los marcadores mas precoces de linfocitos B en desarrollo es la
expresion de la isoforma de la tirosin-fosfatasa de membrana CD45 (CD45R).
CD45 puede modular la respuesta de las tirosin-quinasas como es c-kit, pero se
desconoce su papel preciso en el desarrollo de la célula B.

El desarrollo de las células B estda marcado por la expresion de diversas
proteinas de superficie que intervienen en la activaciéon de las células B por las
células T colaboradoras, entre las que se incluyen CD19, HLA-DR 'Y CDA40.

Tras su maduracién en la médula ésea los linfocitos B emigran, vié sangre
periférica a los O6rganos linfoides periféricos. Los linfocitos B son muy

heterogéneos en su morfologia, localizacion y expresion de moléculas de
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superficie, que en parte se deben a la respuesta al estimulo antigénico. Existe
una subpoblacion diferente al resto en cuanto a que se origina de un precursor
distinto que se separa del resto de forma precoz en la ontogenia linfoide y
presenta un receptor y unas caracteristicas funcionales diferentes. Estas células
se identifican por su expresién de la proteina CD5 y la expresié_n de IgM de
superficie, con escasa o nula IgD. La molécula CD5 se une a otra molécula de
superficie linfoide denominada CD72, sin embargo, se desconoce el papel
funcional.

Existe un nimero relativamente escaso de linfocitos B CD5+ en ganglios
linfaticos y bazo, en cambio es la poblacién predominante en la cavidad
peritoneal. Aunque contribuyen de forma escasa a la inmunidad adaptativa,
tienen un papel significativo en generar respuesta de anticuerpos que no
requieren la colaboracién de linfocitos T. Dado que su actividad es alta, gran parte
de las inmunoglobulinas detectadas en un suero normal estan producidas por
este subgrupo de linfocitos B.

La especificidad de los receptores de las células B CD5+ es diferente de
los linfocitos B convencionales. Los receptores y los anticuerpos producidos por
estas células tienden a unir miltiples diferentes ligandos, una propiedad
denominada como poliespecificidad, con una preferencia por los polisacaridos
bacterianos comunes. Estos linfocitos tienen capacidad de autorenovacién que
ocurre en tejidos periféricos. |

Las diferencias entre los linfocitos B CD5+ y los linfocitos B convencionales

se resume a continuacién en la Tabla 6.
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Tabla 6. Comparacion de las propiedades de linfocitos B CD5+ y linfocitos B

convencionales.

Propiedad Células B CD5+ Células B

convencionales
Ontogenia Precoz Tardia
Renovacién Autorenovacion Renovacién en médula 6sea
Produccién de Ig Alta Baja
Especificidad Degenerada Precisa
(Poliespecificidad)

Isotipos secretados IgM >> IgG IgG > IgM
Hipermutacién somatica Baja o nula Alta
Respuesta a antigenos Si Posible
hidrocarbonados
Respuesta a antigenos Posible Si

proteicos
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2. Desarrollo de linfocitos T.

Los precursores T que llegan al timo procedentes de la MO, entran en una
fase de intensa proliferacion. Sin embargo, s6lo una pequefia parte
(aproximadamente el 2%) de estas saldran del timo como células T maduras, ya
que la mayor parte de los timocitos (98%) generados cada dia mueren en el timo
mediante el proceso de apoptosis. Esta gran proliferacién y seleccion celular es
una parte crucial del desarrollo del desarrollo de la célula T, que refleja el intenso
proceso de testado a que es sometido cada célula T para restringir su
reconocimiento al CMH propio y a la tolerancia inmune propia.

La proliferacion y maduracién de timocitos hacia linfocitos T maduros se
realiza a través de una serie de etapas marcadas por cambios de los genes y la
expresion del receptor T, los co-receptores CD4 y CD8, y de las otras moléculas
de superficie que reflejan el estado funcional y madurativo de las células. Por
tanto, es posible utilizar combinaciones de estas moléculas de superficie como
marcadores de los diferentes estadios de diferenciacion. Los cambios
madurativos secuenciales en las moléculas de superficie de los timocitos que
permiten su identificacién y el esquema de la diferenciacion linfoide T normal se

resumen en el esquema siguiente:
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CAMBIOS MADURATIVOS SECUENCIALES EN LAS MOLECULAS DE
SUPERFICIE DE LOS TIMOCITOS QUE PERMITEN SU IDENTIFICACION.

Células CD3- CD4- CD8-

y8+ CD3+ CD3+ aP+
CD4- CD8- CD4+ CD8+

Células grandes activas
(Células “Doble positivas “)

CD4+8- CD4-8+
Células pequenas, inactivas
*

Células destinadas a la periferia
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ESQUEMA DE LA DIFERENCIACION LINFOIDE T NORMAL.

Célula stem
Linfocito T
Linfocito B
a0 YR/O
TdT+ PROGENITOR DE LINFOCITO T
a°pR(TCRp)
aRpiyRst TdT+
TdT+ CD3citoplasmat.+ TIMOCITO CORTICAL
cD7+ CD7+ (“DOBLE NEGATIVO”)
CD2+ CD2+
CD3+ CD5+
CD5% CD3-/CD4-/CD8-
CD4~8%*
aRRTCRap)
TdT+
CD3citoplasmat.+
CD7+ TIMOCITO COMUN
CD2+ (“DOBLE POSITIVO”)
CD5+
CD3+ débil
CD1+
CD4+
CD8+
<RpRTCRap) [ ] aRRTCRap)
TdT+ \ I TdT+ TIMOCITO
CD7+ >V | CD7+ MADURO
CD2+ A A CD2+ MEDULAR
CD5+ . CD5+
CD3+ CD3+
CD8+ CD4+
YH8K(TC RY5) a p (TCRap) aRPRTCRap)
CD7+ CD7+ CD7+
CD2+ CD2+ CD2+ LINFOCITOT
CD5% CD5+ CD5+ MADURO
CD8+ CD3+ CD3+ NO ACTIVADO
CD8+ CD4+
L-selectina L-selectina
1 aRRTCRap) sRRTCRap)
CD7+ CD7+
CD2+ CD2+ LINFOCITOT
_— CD5+ MADURO
CD3+ CD3+ ACTIVADO
. CD8+ CD4+
CD25+
CD57% LFA-1
CD56* VLA-4

LFA-1
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Linfocito CD4+ inflamatorio Linfocito CD4+ colaborador
(TH1) (TH2)

La célula linfoide T reconocible mas inmadura expresa CD7 como antigeno
de superficie?. En la vida fetal, se detectan células con fenotipo CD34+, CD7+ en
el saco de Yolk y el higado fetal entre la 7ay 8a semana de gestacion. Entre la
semana 8 y 9 de vida fetal, se detecta la presencia de CD3+ citoplasmatica,
seguido de CD2+ de superficie. Tras la expresién de CD2, se detecta
simultdneamente el reordenamiento de los genes del receptor T aP (TCR-aP) y
del TCR-yS 80,81,82,83,84,85

En las fases mas precoces de la diferenciacion timica, las células TCR-aP
expresan niveles muy bajos de TCR y CD3, y sin embargo, no expresan CD4 ni
CD8 (estadio doble negativo de la diferenciacion timica). Estos linfocitos pasan
por un periodo de expresion baja de CD8 (CD8|0N, para pasar a timocitos con

expresion simultdnea de CD4+ y CD8+ (timocito doble positivo). En esta ultima
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fase se producen los fenédmenos denominados seleccién positiva y negativa
86.87.88 | a seleccion positiva es el resultado de la interaccion entre el receptor
TCR-ap y el epitelio timico, que provoca una proliferacion y expansién clonal de
linfocitos T con especificidad para antigenos exégenos. Tras la seleccion positiva,
los timocitos doble positivos se diferencian en timocitos maduros CD3+, CD4+,
TCR-ap 6 CD3+, CD8+, TCR-ap.

En el estadio de timocito doble positivo, también se produce la seleccion
negativa. La interacciéon del timocito TCR-aff con antigenos propios, expresados
en células dendriticas derivadas de médula 6sea, presentes en el timo, genera
una senal apoptética que induce la muerte celular, y la deleccién clonal de las
células con capacidad autoinmune.

En la vida fetal, la frecuencia de timocitos TCR-y5 es igual a la de células
TCR-ap, sin embargo, su proceso de diferenciacion de esta subpoblacién se
conoce mal. Se sabe que estas células migran selectivamente a &rganos
epiteliales, fundamentalmente piel, utero e intestino, aunque no se conoce su
funcién en estas localizaciones.

Ademas de los cambios fenotipicos y moleculares, se producen cambios
funcionales que se han evaluado mediante la cuantificacién de la proliferacion
tras la estimulacion con mitégenos. En la ontogenia linfoide normal aparecen
células que expresan antes receptores de citoquinas, que timocitos capaces de
su produccién. La aparicion de células respondedoras a PHA dependientes del
aporte exégeno de IL-2 precede a la de células PHA respondedoras, productoras

de IL-2. Tras su salida a sangre periférica, los linfocitos T pueden ser
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sensibilizados tras la exposicidon a antigenos especificos. Los linfocitos antigeno-
especifico, IL-2 dependiente se desarrollan antes que los linfocitos antigeno
especifico productores de IL-2.

Las células virgenes CD8+ que salen del timo estan predestinadas a ser
células citotéxicas, aunque no expresen aun las funciones de células efectoras.
Sin embargo, las células CD4+ seran células inflamatorias (TH1), o colaboradoras
(TH2). Las células CD4+ TH1, se encargaran de activar a macréfagos mediante la
sintesis de IL-2, IFN-y, y TNF, y activan a que se encargan de la activacién de
células T citotoxicas. Las células CD4+ TH2, sintetizan IL-4, IL-5 e IL-10, y se
encargan de activar a las células B. Los factores que determinan la evolucién a
uno u otro tipo no estan aclaradas, pero se decide cuando la célula se encuentra
por primera vez con un antigeno.

La activaciéon del sistema inmune requiere no solamente la presencia del
antigeno, sino también, interacciones coestimuladoras con otras celulas
especializadas en las que interviene moléculas de superficie celular y moléculas
secretadas. Las células especializadas que estimulan a las células T son las
células presentadoras de antigeno (CPA) entre las que se incluyen los
macréfagos, células dendriticas y células B, que expresan moléculas
coestimuladoras y presentan péptidos extrafios unidos a moléculas del CMH en
su supefficie. Los linfocitos T virgenes encuentran estan células en las areas T de
los 6rganos linfoides. Para las células B, las sefiales coestimuladoras p-roceden
de los linfocitos T colaboradores (TH2). En ausencia de sefiales coestimuladoras,

el antigeno de forma aislada inactiva al linfocito (anergia).
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Tras la activacién, tanto los linfocitos B como T, entran en una fase de
proliferacién con expansion clonal de células especificas frente a un antigeno,
que se diferencian en células efectoras. Existen tres tipos de células T efectoras:
linfocitos T CD8+ citotéxicos, que destruyen directamente a las células infectadas
con patégenos citoplasmaticos; linfocitos T CD4+ inflamatorios (TH1), que activan
a macréfagos para que destruyan patdégenos incluidos en vesiculas intracelulares,
y liberen diversas citocinas; y linfocitos T CD4+ colaboradores, que activan a
linfocitos B.

Las células B activadas por linfocitos CD4+ colaboradores, proliferan en los
centros germinales en donde se unen a los antigenos mostrados en la superficie
de las células dendriticas foliculares. Estan células se diferencian en células
plasmaticas productoras de anticuerpo, que en su mayoria emigran a la médula
6sea, o pueden permanecer en los cordones medulares de los ganglios linfaticos.

En la Figura 3, se resumen las diferentes moléculas de superficie que se
expresan en las células presentadoras de antigeno y linfocitos durante los

procesos de adhesion, reconocimiento y activacion.
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FIGURA 3. INTERACCIONES ANTIGENO-ESPECIFICAS ENTRE LAS
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS (CPA) Y LINFOCITOS T.
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1.2.2. CARACTERIZACION DE LA INMUNODEFICIENCIA.

RECONSTITUCION INMUNE POSTRASPLANTE

La quimio-radioterapia en dosis altas (QDA) asociada a trasplante autélogo
de células germinales (TA) induce una profunda y prolongada inmunosupresién
humoral y celular responsable de la alta incidencia de infecciéon postrasplante y
puede ademas, influir en el control a largo plazo de la enfermedad neoplasica.

La reconstitucion inmune postrasplante ha sido estudiada de forma
extensa desde 1975, y es revisado por diversos autores *':89.90.91.92.99

El periodo de inmunodeficiencia se prolonga mas alla del tiempo necesario
para el prendimiento del injerto hemopoyético. Durante este periodo de
inmunodeficiencia los pacientes son altamente sensibles a diversos tipos de
infecciones oportunistas que ponen en grave riesgo su vida. Incluso en pacientes
que no desarrollan infecciones, la recuperacion completa puede tardar varios
anos, detectandose de forma prolongada anomalias funcionales de linfocitos. La
inmunodeficiencia se agrava ante la presencia de otros factores, entre los que se
incluyen: desarrollo de enfermedad injerto contra huésped (EICH) aguda y/o
crénica y el uso de drogas para su prevencién o tratamiento, en el caso de
transplante alogénico.

La destruccion de la mayor parte de las células que componen el sistema
inmune por la quimio-radioterapia obliga a que también este sistema se récubere

fundamentalmente a partir de las células infundidas que deben sufrir un proceso

de proliferacion y diferenciacién similar a la ontogenia linfoide normal. Sin

56



Introduccién

embargo, existen factores que modifican este normal desarrollo, entre los que se
incluyen la relacién entre donante y receptor (TMO autélogo, singénico, alogénico
relacionado o no, HLA totalmente compatible o no), la presencia o no de enferme-
dad injerto contra huésped (EICH) agudo o crénico en el TMO alogénico y
presencia de infecciones intercurrentes. La edad del paciente es de importancia
por su relacion con la involucion del timo que se produce en la adolescencia.
Existe una relacion inversa entre la edad del paciente y el recuento de linfocitos T
CD4+ a los 6 meses postrasplante. La recuperacion rapida de linfocitos CD4+ se
produce a expensas de la poblacibn CD45RA+ en pacientes que mantienen
funcional el timo %.

Los recuentos de monocitos y células NK se recuperan de forma precoz,
generalmente en el primer mes postrasplante. La recuperacion de la cifra total de
linfocitos T ocurre en los primeros 6 meses postrasplante; sin embargo, persiste
alteracion de la relacion CD4/CD8 durante mas de 6-12 meses postrasplante. La
cifras de células B se recuperan generalmente a los 3-8 meses postrasplante. La
recuperacion de la funcién B y T es incluso mas lenta que la recuperacion
cuantitativa.

La reconstitucién inmune tras la infusién de células germinales hemato-
poyéticas autélogas o de un donante compatible, se caracteriza por la falta de
transferencia mantenida, clinicamente significativa de inmunidad B o T derivada
del donante o que el propio paciente poseia previamente. La administracién de la
quimioradioterapia en dosis altas destruye la totalidad de las células responsables

de la inmunidad T y la gran mayoria de las responsables de la inmunidad B.
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Cuando se administran CGH no manipuladas alogénicas o autdlogas, se
administran linfocitos B y T especificos de antigenos que pueden contribuir a la
recuperacién de la inmunocompetencia del paciente.

Por tanto, cuando se analiza la recuperacién inmune postrasplante
mediante el analisis del fenotipo inmune, es preciso tener en cuenta que los
linfocitos detectados pueden derivar de los linfocitos maduros presentes en el
inoculo infundido o de las células germinales hematopoyéticas pluripotentes
trasplantadas. En este sentido, la valoracién mas precisa de la ontogenia linfoide
postrasplante se observaria en pacientes que reciben MO o CGSP con
depleccién de linfocitos T, en los que no existe contribucién significativa de loa

linfocitos maduros.

Se resumen a continuacion, las alteracién que se produce sobre los
diferentes componentes del sistema inmune y los datos existentes en relacién con
la recuperacién inmune estudiada mediante analisis de fenotipo inmune y
estudios funcionales:

Defectos inespecificos:

Lesién y recuperacion de piel y mucosas:

La integridad fisica y funcional de piel y mucosas, junto con la presencia de
IgA secretora, linfocitos y macréfagos residentes en la superficie mucosa,
constituyen un mecanismo fundamental de prevencién de la invaéién de
microorganismos que colonizan estas superficies. Los tratamientos de

acondicionamiento para trasplante lesionan estos mecanismos de defensa,
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predisponiendo a episodios de bacteriemia y fungemia durante las primeras
semanas postrasplante. En pacientes sin EICH, la mucositis se resuelve y las
lesiones se recuperan en 4 semanas a 3 meses. La presencia de EICH aguda
puede lesionar de forma adicional el epitelio intestinal manteniendo la
susceptibilidad a la infeccion de estos pacientes. La existencia de EICH cronica
puede originar sialoadenitis con reduccion de la produccién de saliva e IgA,
facilitando las infecciones orales.

Alteracién de los componentes celulares del sistema inmune:

Granulocitos:

Coincidiendo con la rotura de las barreras mucosas, se produce la caida
de los neutréfilos circulantes, facilitando la rapida invasion y proliferacién de
microorganismos. Este periodo de neutropenia se ha reducido de forma
significativa desde la introduccién de los factores de crecimiento mieloide (G-CSF
y GM-CSF) y de células germinales de sangre periférica como sustitucién de la
médula ésea.

Sistema monocito/macréfago:

La recuperaciéon cuantitativa y funcional del sistema monocitico es mas
rapida que la de otras lineas celulares. En el caso del TCGH alogénico, durante el
primer mes postrasplante ya se detectan monocitos derivados del donante. Los
macrofagos tisulares del receptor son sustituidos por los del donante de forma
progresiva durante los primeros meses postrasplante %% La produécién de
citocinas derivadas de monocitos (IL-1, IL-6 y TNF), se pueden inducir desde el

dia 10-14 postrasplante ***. No parece influir la presencia de EICH o de
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tratamiento inmunosupresor, ni existir diferencias entre el TCG alogénico y el
autdlogo. Los niveles de lisozima no se modifican en el periodo postrasplante
alogénico y a pesar de la normalidad de gran parte de las funciones, se ha
observado defecto de quimiotaxis, fagocitosis y actividad citotoxica de
macréfagos alveolares . Estas alteraciones pueden ser, al menos en parte,
responsables del aumento de infecciones pulmonares.

Células Natural Killer (NK):

Las células NK, definidas como linfocitos grandes granulares (LGL)
efectores de reacciones citoliticas no restringidas al CMH, con fenotipo
generalmente CD3-CD56+CD16+, son las células que primero se recuperan tras
trasplante **'%. En la mayoria de los pacientes, el nimero de células con fenotipo
NK normal aumenta hasta un maximo entre los dias +45 y +90 postrasplante para
posteriormente normalizarse. Otro subgrupo de células NK (CD3-CD16-
CD56+bright), con marcadores de activacion diferentes (IL-2R, CD2R, CD26), son
el tipo de célula NK predominante en el 30% de los pacientes. Estas células
tienen menos actividad NK y actividad citotéxica celular dependiente de

anticuerpo, pero puede ser activada por IL-2 e interferén y 101,

Durante Ia
recuperacién precoz postrasplante, mientras que no se han recuperado la
inmunidad especifica, las células NK pueden constituir un importante mecanismo
de defensa frente a la infeccion o la recaida tumoral. Se ha observado una
relacién inversa entre la actividad NK frente a fibroblastos infectadbs y la

gravedad de la infeccion por CMV "2 No existe evidencia directa de que

intervengan en la prevencién de la recaida de enfermedad. Sin embargo, se ha
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descrito la presencia de clones celulares de fenotipo NK derivadas del donante,
con intensa actividad citotéxica frente a células blasticas de un paciente . Sin
embargo, otros estudios no han encontrado correlacién entre actividad NK

postrasplante y la recaida tumoral '%.

En algunos ensayos clinicos, la
administracion de IL-2 tras trasplante ha inducido un aumento del nimero y de la
actividad NK '°. Este tipo de inmoestimulacién puede ser responsable de la
reduccion de la frecuencia de recaida por leucemia tras trasplante autélogo y
tratamiento con IL-2 postrasplante '%.

Células B e inmunidad humoral:

Al contrario que la inmunidad T, es posible detectar actividad B de forma
precoz postrasplante produccién de anticuerpos sintetizados por linfocitos del
donante 107:108.10941.110111.112 1} 5 produccion de anticuerpos se incrementa si el
donante o el receptor son inmunizados antes del TMO. Si el paciente no es
inmunizado, la produccién de anticuerpos especificos no se mantiene y desciende
de forma progresiva hasta desaparecer después del primer afio de trasplante. El
origen de esta respuesta precoz (linfocitos residuales del paciente o linfocitos que
forman parte de las CGH infundidas) no se conoce con seguridad ya que no se
han realizado estudios de idiotipo. Esta respuesta normal o aumentada de
anticuerpos puede ser secundaria a trasferencia de linfocitos B del donante, de
células presentadoras de antigeno (CPA) estimuladas previamente, o linfocitos T
del donante o del receptor que cooperan con linfocitos B especificos de AQ.

Las infecciones caracteristicas de la inmunodeficiencia humoral no son

frecuentes en el TCGH. Los niveles bajos de inmunoglobulinas se asocian con
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presencia de complicaciones derivadas de la EICH crénica ''3

, € infecciones
neumocdcicas ' en el periodo tardio postrasplante (a partir del dia +100). Su
duracion se prolonga en caso de existir EICH crénica. Se caracteriza por
infecciones bacterianas por gérmenes grampositivos encapsulados de vias
respiratorias y senos paranasales que se han relacionado con el déficit de la
subclase 1gG2.

El nimero absoluto de linfocitos B circulantes tras TCGH autdlogo se
normaliza a los 4-8 meses, siendo con TCGH autélgo algo mas reducido que tras
TCGH alogénico '*°. Fenotipicamente, tras el TMO se produce un aumento de
células B que expresan CD1c, CD38, CD5 y CD23 817 similar a lo gue ocurre
en el periodo neonatal. Sin embargo, la normalizacién en el nimero de linfocitos
no se refleja en la funcién de linfocitos B. Durante la fase precoz postransplante,

la linfopoyesis es oligoclonal '*®

, lo que se refleja en un disbalance clonal de
inmunoglobulinas y disociacién entre los niveles de inmunoglobulinas séricas
totales y la de anticuerpos especificos. Los niveles séricos de IgM suelen
alcanzar cifras normales entre 2 y 6 meses, pero las IgG y las IgA pueden
persistir en valores inferiores durante arios ''*'?, Incluso con niveles normales de
IgG total, se ha observado deficiencia de subtipos de IgG, especialmente IgG2 e

1, con aumento compensador de

IgG4, durante mas de 1 afo postrasplante 12
IgG1. Se pueden obtener respuestas a antigenos de recuerdo al final del primer
afo postrasplante, pero el tipo de respuesta es mas propia de una respuesta

inmune primaria que de secundaria, y es necesaria una dosis de recuerdo para

mantener a inmunidad a largo plazo 122123124 | os pacientes sin EICH pueden ser
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inmunizados frente a sarampiodn, rubéola y polio tras 1-2 anos tras TMO. /n vitro,
la respuesta proliferativa y secretora ante diferentes activadores policlonales de
linfocitos B (anti-lg, anti-lg e IL-2, y anti-lg e IL-4), se normaliza después del 3°

mes postrasplante.

Células T e inmunidad celular:

La inmunidad T es necesaria para el control de las infecciones por virus
RNA y DNA, protozoos y hongos. A través de su participacion en la sintesis de
anticuerpos especificos, también es necesaria para el control de bacterias encap-
suladas causantes de infecciones respiratorias. Tras el trasplante no se
demuestra inmunidad T antigeno especifica frente a microorganismos a los que
previamente existia inmunidad 212127128 Esta inmunidad sélo se recupera
hasta la reactivacién viral que induce la formacién de nuevos linfocitos T antigeno
especifico. La normalizacién de los linfocitos T de sangre periférica es un proceso
lento. El nadir de linfocitos absolutos se observa durante la primera y segunda
semana. Al final de la tercera semana el nimero de linfocitos comienza a
elevarse, aunque en ocasiones no alcanza cifras normales hasta pasado el primer
afio postrasplante. El retraso de la recuperacion de la cifra de linfocitos CD4+
respecto a los linfocitos CD8+, tiene como resultado un cociente CD4/CD8 inverti-
do de forma prolongada. Por el contrario, se produce un incremento rapido de los
linfocitos CD8+, con valores superiores a lo normal durante 3 mesés. Con
frecuencia, los linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, tienen morfologia de LGL y

expresan CD11b, CD29, CD57 y CD45RO0, con reducciéon de CD45RA. Asimismo,
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en el periodo precoz de trasplante se observa aumento de células con expresion
de marcadores de activacion (OKT10+, HLA-DR+ y HNK-1+), coincidiendo en
ocasiones, con expresién normal de otros marcadores de activacion (CD25).

Las distintas subpoblaciones linfocitarias tienden a normalizarse a partir de
los primeros 6 meses. En los supervivientes sin EICH crénica, el indice CD4/CD8
suele ser normal a partir de los 18 meses.

Durante los primeros meses post-TMO, no sélo existe alteracion
cuantitativa de linfocitos sino que también estan reducidas la mayor parte de las
funciones de inmunidad celular. La respuesta proliferativa‘ a antigenos no
especificos como fitohemaglutinina (PHA), concanavalina-A y pokeweed mitogen
(PWM), se normalizan progresivamente a partir de los 6 meses. De forma paralela
se normalizan las funciones antigeno especificas (actividad proliferativa,
colaboradora y supresora). La disminuciéon de la activacion de células T con
mitégenos, antigenos, anticuerpos monoclonales (anti-CD3 o anti-CD2) o
ionoféros de Ca®*, se ha atribuido a disminucién de la sintesis de IL-2 '3 Sin
embargo, la disminucidén del funcionalismo T no parece deberse exclusivamente
al déficit de IL-2 ya que en ocasiones, la adiciéon de IL-2 exégena no es capaz de
restaurar la funcién completamente *!.

Segun algunos autores, estas alteraciones ocurren independientemente
del tipo de enfermedad que motiva este tratamiento, el tipo de transplante
(autdlogo, singénico o alogénico) y del régimen de acondicionamiento ﬁtilizado.
Los factores que mas influencia ejercen en la recuperacién inmunolégica son el

tiempo transcurrido post-TMO y la presencia o ausencia de EICH crénica. Los
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pacientes que no desarrollan EICH crénica recuperan las funciones inmunes en
uno a cuatro afos.

A pesar de todos los estudios realizados, existe una gran heterogeneidad
en cuanto a las caracteristicas de los pacientes estudiados, tipo de trasplante
(autélogo, alogénico y singénico), tratamiento de acondicionamiento
(quimioterapia o asociacion de quimio y radioterapia), profilaxis de la enfermedad
injerto contra huésped utilizado (ciclosporina, metotrexate, asociacién de ambas,
depleccién parcial o total de linfocitos T) y origen de las células hematopoyéticas
utilizadas (médula 6sea o sangre periférica). Por otra parte, el método de estudio
utilizado ha sido en ocasiones poco especifico para la identificacion de ciertas
poblaciones celulares o se ha dirigido al estudio de una subpoblacién celular.

La mayor parte de los estudios se han realizado tras trasplante alogénico
de médula ésea y la mayoria de los trabajos que incluyen pacientes tratados con
trasplante autdlogo el numero de pacientes estudiado es muy limitado,
especialmente cuando se utiliza célula germinal de sangre periférica. En ninguno
de estos estudios la poblacién de pacientes estudiado es homogénea en cuanto

al diagnéstico.

1.2.3. POSIBLES INTERVENCIONES PARA ACELERAR LA

RECUPERACION INMUNE: INMUNOTERAPIA.

Durante la ultima década, el progreso de la inmunologia tumoral, ha dado

lugar a numerosos intentos de activar el sistema inmune del paciente, con la
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intencion de que las células tumorales sean reconocidas como extrafias y sean
eliminadas. Estos procedimientos utilizan modificadores de la respuesta biolégica
(MRB) y/o células inmunes activadas, para inducir una respuesta inmune
antitumoral. Entre los MRB se incluyen linfoquinas y citoquinas. Tras las
observaciones de que diversos MRB podian aumentar de forma signiﬂcativa la
actividad antitumoral in vitro, se iniciaron los ensayos preliminares in vivo con la
utilizacion de interferon (IFN) e inductores de interferon. Las respuestas clinicas
alcanzadas estimularon la investigacion subsiguiente con otros MRB. Los
ensayos clinicos con inmunoterapia adoptiva con IL-2 y linfocitos activados Killer
(células LAK), en melanoma y carcinoma renal metastasico, mostrado respuestas
significativas y han sido la base para la aplicacion en otras neoplasias sélidas y
hematolégicas 2. La mayoria de las células LAK son células NK activadas.

Las células NK (natural killer), se describieron en el afio 1978 durante
estudios de citotoxicidad celular contra células tumorales '*3. Desde entonces,
diversos trabajos han permitido asociar esta poblacién celular con la subpoblacién

134

denominada linfocitos grandes granulares (LGL) asi como establecer las

caracteristicas de las células NK, su posible relacion con las células T y

macréfagos 13513

y algunos de los posibles mecanismos de ejercer la citotoxi-
cidad . Los estudios se han dirigido a establecer su importancia in vivo,
especificamente, en relaciéon, con su papel en la vigilancia inmune para la
deteccién y establecimiento de resistencia al crecimiento y extension de fumores

138139 Las células que median la actividad NK parecen tener también funciones

antibacterianas y antivirales.
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Hasta la actualidad se han descrito tres grandes tipos de actividad
citotéxica que se asocian con diferente fenotipo inmune:

1. Citotoxicidad clasica mediada por células CD3'CD4" o CD3*CD8", que
se ejerce de forma especifica frente a células que expresan antigenos de Clase Il
y | del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), respectivamente 140.141

2. Células NK, con actividad citotoxica no restringida por el CMH, o como
se ha demostrado recientemente y se ha comentado en el apartado de
mecanismo de curacién del trasplante (1.1.2.), relacionada a antigenos de Clase |
de CMH.

3. Células CD3 que presentan aparentemente actividad citotoxica no
restringida al CMH. En este grupo se incluyen células T con receptor gamma-
delta y células que ejercen la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(CCDA).

Otro tipo de células utilizadas como inmunoterapia adoptiva, es la
obtencion y expansién de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL). Al contrario que las
células LAK, la mayoria de los TIL son linfocitos T, que parecen tener una mejor
movilidad y acceso al tejido tumoral.

Entre otras formas de inmunoterapia antitumoral se incluye: combinacién
de inmunoterapia con radioterapia previa, transfeccion de genes en TIL para
aumentar su actividad antitumoral (genes de TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6),
transfeccion de genes a las células tumorales que aumenten su inmunogénicidad

(IL-4, IL-2, TNF-a, IFN-y, GM-CSF, antigenos HLA de Clase 1)'42.
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1.3. LA CITOMETRIA DE FLUJO COMO METODO DE ESTUDIO DE
COMPONENTES Y FUNCIONALISMO DEL SISTEMA INMUNE.

La citometria de flujo es uno de los métodos de estudio que en los tltimos
afnos ha aportado mas informacién acerca de los componentes y el funcionalismo
del sistema inmune.

La citofluorometria es un sistema de estudio que, junto con el uso de
anticuerpos especificos y reactivos fluorocromos, permite el estudio de la
superficie, citoplasma y contenido de DNA de células, para determinar su estirpe
y estimar su actividad biolégica potencial.

El punto clave de la utilizacion de la citometria de flujo esta en la
disponibilidad de la tecnologia de anticuerpos monoclonales, lo que permite
asegurar una especificidad de la molécula detectada.

La interaccion antigeno-anticuerpo es un proceso complejo debido al
nimero de variables que intervienen. La mayor parte de los antigenos tienen
multiples estructuras antigénicas (denorﬁinadas determinantes antigénicos o
epitopos), frente a los que se pueden formar diferentes anticuerpos especificos.
Cada determinante antigénico puede estimular diferentes clones de linfocitos B
que evolucionan (diferencian) a células productoras de anticuerpos. El anticuerpo
producido por cada uno de estos clones varia en su estructura y en la capacidad
de unién a cada epitopo.

La afinidad del anticuerpo es inversamente proporcional a la concéntracién

de antigeno no unido en la solucién.
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1.3.1. Bases y método de la citofluorometria

La citometria de flujo es un método analitico que permite realizar
mediciones rapidas y objetivas de propiedades fisicas y fluorescentes de
poblaciones no homogéneas constituidas por particulas o células en suspensién
monodispersa. Las células son tefiidas con moléculas vﬂuorescentes
(fluorocromos) que se unen preferente o especificamente al constituyente celular
que se desea medir. Las células se hacen desfilar una a una arrastradas por un
flujo portador, a través de un punto iluminado con luz de alta intensidad: cada
célula absorbe y emite una senal fluorescente que es proporcional a su contenido
en fluorocromo, y también produce cierta dispersion de la luz de excitacidn que es
funcién de su tamarfo y estructura interna. Varios detectores recogen estas
sefiales que son ordenadas en distribuciones de frecuencia o histogramas.
Algunos instrumentos son capaces de separar particulas de la suspensién en
funcidon de valores de los parametros medidos (fluorescence-activated cell sorter
FACS®).

La citometria de flujo proporciona informacién acerca de la estructura y
funcién de células y particulas de modo preciso, rapido y objetivo.

Ademas de Ila fluorescencia, otras medidas a realizar sobre las células en
flujo, son las siguientes:

1. Luz dispersada por una célula, que se relaciona con las propiedades
reflectivas, refractivas y difractivas de las caracteristicas internas y extérnas de

las células.
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2. Volumen electrénico, determinado por la medicion de los cambios de
resistencia eléctrica cuando una célula pasa a través de una pequefia apertura.

3. Pérdida de la luz axial. Es la reducciéon de la intensidad de la luz
causada por una célula al pasar a través del rayo de excitacion en la region de
medicion.

4. Informacién morfoldgica, obtenida a partir de la sombra o de la duracién

de las seiales de fluorescencia o de luz dispersada.

La citometria utiliza el desarrollo de un amplio nimero de moléculas
fluorescentes unidas a anticuerpos monoclonales, que se unen de forma
especifica a moléculas celulares.

Los citémetros de flujo se componen de las unidades basicas que se

esquematiza en la Figura 4A y se resume a continuacion:

1. Sistema hidraulico: es el responsable del flujo de liquidos que tiene
como objetivo mantener la muestra en una suspensién monodispersa. Ademas,
las muestras deben filtrarse para extraer particulas contaminantes y grupos de
células que pudieran obstruir los pequenos orificios de la camara. Este sistema
produce una corriente de flujo de liquido isotdnico a una presion determinada que

dirige el liquido hacia la camara de flujo

2. Sistema de iluminacion:
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Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La mayor parte de los

citbmetros utilizan luz laser por ser coherente, monocromatica, polarizada,
estrecha, estable y de intensidad conocida. La caracteristica de monocromatica,
indica que posee una sola longitud de onda o frecuencia. Existen laser de estado
liquido y sdlido, pero los mas utiles son los gaseosos, que producen un rayo mas
potente y uniforme. Entre los gaseosos, el mas utilizado es el de argon, que emite
a 480 nm excitando a diversos fluorocromos. Las células han sido previamente
tefiidas con uno o varios marcadores fluorocromos especificos segin los
parametros que se deseen estudiar.
Al pasar las células a través de un rayo de excitacion se provoca fluorescencia,
es decir, captacion y emisién de luz. Varios detectores recogen la fluorescencia
secundaria de las células, con diferentes longitudes de onda por una serie de
filtros y espejos.

Fluorocromos vy fluorescencias. La luz laser es monocromatica, mientras

que los fluorocromos tienen un espectro de absorcién y otro de emision. Para que
un fluorocromo pueda ser utilizado en citofluorometria es necesario que la
longitud de onda a la que emite el laser se encuentre dentro de su espectro de
excitacion. Para que sea util un fluorocromo, su longitud de onda de excitacion
debe estar lo mas separada posible de la de emisién para que asi pueda ser
eliminada la luz del laser residual con los filtros selectivos. Cuando se utilizan
varios fluorocromos, han de tener la misma longitud de onda de excitacfc’»n para
no ser necesario un segundo laser, mientras que lo ideal es que las longitudes de

onda de emisién se encuentren lo mas separadas posibles para que no se
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solapen (Stoke’s shift). Sin embargo, con frecuencia no es posible eliminar este
solapamiento mediante filtros 6pticos. Cuando la sobreexposicién o solapamiento
es pequefia, es posible corregirla mediante un método electrénico denominado
compensacion, que detrae un porcentaje de sefal fluororescente determinado
empiricamente.

Las fluorescencias mas frecuentemente utilizadas son el isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y la ficoeritrina (PE). Ambas se excitan a 488 nm y emiten a
530 y 580 nm respectivamente. En ocasiones se utiliza un tercer fluorocromo, el
propidio de iodio que se excita a 488 nm y emite a 620 nm.

Cuando las células estan marcadas por fluorocromos absorben la
luz del laser y la emiten con menor energia y mayor longitud de onda, esta
propiedad denominada fluorescencia se emite por la particula fluorescente, lo
hace por el mismo sistema 6ptico de dispersion de la luz de 90°. La luz emitida lo
hace a mayores longitudes de onda. La luz multicolor es separada en diferentes
longitudes de onda o colores que son recogidos cada uno por un detector.
Ademas existen filtros de paso largo o corto, selectivos de longitudes de onda
largas o cortas, junto a espejos dicroicos que reflejan la luz que puede atravesar y
envian la luz de un determinado color a un determinado detector. De esta forma

se puede utilizar varias fluorescencias simultaneamente.

3. Sistema éptico: la camara de flujo: la muestra pasa por un embudo que
produce un capilar de 250 um de diametro con superficies épticas. El liquido pasa

a un flujo con una presién y velocidad controlada de 10 m/seg, de esta forma se
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produce un flujo laminar que coloca a las células alineadas de forma tnica en el
centro de la corriente y a una velocidad adecuada.

El citometro de flujo con fuente de luz laser, usa normalmente una
geometria ortogonal, es decir, la direccion del flujo, el rayo laser y el eje 6ptico del
sistema de deteccién de la fluorescencia son perpendiculares entre si. De esta
forma se generan impulsos eléctricos o sefnales analdgicas que se transforman en
sefales digitales que son ordenadas en distribuciones de frecuencia o
histogramas.

Zona de medicién. Es aqui donde el rayo de luz incide sobre la corriente de

células. La luz del rayo laser es dispersada por la célula en un angulo de 360 °y
esta se denomina “forward-angle light scatter” (FSC) y la cantidad de luz es
proporcional al tamafio de las células. Cuando la luz dispersada es recogida
ortogonalmente al angulo recto del rayo de luz, el parametro resultante se
denomina “90° light scatter o side scatter” (SSC). Esta dispersién a 90° esta
formada por luz reflejada por las estructuras internas de la célula o las
ondulaciones de las membranas. Por tanto, este parametro se relaciona con la
granularidad celular. Estas propiedades FSC y SSC, se denominan propiedades
intrinsecas porque son medidas por el instrumento sin la necesidad de afiadir

reactivos. La equivalencia es la siguiente:
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FSC
1 (Bajo FSC y SSC) = linfocitos: poco tamafo, escasa granularidad
2 (Intermedio FSC y SSC) = monocitos: mayor tamafio, mayor
granularidad.

3 (Alto FSC y SSC)= granulocitos: mayor tamafio, maxima granularidad.

4. ElI sistema electrénico e informatico. Los fotones de luz son
convertidos en impulsos eléctricos de forma proporcional y estos son procesados
de varias formas. Las sefiales se pueden recoger de forma logaritmica o lineal. La
forma logaritmica es mas sensible con intensidades de fluorescencia bajas,
mientras que la lineal es mas sensible para valorar diferencias entre una
poblacién. Las sefiales analdgicas son transformadas en digitales y distribuidas
en canales del 0 al 256 o de forma mas sensible del 0 al 1024. El sistema
procesador de sefales recogidas de una sola particula se atribuye a una sola
particula permitiendo un estudio multiparamétrico. A velocidades de 10 m/seg de
flujo, se pueden analizar 10.000 células en 1 seg. Los datos digitalizados son

recogidos y almacenados informaticamente. De esta forma se pueden analizar en
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el momento y siempre que se desee. Cada célula estudiada se puede clasificar
segun sus caracteristicas de FSC o tamafio, SSC o granularidad y las distintas
fluorescencias FL1, FL2, o FL3, mas frecuentemente utilizadas.

“Gating”™: es un método muy util para el analisis de las distintas
subpoblaciones que componen la muestra. Es un recurso del sistema informatico
del citémetro que permite seleccionar una poblaciéon celular en base a unos
parametros y analizar las caracteristicas de esta poblacion. En una muestra de
SP es posible utilizar la distribucién de tamafio y granularidad para incluir sélo la
poblacién de linfocitos para analizar la distribucién de fluorescencia en esta

poblacién.
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FIGURA 4A
ESQUEMA DE ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES MARCADAS

CON ANTICUERPOS MONOCLONALES UNIDOS A FLUOROCROMOS,
MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Mezcla celular
marcada con Acs Mo
fluorescentes

Fotomultiplicador verde

Laser
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1.3.2. Significado funcional de las poblaciones celulares
identificadas mediante citofluorometria.
La utilizacién de diferentes combinaciones de Ac monoclonales y la
técnicas de doble marcaje permite identificar diversas poblaciones celulares. A
continuacién se resume la informacion relacionada con los anticuerpos que se

utilizaron en este estudio y que se detallan mas tarde en la Tabla a continuacién:

CD2+: |dentifica al receptor de hematies de carnero (rosetas E), ligando natural
de la molécula de adhesién general CD58 (LFA-3). Forma parte de la superfamilia
de inmunoglobulinas. La unién de CD2 a la molécula de adhesién LFA-3
(CD58)de la célula presentadora de antigeno (CPA), sinergiza la unién de LFA-1
a ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 de la CPA. La misma interaccién adhesiva ocurre
entre la célula T efectora y la célula diana. |
Se expresa en: 1. Las células T mas precoces (protimocitos),

generalmente, junto a CD7 y a la expresién citoplasmatica de CD3.

2. Linfocitos T maduros

3. Células NK.

Se considera marcador de poblacion T global (madura e inmadura).

CD3+: forma parte del complejo TCR-CD3. Es complejo molecular de 7 cadenas
(a, B, 7, & €, 8, £ ), con componentes variables y constantes. Las cadenas a y B,
forman la subunidad de unién al antigeno (Ti), que es responsable del

reconocimiento del antigeno unido a la molécula del CMH. El complejo CD3
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contiguo al Ti, esta compuesto por dos cadenas de heterodimeros (ye y €5). CD3 y
el homodimero citoplasmico asociado &, son los responsables de la transduccién
de la senal originada en TCR. Dado que el TCR-CD3 no posee un dominio con
actividad tirosin-kinasa (PTK) intrinseca, la activacién del linfocito T requiere una
segunda sefal (co-estimulacién) a través de la unién de la molécula B7 (B7-1 y
B7-2) de la CPA, a su receptbr en la célula T, CD28. La actividad sinérgica de las
dos uniones, origina respuestas transcripcionales y postranscripcionales hacia el
nlcleo, a través de actividad PTK citoplasmatica.

Su presencia indica maduracion funcional. En la gran mayoria de las
células T se expresa el heterodimero formado por las cadenas a y p (TCR-ap).
Se acomparia de expresion de CD5 y el antigeno comun timocitico CD1. En la
fase precoz de la ontogenia linfoide, las células T expresan niveles bajos de CD3
y son CD4 y CD8 negativo (estadio doble negativo), para posteriormente ser CD4
y CD8 positivo negativo (estadio doble positivo) y, en Gltimo lugar, CD4 o CD8
positivo.

Existe una mayor proporcién de linfocitos CD3+/TCR v 3-5% en SP, piel e
intestino, que parecen estar especializados en el reconocimiento de células

lesionadas en piel e intestino. Expresan CD4 y CD8.

CD5+: molécula de 67 kDa, que se expresa de forma precoz en timocitos
corticales, células T y en una pequefia subpoblacién de linfocitos B. Su funcién es
la unién a la molécula CD72 expresada en la célula presentadora de antigenos,

que tiene lugar en la fase de coestimulacion.
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CD5+CD19+: Constituye una subpoblacién diferente al resto en cuanto a que se
origina de un precursor distinto que se separa del resto de forma precoz en la
ontogenia linfoide B y presenta un receptor y unas caracteristicas funcionales
diferentes, tal como se ha comentado previamente . Estas células se caracterizan

por la expresion de IgM de superficie, con escasa o nula IgD.

CD4+: junto con CD8, son denominados co-receptores por su participacion junto
al complejo TCR-CD3, en el reconocimiento del antigeno. La molécula CD4 es un
mondémero con 4 dominios de los que D1 y D2, forman el lugar de unién a
regiones constantes de moléculas clase Il del CMH, facilitando la unién entre las
células (linfocito T y CPA o linfocito B). Esta presente en la membrana de las
células T con actividad cooperadora (actividad restringida por antigenos CMH
clase ll) que constituyen el 60-70% del total de linfocitos T. Todas las funciones
reguladoras y efectoras directas que realiza lo hace mediante la secrecién de
citoquinas. Existen dos subpoblaciones de células T CD4+: las células CD4
inflamatorias (TH1), encargadas de la activacién de macréfagos, producen IFN-y,
GM-CSF, TNFa y B, IL-3 e IL-2 (cuando se activa la célula CD4+TH1). Son las
responsables de la respuesta inmune mediada por células. Las células CD4+
cooperadoras (TH2), se encargan de la activacion de linfocitos B. Producen I‘L4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-3, GM-CSF, TGF-, estimulando la produccién de mastocitos,

eosindfilos e IgG1.

79



Introduccion

CD8+: La molécula co-receptora CD8 es un heterodimero formado por una
cadena a y una cadena B, unidas por un puente disulfuro.

Esta presente en la superficie celular de células T con actividad citotoxica-
supresora (CTL o LTC)). Actividad restringida por antigenos CMH clase |. El
reconocimiento especifico del complejo antigeno (péptido)-CMH en una célula
diana, induce la muerte de la célula por apoptosis fundamentalmente a través de
la liberacién del contenido de sus granulos. Existe un segundo mecanismo de
citotoxicidad inducida por CD8+, que supone la activaciéon del receptor fas en la
célula diana, que constituye un receptor de TNF, induciendo apoptosis.

Estos mecanismos de activacion de apoptosis son opuestos y regulados

por productos de bcl-2, proteinas expresadas por el gen bcl-x y la proteina Bax.

CD25+: receptor de la cadena a de la IL-2. Se expresa en linfocitos B y T
activados y monocitos. La mayor parte de las NK de SP expresan sélo el receptor
de IL-2 de afinidad intermedia. Sin embargo, las células NK CD16-CD56+ "M es
la Gnica célula de sangre periférica que expresa en reposo, de forma natural, un
receptor funcional de alta afinidad para la IL-2.

La activacién del linfocito T induce la secrecion de IL-2 y la produccién de
su receptor (IL-2r o CD25). Es un heterotrimero (a.,p y y) que tiene una alta
afinidad por la IL-2 y permite la respuesta a concentraciones muy bajas. Esta
asociado a la tirosin-kinasa citoplasmatica Ick.

La produccion de IL-2 y de su receptor es inhibida por drogas como la

ciclosporina-A o el FK506.
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HLA-DR+: molécula de clase Il del CMH que se expresan en parte de las células
hematopoyéticas (linfocitos T o B inmaduros, linfocitos T activados, macréfagos y
otras células presentadoras de antigeno) y en células epiteliales del timo. és
negativo en el resto de las células nucleadas del organismo a excepcion de la

microglia, células que estan relacionadas con macréfagos.

CD3+CD16+CD56+: subpoblacion de linfocitos T maduros con actividad

reguladora supresora o citotéxica en experimentos de generacioén de células LAK.

CD8+CD57+: La expansion de esta poblacion de linfocitos se ha comunicado en
el periodo postrasplante alogénico y/o asociado a infecciones persistentes o
recurrentes por citomegalovirus o por VIH 43144145146 " Eqtidios in vitro, han
demostrado que estas células ejercen una actividad supresora de la proliferacion
B y T inducida por mitégenos, lo que sugiere su papel de regulacién de la
reactividad linfoide frente a antigenos virales o de un estado de tolerancia inmune
en pacientes trasplantados.

En contraste, otro estudio in vitro demostré6 que pueden actuar como
precursores de células LAK en estudios de estimulacion con IL-2 ™.

Sin embargo, no se conoce con claridad su mecanismo de accién y su
posible efecto inhibidor de otras funciones inmunes. Mas recientemente, se ha
comunicado el papel de esta subpoblacion de linfocitos de sangre periférica en la

inhibicion de la actividad citolitica mediada por células, no restringida por la
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presencia de moléculas del CMH, y mediado por la liberacién de un factor soluble
con un coeficiente de sedimentacion inferior a 1S, que inhibe la unién de
concanavalina A "8, El 95% al 100% de esta poblacién expresa los antigenos
pan-T, CD2+, CD5+, CD7+, en el 92% al 94% expresan el complejo CD3-TCRa.
En contraste, la gran mayoria de estas células (92%-93%), no expresan el
marcador de células NK, CD56, lo cual concuerda con el hecho de que estas
células no exhiben actividad NK espontanea.

En conjunto, los linfocitos CD8+CD57+ detectados en SP, en el periodo
postrasplante alogénico, no solo no presentan actividad citolitica espontanea,
sino que claramente inhiben la actividad citolitica celular HLA-especifica y
antigeno inespecifica. Por tanto, posiblemente interaccionan con las células
efectoras en un paso comin del proceso citolitico, independiente del

reconocimiento del antigeno.

CD57+: constituye un oligosacarido, presente en numerosas glicoproteinas de
superficie celular, que identifica subpoblaciones de células NK, linfocitos T,
linfocitos B, y monocitos. El anticuerpo que identifica a este antigeno se le
denominado anteriormente HNK-1 y Leu-7. Expresado simultaneamente con

CD8, identifica una subpoblacion de linfocitos T con actividad supresora.

CD3-CD16+CD56+: Constituye el fenotipo mas caracteristico de célula NK en

sangre periférica. La mayor parte de las NK de SP expresan sélo el receptor de
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IL-2 de afinidad intermedia. Sin embargo, las células NK CD16-CD56+ °"o™

expresan en reposo, un receptor funcional de alta afinidad para la IL-2.

CD16+: constituye el receptor del Fc de la IgG tipo llIA (FcyRIIIA) que interviene
en el reconocimiento de las subclases IgG1 e IgG3 y estimula el ataque citotéxico
en reacciones de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Es uno de los
marcadores mas selectivos de célula NK en una poblacién mononuclear.

Se expresa en neutréfilos, macréfagos y células NK.

CD56+: molécula de 175-185 Kda, miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas, forma isomera de la molécula de adhesién celular neural,
presenta actividad de molécula de adhesion. Se expresa en células NK y de
forma aislada en algunos linfocitos y monocitos.

La funcion NK se activa por la presencia en la célula de antigenos de clase
I del CMH extrafos o por la falta de expresiéon de estos antigenos, liberando el
contenido de sus granulos ( que incluye perforina y granzina) e IL-12, citoquina
capaz de lisar células tumorales. La capacidad de algunos tumores de evitar esta
lisis es atribuible a sobrecrecimiento de clones célulares con alteraciéon de lugares
de reconocimiento o mediante la liberaciéon de prostaglandinas, IL-4 (factor de
crecimiento de linfocitos B, que inactiva la estimulacién de la célula NK por la IL-

2) o IL-10 (que bloquea la estimulacién de la célula NK por el IFN-y.
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CD19+: molécula de 95 kDa, miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas. Es
expresada de forma precoz y se mantiene posteriormente en todos los linfocitos

B, hasta el estadio de célula plasmatica

Forma un complejo con CD21 (CR2) y CD81 (TAPA-1). Tiene actividad de

co-receptor para las células B.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

La quimioterapia en dosis altas seguida de trasplante de células
germinales hematopoyéticas (TCGH), es un procedimiento terapéutico de
enfermedades neoplasicas, capaz de superar la resistencia a farmacos en dosis
convencionales. Este hecho se basa en la relacién demostrada entre dosis de
farmaco y efecto citotéxico antitumoral, de diversos agentes antineoplasicos en
numerosas enfermedades neoplasicas 149,160

A pesar de que el mecanismo de curacion del TCGH se relaciona
fundamentalmente con el efecto antileucémico de la quimio/radioterapia en altas
dosis, existen datos experimentales de laboratorio y resultados clinicos que
indican que, en cierto nimero de casos, este efecto no es suficiente para eliminar
la poblacién tumoral '*"'%2, Existe evidencia de la contribucién de la reaccién
inmunolégica denominada injerto-contra-leucemia (ICL) asociada al TCGH
alogénico, ejercida por linfocitos del donante estimulados de forma inespecifica
por aloantigenos del paciente'’, frente a células portadoras de antigenos
tumorales especificos y/o antigenos HLA.

Esta reaccion de injerto frente a tumor, demostrada en leucemia y linfoma,
puede ser operativa también en diferentes neoplasias hematolégicas y en
tumores solidos, ya que pueden expresar en una proporcion importante,

antigenos tumorales y HLA que, potencialmente las hace ser susceptibles de ser

reconocidas en reacciones de citotoxicidad.
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A pesar de que esta reacciéon ICL no existe en el trasplante autélogo,
estudios previos parecen indicar que la reconstitucion inmune postrasplante es
mas rapida cuando se utilizan CGH obtenidas tras su movilizacién a sangre
periférica (TCSP), que cuando se infunde MO sin estimulacién prev.ia
(TAMO)'®*'®* EI marcado aumento en fases precoces post-TCSP de
subpoblaciones con fenotipo y actividad citotéxica de amplio espectro ( células
NK y linfocitos T citotoxicos ), puede ejercer un efecto ICL y por tanto influenciar

en el control de la enfermedad neoplasica'*>***'%,

Sobre estos hechos hemos planteado la siguiente hipétesis de trabajo:

1. Existen diferencias cuantitativas y cualitativas en la reconstituciéon inmune
postrasplante de células germinales de sangre periférica y de médula ésea. El
estudio de la recuperacion inmune puede ser util para establecer el modelo
basico de recuperacién y determinar el momento mas adecuado para asociar una

terapia de base inmune.

2. En la medida en que las enfermedades hematolégicas presentan alteraciones
de la células germinal hematopoyéticas y de su reactividad, la reconstitucion
inmune postrasplante puede ser diferente en enfermedades hematolégicas y en

tumores soélidos.
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3. Las diferencias en el patrén de reconstitucién inmune entre TAMO y TCSP,

pueden influir, junto con otros factores, en el control de la enfermedad neoplasica.
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lll. OBJETIVOS

1/ Determinar si existen diferencias en la reconstitucion inmune tras
quimioterapia en dosis altas seguido de trasplante autélogo de médula 6sea
obtenida sin estimulacién previa (TAMO), o de trasplante autélogo con células
germinales hematopoyéticas obtenidas tras su movilizacién a sangre periférica

(TCSP).

2/ Determinar si existen diferencias entre la reconstitucién inmune postrasplante

de pacientes con neoplasias hematolégicas y neoplasias sélidas.

3/ Estudiar si la diferente reconstitucion inmune de las poblaciones celulares que
tienen fenotipo citotdxico, asociado al tipo de trasplante de células
hematopoyéticas (TAMO o TCSP), tiene influencia en el control de la enfermedad,
en el grupo de pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama de alto riesgo

de recaida.
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IV. METODOLOGIA

IV.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo, de la recuperacién inmunolégica en todos los
pacientes con diagnéstico de neoplasia sélida o hemopatia maligna, tratados con
TCGH durante los anos 1992-1996 en el Servicio de Hematologia y Oncologia

Médica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

El disefio relativo a cada uno de los objetivos, se resume a continuacion:
1. Cuantificacién secuencial de las diferentes subpoblaciones linfocitarias de
sangre periférica, pretrasplante y los dias 14, 21, 30, 60, 90, 180 y 360
postrasplante, mediante estudio de citoﬂuorometria, en el grupo global de
pacientes trasplantados y en el subgrupo de pacientes con diagnéstico de
carcinoma de mama de alto riesgo de recaida, que reciben QAD + TAMO y de
aquellos que reciben TCSP. En cada paciente, la determinacién de cada
subpoblacién celular, tiene como referencia su propio valor pretrasplante y el
valor medio determinado en un grupo control.

Estudio funcional de inmunidad celular in vivo mediante la realizacion en
un subgrupo de pacientes, de tests cutaneos de inmunidad celular pretrasplante y
tras el primer afio.

Comparacion estadistica de los resultados de ambos grupos (TAMO vy

TCSP) mediante comparacién de la distribucién en cada uno de los puntos por
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separado (U de Mann-Whitney) y comparacién de perfil de las curvas (modelo de

MANOVA para muestras repetidas).

2/ Para determinar si existen diferencias entre la reconstitucion inmur.le
postrasplante de pacientes con neoplasias hematoldgicas y neoplasias soélidas,
mediante la cuantificacion citofluorométrica secuencial de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica, pretrasplante y los dias 14, 21,
30, 60, 90, 180 y 360 postrasplante, en pacientes con diagnéstico de leucemia y
mieloma multiple con la de las pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama
de alto riesgo de recaida, en ambos casos utilizando TCSP. Comparacién
estadistica de los resultados de ambos grupos (neoplasias hematolégicas y
carcinoma de mama), mediante comparaciéon de la distribucién en cada uno de
los puntos por separado (U de Mann-Whitney) y comparaciéon de perfil de las

curvas (modelo de MANOVA para muestras repetidas).

3/ Estudiar si las diferencias en reconstitucién inmune de las poblaciones
celulares que tienen fenotipo citotéxico asociadas a TAMO o CGSP, tienen

influencia en el control de la enfermedad neoplasica, mediante:
3.1. Comparacioén de las curvas de supervivencia libre de enfermedad de

pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama de alto riesgo de recaida, de

los dos grupos de pacientes (TAMO y TCSP ).
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3.2. Estudio de influencia de la reconstitucion inmune de las
poblaciones celulares con fenotipo NK y T supresor/citotéxico, como posible
factor pronéstico de recaida postrasplante en pacientes con diagnéstico de
carcinoma de mama de alto riesgo de recaida: se determinara la posible relacién
entre el valor absoluto alcanzado por diversas poblaciones celulares con fenotipo
NK'y T supresor/citotéxico, y la frecuencia de recaida de la enfermedad.

Se utilizara el modelo estadistico de regresion multiple de Cox, que permite
determinar cual de las variables incluidas en el andlisis, tiene relacion
independiente con el suceso en estudio, en este caso la recaida de la
enfermedad (supervivencia libre de enfermedad). Tras un primer andlisis
utilizando variables cuantitativas, y con la intencién de identificar un valor dintel de
la variable que identifique a un grupo de pacientes con una determinada SLE, se
han transformado en variables categoéricas en base a diferentes niveles absolutos
utilizando los establecidos por los percentiles (dada la distribucion no normal de
las variables de la muestra) 50 (mediana), 80 y 90, en el dia +30 postrasplante,
por ser éste el momento de maxima elevacion de las poblaciones con fenotipo NK
y ser maxima la diferencia entre los grupos de TAMO y TCSP. Las variables a
incluir seran las siguientes:

1. Poblaciones con fenotipo NK: CD3-CD16+CD56+, CD16+ total,
CD16+CD2-, CD56+.

2. Poblaciones con fenotipo supresor/citotéxico: CD3+CD16+CD56+,
CD8+CD57+, CD57+.

3. Poblacion linfoide total: sin actividad exclusiva, como variable control.
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Dado que el resultado del analisis uni o bivariante de estas poblaciones
puede estar influido por otros factores pronésticos conocidos, tras un primer
analisis univariante, se incluiran en el analisis multivariante los factores

pronoésticos clinicos conocidos en el carcinoma de mama.

IV.2. POBLACION ESTUDIADA

Se han estudiado 232 pacientes de un total de 264 pacientes tratados con
transplante autélogo de células germinales hematopoyéticas (TCGH) de forma
consecutiva, entre Enero 1992 y Abril 1996 en el Servicio de Hematologia y
Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Se han excluido
del analisis, 18 por muerte precoz peritrasplante (primeros 45 dias postrasplante),
11 por dificultad técnica en la realizacién del estudio que provocé la disponibilidad
de datos insuficientes y 3 pacientes por presencia de expresion periférica de
sindrome linfoproliferativo en actividad en el momento del TCGH. Los pacientes
con diagnéstico de mieloma multiple (8 pacientes), han sido excluidos para el
analisis de recuperacion de inmunoglobulinas séricas.

En la Tabla 7 se resumen las caracteristicas del total de pacientes. Como
se puede observar la edad mediana es de 43 afios con unos extremos de 15 y 63
afos. Existe una mayor presencia de pacientes de sexo femenino condicionado
por el nimero de pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama tratadas e
incluidas en el estudio. Por este mismo motivo, el nimero de neoplasias sélidas

es el doble que el de neoplasias hematoldgicas.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas del total de pacientes estudiado.

Nimero de pacientes 232
Edad (mediana y extremos) 43 (1 5-63)
Sexo (Vi) 66i166
Diagnésticos
Neoplasias hematolégicas 71
Linfoma No Hodgkin 26
Enfermedad de Hodgkin 25
Leucemia Aguda Mieloide 9
Leucemia Mieloide Crénica
Mieloma Multiple 8
Tumores sélidos 161
Carcinoma de mama 130
Tumor de células germinales 12
Astrocitoma de alto grado 8
Carcinoma de ovario 4
Melanoma metastasico 3
Carcinoma microcitico pulmonar 2
Sarcoma de partes blandas 1
Sarcoma de Ewing 1
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En la Tabla 8 se resume el origen de las células germinales
hematopoyéticas utilizadas en el total de pacientes. Igualmente se detalla el
numero de pacientes (todas ellas con diagndstico de carcinoma de mama
metastasico en respuesta parcial al tratamiento de induccién), que recibieron
inmunoterapia (ciclosporina A e interferén-a) en el periodo postrasplante, y que se

analiza como grupo independiente.

Tabla 8. Origen de las células germinales hematopoyéticas e inmunoterapia
utilizadas en el trasplante.

Nuamero total de pacientes . 232
i
Médula ésea 81
Células germinales de sangre periférica 125
Médula 6sea + sangre periférica 18
Células germinales de sangre periférica e\ 8

inmunoterapia postrasplante.

En la Tabla 9, se resumen las caracteristicas clinicas del total de pacientes
tratados con trasplante autélogo, que han recibido exclusivamente médula ésea o
células germinales hematopoyéticas de sangre periférica (CGSP), como rescate
hemopoyético. En conjunto, el grupo de pacientes que han recibido CGSP

constituyen un nimero mas numeroso que aquellos que recibieron MO (125 y 81,
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respectivamente), debido al cambio a lo largo del tiempo de estudio, del esquema

estandar de tipo de CGH, debido a reconocimiento de la mas rapida recuperacion

hematoldgica. Este hecho es mas evidente en el carcinoma de mama.

Tabla 9. Caracteristicas del total de pacientes tratados con
trasplante autélogo, que recibieron exclusivamente médula 6sea

o CGSP.

N° pacientes

Edad (mediana y extremos)
Sexo (VIM)

Diagnosticos

Neoplasias hematologicas

Linfoma No Hodgkin

Enf. Hodgkin

Leucemia Aguda Mieloide
Leucemia Mieloide Crdénica
Mieloma Multiple

Tumores solidos

Carcinoma de mama

Metastasico

Alto riesgo de recaida
Tumor de células germinales
Astrocitoma alto grado
Carcinoma de ovario
Melanoma
Carcinoma microcitico de pulmoén
Sarcoma de partes blandas
Sarcoma de Ewing

Mediana de seguimiento desde TCG
(meses)

98

MO
81
39(15-59)
31/50
28

12
15

53

29

< N WN o

43

- =

\

—_— —

CGSP
125

45 (15-63)
32/93

38

-\
N W ONS

81
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En la Tabla 10, se resumen las caracteristicas clinicas basicas de las
pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama trasplantadas con MO o CGSP
exclusivamente. Como ya ha sido comentado, el nimero de pacientes que
recibieron CGSP es dos veces mas numeroso como cohsecuencia del cambio de
la estrategia del Servicio ante la evidencia de una recuperacién hematolégica
precoz asociada al TCSP. Como se puede observar, en este grupo global estan
incluidas las pacientes con > 4 ganglios axilares afectos al diagnéstico, que por
motivo de haberse incluido esta indicacion de forma mas reciente, estan todas
ellas incluidas en el grupo de TCSP. Este grupo de = 4 ganglios afectos al
diagnéstico , aunque de mal pronéstico, se sabe que es significativamente mejor
que el del grupo de > 10 ganglios diagnéstico, el carcinoma inflamatorio y el de >
4 ganglios tras quimioterapia neoédyuvante. Por este motivo, han sido excluidas
del analisis de factores pronésticos de supervivencia libre de enfermedad (Tabla

10).
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas de las pacientes con
diagndéstico de carcinoma de mama tratadas con trasplante
autdélogo con reinfusiéon exclusiva de médula 6sea o CGSP.

MO CGSP
N° total de pacientes 29 81
Edad (mediana y extremos) 39 (15-59) 45 (15-63)
Carcinoma de mama de alto riesgo de recaida 14 75
N° pacientes con > 4 ganglios axilares 0 7(9%)

afectos al diagnéstico
N° pacientes con >10 ganglios axilares 6 (43%) 42 (56%)
afectos al diagnéstico
N° pacientes con > 4 ganglios tras 7 (50%) 12 (16%)
quimioterapia neoadyuvante
Inflamatorio 1(7%) 14 (19%)

Carcinoma de mama metastasico 15 6
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En la Tabla 11, se detallan las caracteristicas clinicas del grupo de
pacientes con carcinoma de mama metastasico trastadas con trasplante autélogo

con reinfusion exclusiva de médula 6ésea o CGSP.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de las pacientes con
diagnostico de carcinoma de mama metastasico.

MO CGSP

Nuamero de pacientes 15 6
Estado hormonal

Premenopausicas 13 4

Postmenopausicas 2 2
Receptores estréogeno

Positivos 4 1

Negativos 4 5

No determinados 7 0
Receptores progesterona

Positivos 5 1

Negativos 3 5

No determinados 7 0
Respuesta a quimioterapia previa a TCGH

RC 0 6

RP 13 0

EE/PG 2 0
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En la Tabla 12, se detallan las caracteristicas clinicas de las pacientes con
diagnéstico de carcinoma de mama de alto riesgo de recaida, trasplantadas con MO o
CGSP exclusivamente, excluyendo el grupo de > 4 ganglios axilares afectos al
diagnostico. La exclusion de este grupo tiene la intencion de lograr homogeneidad de
los grupos a analizar (TAMO y TCSP) en uno de los factores pronésticos conocidos
mas importantes, como es el nimero de ganglios afectos al diagnéstico.

A pesar de la diferencia en términos absolutos, no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a las caracteristicas clinicas mas importantes,
entre ambos grupos (Intervalo de confianza del 95%). El estudio multivariante de
factores pronésticos llevado a cabo en este grupo de pacientes, tiene en cuenta la
diferencia en el tiempo de seguimiento entre ambos grupos, que es claramente superior

en el grupo de TAMO.
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Tabla 12. Caracteristicas de las pacientes con carcinoma de
mama de alto riesgo de recaida trasplantadas con MO o CGSP,
excluyendo aquellas con < 10 ganglios axilares afectos al
diagnéstico.

MO CGSP P
N° pacientes 14 68
Edad (mediana y extremos) 39.5(28-59) | 46.5(28-62)

Grupos de alto riesgo:

1. Pacientes con > 10 G+ al diagnéstico \ 6 (43%) \ 42(62%) \| NS*
N° de ganglios afectos (mediana y 16 (13-23)| 14 (10-27) i NS’
extremos)

2. Pacientes con > 4 G+ tras|

quimioterapia neoadyuvante 7 (50%) 12 (18%) NS*
N° de ganglios afectos (mediana y 5(4-19)\ 6 (4-10)' 190
extremos)

3. Inflamatorio

Estado hormonal

Premenopausia (%) \ 13(93%) |\ 47(69%) \|NS*

Postmenopausia (%) | 1(7%) \ 21(31%) \NS*
Estadio

/] 5(36%) \ 35(51%) \NS*

/] \ 9(64%) |\ 33(49%) \NS*
Receptores estrégeno

Positivo (> 10 fmol/mg) \ 5(36%) |\ 18(26%) \|NS*

Negativo (<10 fmol/mg) \ 4(28%) \ 27(40%) \NS*

No determinado \ 5(36%) | 23(34%) | NS*
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Receptores progesterona

Positivo (>10 fmol/mg)

Negativo (<10 fmol/mg)

No determinado

Grado histolégico (Scarff-Bloom)

1
2
3 \

No determinado |

Mediana de seguimiento desde

mastectomia (meses)

MO

3 (21%)
6 (43%)
5 (36%)

0
4 (28%)
8 (57%)
2 (14%)

54

\ 15(22%)

\ 23 (34%)

Metodologia

CGSP |

j NS*
30 (44%) | NS*

| NS*

2 (3%)
15(22%)
30 (44%)
21 (31%)

j NS*
| NS*
| NS*
| NS*

20

NS= No diferencia estadisticamente significativa

* Prueba exacta de Fisher.

0 U de Mann-Whitney.

Tratamiento inicial (pre-TCGH) y postrasplante de las pacientes con

carcinoma de mama de alto riesgo de recaida:

Las pacientes con > 10 ganglios afectos, tras la cirugia inicial (mastectomia

modificada), se

realiz6 un tratamiento con un total de 6 ciclos de

poliquimioterapia que incluye antraciclicos (FAC o FEC), administrados cada 21

dias. Posteriormente, y en el plazo de 10 semanas desde el ultimo ciclo se

administré tratamiento intensivo, seguido de radioterapia loco-regional (45 Gy)

que se inicia entre el dia +45 y +60 postrasplante, y hormonoterapia con
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tamoxifén (10 mg/12h, durante 5 afos) si los receptores hormonales eran
positivos o desconocidos.

En las pacientes con carcihoma de mama localmente avanzado e
inflamatorio, se administraron 3-4 ciclos de quimioterapia neoadyuvante tipo FéC
o FAC. Las pacientes en las que se evidencié respuesta clinica, fueron incluidas
en el protocolo de tratamiento intensivo, realizandose cirugia radical o
conservadora vy, posteriormente, 2-3 ciclos de quimioterapia adicional. A
continuacion se realizé tratamiento intensivo y postrasplante igual al grupo
anterior.

El tratamiento, se resume en el esquema siguiente:

ESQUEMA DEL TRATAMIENTO EN EL CARCINOMA DE MAMA DE ALTO RIESGO

Estadio II-1ll Estadioll-lll Inflamatorio
Ciiugia QT neo:dyuvante (FEC x 3) QT(ItEC x 4)
¢ Ci!ugia Cirugia
>10 ganglios+ >4 ganglios +
QT (FEC -75 x 6) QT (FEC-75 x 3) (FEC-75 x 2)
QAD + TACGH

(CEM o STAMP-5)

\

Radioterapia locoregional £ Tamoxifen
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En la Tabla 13, se detallan las caracteristicas clinicas de los pacientes con
diagnodstico de neoplasia sélida diferente de carcinoma de mama. Como se puede
observar, este grupo es mas numeroso en el grupo de TAMO, y predominan las

neoplasias de células germinales y el astrocitoma de alto grado.

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes con diagnostico de
neoplasias soélidas diferentes de carcinoma de mama, tratados con
trasplante autélogo con reinfusion de médula 6sea o CGSP, exclusivamente.

Mo CGSP
N° pacientes 24 6
Edad (mediana y extremos) j 42 (18-59) 23 (17-49)
Sexo (V/M) 16/8 5/1
Diagnédstico
Tumor de células germinales 8 4
Astrocitoma alto grado 8 -
Carcinoma de ovario 2 1
Melanoma 3
Carcinoma microcitico de pulmén 2
Sarcoma de partes blandas 1
Sarcoma de Ewing - 1
Respuesta a quimioterapia previa a TCGH
RC 6 3
RP 18 2
EE/PG 0 1
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes con leucemia y mieloma se
han resumido en la Tabla 14. Como se puede observar, practicamente todos los
pacientes incluidos en este estudio lo han sido en el grupo de TCSP. La gran
mayoria de pacientes con diagnéstico de leucemia aguda se encontraba en RC
en el momento del trasplante. Los pacientes con leucemia mieloide crénica
(LMC), se encontraban en fase acelerada, mientras que la mayoria de los
pacientes con mieloma muiltiple se encontraban en RC o RP.

En las Tablas 15 y 16, se resumen las caracteristicas de los pacientes con
linfoma no Hodgkin y enfermedad de Hodgkin, respectivamente. En ambos
grupos de pacientes, se realizé radioterapia complementaria postrasplante en
aquellos que previamente habian presentado masa tumoral voluminosa (“bulky” ,
> 7 cm en su didmetro mayor), en dosis de 30-40 Gy, iniciandose tras la

recuperacion hematoldgica entre el 1° y 3° mes postrasplante.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de Ilos pacientes con
diagnostico de leucemia y mieloma, tratados con trasplante
autélogo con reinfusion de médula o6sea o CGSP,

exclusivamente.
MO CGSP
N° pacientes 1 19
Edad (mediana y extremos) 37 49 (22-63)
Sexo (V/M) 0/1 14/5
Diagnéstico
Leucemia Aguda Mieloide - 9
Edad (mediana y extremos) 50 (22-54)
Sexo (V/M) 7/2
Situaciéon enfermedad pre-TCGH
1aRC 7
3aRC 1
Recaida incipiente 1
Leucemia Mieloide Croénica 3
Edad (mediana y extremos) 56 (39-63)
Sexo (V/M) 3/0
Situacion enfermedad pre-TCGH
Fase acelerada 3
Mieloma Multiple 1 7
Edad (mediana y extremos) 37 48 (35-51)
Sexo (V/M) 0/1 4/3
Estadio inicial
I-A 1
II-A 1
1-A 1 4
1-B . 1
Situacién enfermedad pre-TCGH
4
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas de Ilos pacientes con
diagnostico LNH, tratados con trasplante autélogo con reinfusién
de médula 6sea o CGSP, exclusivamente.

MO CGSP
N° pacientes 12 13
Edad (mediana y extremos) 40 (18-59) | 43 (15-55)
Sexo (V/M) 6/6 8/5
Clasificacion histologica (WF19
L. Folicular célula pequeha 0 1
L. Folicular mixto 1 3
L. Difuso mixto 1 2
L. Difuso de célula grande 6 4
L. Inmunoblastico 2 1
L. Linfoblastico 2 0
Linfoma del manto 0 1
Linfoma anaplasico 0 1
Estadio inicial (Ann Arbor7%g
lIE-A 2 1
I-B 0 1
1-A 1 0
1li-B 3 2
IV-A 2 1
IV-B 4 8
IPI (1/2/3/4/5/Desc) 0/0/3/5/0/4 \ 0/3/3/5/0/2
TS (1/2/3/4/5/Desc) 0/0/1/5/3/3 i 1/2J3/3/1/3
Masa voluminosa (“bulky’) 7 7
Enfermedad abdominal 3 4
Enfermedad mediastinica 3 2
Enfermedad extraganglionar 8 7
LDH elevada pre-trasplante 1 0
B2-microglobulina elevada pre-TCGH 2 0
Situacion de enfermedad pre-TCGH
RC 4 5
RP1 4 3
RP2 3 5
RNT 1 0
Mediana de seguimiento desde TCGH 55 13.5
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas de Ilos pacientes con
diagndstico de enfermedad de Hodgkin, tratados con trasplante
autélogo con reinfusibn de médula o6sea o CGSP,
exclusivamente.

N° pacientes 15 6
Edad (mediana y extremos) (15-54) 45 (27-55)
Sexo (V/M) 9/6 5/1

Clasificacion histologica

Predominio linfocitario 2 2
Celularidad mixta 5 2
Esclerosis nodular 6 2
Deplecciodn linfocitaria 2 0
Estadio inicial
I-B 1 0
II-A 3 0
1I-B 2 0
li-A 3 0
lll-B 4 1
IV-A 0 1
IV-B 2 4
Masa voluminosa (“bulky’) 7 4
Enfermedad abdominal 1 0
Enfermedad mediastinica 6 4
Enfermedad extraganglionar 2 3
LDH elevada pre-trasplante 2 2
B2-microglobulina elevada pre-TCGH 0 1
Situacion de enfermedad pre-TCGH
RC1-3 1 3
RP1 9 2
RP2J3 4 0
EE 1 1
Mediana de seguimiento desde TCGH 34.5 18

(meses)
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Para determinar la evoluciéon de la inmunidad celular jn vivo , medido con
los tests cutaneos, se han estudiado un total de 58 pacientes, con un estudio en
el momento pretrasplante y tras el 1o afio de trasplante. En las Tabla 17, se
resumen las caracteristicas de los pacientes en funcién del tipo de célula germinal

hematopoyética que recibieron.

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes estudiados con tests
cutaneos de inmunidad celular.

MO CGSP Total
N° pacientes 35 23 58
i dad (mediana y extremos) \ 37(18-59) | 36 (15-60) 37 (15-60) |
| exo (V/M) 8/27 9/14 17/41 i
i jagnésticos
Neoplasias hematologicas *13 8 21
Linfoma No Hodgkin 3 3 6
Enf. Hodgkin 9 2 11
Leucemia Aguda Mieloide . 2 2
Mieloma Multiple 1 1 2
Tumores sdlidos 22 15 37
Carcinoma de mama 16 13 29
Metastasico 8 1 9\
Alto riesgo de recaida 8 12 20\
Tumor de células germinales 3 3
Astrocitoma alto grado 1 1
Carcinoma de ovario 1 1 2
Sarcoma de partes blandas 1 . 1
Sarcoma de Ewing - 1 1
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IV.3. GRUPO CONTROL

Como grupo control se ha utilizado el resultado de los estudios de las
poblaciones celulares analizadas, inmunoglobulinas y factores del complemento
en un grupo de 30 donantes de sangre altruistas, a los que se les realiza
sistematicamente un cuestionario de preguntas que excluyen la presencia de
enfermedad conocida, toma de medicacién y el haber recibido transfusion
sanguinea e intervenciones quirtrgicas recientes.

En la Tabla 18, se detallan la media y desviacion tipica (DT) de cada
poblacién celular, inmunoglobulinas y complemento del grupo control. En las
graficas de resultados, como referencia se sefiala con un area sombreada el valor

de la media + el valor de la desviacion tipica.
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Tabla 18. Valores de subpoblaciones
inmunoglobulinas y complemento, del grupo control.

linfocltarias,

N= 30
Edad ( mediana y extremos)= 34,5 (21-50)

Valorestudiado Media DT Unidades

Linfocitos totales 2.127 £ 643\ x 10°/L
CD2+ 1.739 * 5441 x W/L
CD3+ 1.534 + 487 j x W/L
CD4+ 922+3131 x W/L
CD8+ 683% 269\ x W/L
Indice CD4/CD8 1,44 £0.52 \ -
CD4+Leu8+ 7821282 X

CD5+ 1580+ 47 8] x
CD3+HLA-DR+ 189 *170 X
HLA-DR+ 299% 133\ x
CD25+ 219*169 x
CD3+CD16+CD56+ 1181108 X
CD8+CD57+ 246 £155 X
CD57+ 324 £196 x
CD3-CD16+CD56+ 256 £169 X
CD56+ 351 £182 )¢
CD16+ 229 £222 X
CD16+CD2+ 165157 x
CD19+ 264122 X
CD19+CD5+ 43 40 X
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Valor estudiado | Media * DE \ Unidades
IgG sérica 981 £239 mg/dI
IgA sérica 212 +86 mg/di
IgM sérica 111 £48 mg/dI|
Cc3 103+ 14 mg/di
Cc4 24 +4 mg/dl
CH50 155+ 39,  Unidades

IVA ESQUEMAS DE MOVILIZACION DE CGSP
El esquema de movilizacién basico ha sido la utilizacion de G-CSF en
dosis de 10 pg/Kg/dia, via subcutanea, durante 4 dias, iniciando las aféresis el 50

dia.

IV.5. ESQUEMAS DE ACONDICIONAMIENTO UTILIZADOS

En la Tabla 19, se resumen los esquemas de tratamiento intensivo

utilizados en cada enfermedad o grupo de enfermedades.
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Tabla 19. Esquemas de acondicionamiento utilizados.

Enfermedad Protocolo :Tratamiento :Dosis
Leucemia Aguda Mieloide y i BUCY Busulfan 4 mg/Kg/dia x 4
Leucemia Mieloide Crénica Ciclofosfamida i 50 mg/Kg/dia x 4
E. Hodgkin BEAM - iBCNU - 300 mg/m“- -
VP-16 200 mg/m“/dia x4
Ara-C 200 mg/m“/dia x4
Melfalan 140 mg/m*
LNHy EH BEAC BCNU 300 mg/m®
VP-16 200 mg/m°/dia x4
Ara-C 200 mg/m°/dia x4
Ciclofosfamida i 1.4 g/m2/dia x 4
Mieloma multiple BUMEL Busulfan 16 mg/Kg
Melfalan 140 mg/m2
Carcinoma de mama CEM Ciclofosfamida ; 50 mg/Kg/dia x 2
Etoposido 7 mg/Kg/dia x 3
Melfalan 140 mg/m2
STAMP-V  iCiclofosfamida ;6 gr/m*
Carboplatino {800 mg/m®
Tiotepa 500 mg/m*
Tumores de células Etopésido 250 mg/m2/dia x 5
germinales
Carboplatino 300 mg/m2/dia x 5
Ciclofosfamida : 1.6 g/m2/dia x 4
Astrocitoma de alto grado BCNU 800 mg/m2
Carcinoma de ovario Carboplatino ;300 mg/m2/dia x 4
VP-16 200 mg/m2/dia x 4
Melfalan 140 mg/m?2
Melanoma metastasico Melfalan 200 mg/m2
Sarcoma de partes blandas Ifosfamida 2 gr/m2/dia x 5

y Sarcoma de Ewing

Carboplatino

300 mg/m2/dia x 4
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IV.6. CELULAS GERMINALES HEMATOPOYETICAS INFUNDIDAS

Para el analisis de la reconstitucién inmune, se han excluido los pacientes
los pacientes en los que se utilizd MO y CGSP conjuntamente.

En la Tabla 20 se resume ‘el »nl’Jm‘erp de células germinales
hematopoyéticas infundidas en los 3 grupos de pacientes en los que se analiza la
reconstituciéon inmune:

1. Grupo global de pacientes, independientemente del diagndstico, en los
que se ha utilizado MO o CGSP exclusivamente.

2. Grupo de pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo de recaida
trasplantada con MO o CGSP.

3. Grupo de pacientes con neoplasias hematolégicas con mayor grado de
lesidn de célula germinal hematopoyética inmadura o de células del estroma,

inducida por la propia enfermedad.
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Tabla 20. Células germinales hematopoyéticas infundidas en el grupo de TAMO y de TCSP

GRUPO DE Tipo

PACIENTES . CGH
immmznmezmmi

GLOBAL MO

CGSP

CA. MAMA AR MO
CGSP

Leucemia-MM CGSP

MM= Mieloma Muiltiple

N

81

125

14
68

19

CMNdeMO

(x 108Kg)

2.65%+1.29

2.37 £1.21

CFU-GM de
MO

(x 104Kg)

0.39+0.78

0.21 £0.29
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CMNCGSP CFU-GM CGSP Células CD34+

(x 108Kg) (x 10/Kg) (x 106Kg)

7.12+2.43 33.9+65.22 7.76£14.72

6.91 +2.03 38.80 £77.08 6.07 +5.14

863 +3.13 35.61 +57.71 17.22 +34.43
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IV.7. METODOS DE ESTUDIO:

Momento e

n que se realizan: Los estudios se realizan pre-trasplante y en los siguientes dias

postrasplante: 14, 21, 30, 60, 90, 180y 360.

IV.7.1. HEMATIMETRIA CONVENCIONAL: Cuantificacion de

numero de linfocitos totales.

Estudio hematimétrico completo convencional en sangre periférica
mediante el autoanalizador Technicon H3®, que incluye el recuento de linfocitos,
cifra utilizada para el calculo de la cifra absoluta de todas las subpoblaciones
linfocitarias.

IV.7.2. CITOFLUOROMETRIA:
IV.7.2.1. Técnica
IV.7.2.1.1. Muestras.

En todos los casos se ha utilizado sangre periférica (SP) anticoagulada
con EDTA procesandose en la misma mafana de la extracciéon al paciente. Esta
misma muestra es la utilizada para realizar los recuentos hematolégicos mediante
un contador H3 de Technicon. Seguidamente se realiza el andlisis
citofluorimétrico con marcaje directo.

IV.7.2.1.2. Técnica del marcaje directo.

A 50 pl de SP recién extraida se le afiaden 10 pul del Ac monoclonal
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marcado con FITC o PE. Se incuban 10 min. en la oscuridad a temperatura
ambiente. Se afiaden 2 mi de solucién lisante Ortho y se mantiene 10 min. en la
oscuridad. Se centrifuga 5’ a 1400 rpm. Se decanta y se lava 2 veces con PBS
(tampon fosfato) mas azida de sodio al 0,2%. Después del ultimo lavado los
células se reconstituyen con 0,5 mi de PBS azida de sodio y se adquieren 4.000
células de cada muestra en el citdmetro FACScan (Beckton-Dickinson®).
IV.7.2.1.3. Analisis de poblaciones linfocitarias

Se ha realizado mediante los programas de analisis Lysis Il y el
CELLquest de FACScan de Becton-Dickinson (B-D). Ambos programas permiten
analizar las caracteristicas de FSC y SSC vy fluorescencias de cada célula. En
funcién de las caracteristicas de granularidad y tamano (FSC y SSC), las células
adquiridas se distribuyen en diferentes zonas. En este momento se delimita

(gating) una regién R1 sobre la zona de linfocitos.

SSC

granulocitos

monocitos

linfocitos

FSC
Figura A
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En una nueva imagen se seleccionan los linfocitos con sus caracteristicas
de fluorescencia (Figura B). El primer tubo de cada paciente es el control de
fluorescencia inespecifica marcado con (Fab)' de Ig G1 FITC + IgG2 PE de raton.
De esta forma se establecen los limites o “markers” de la fluorescencia
inespecifica (Figura B), a partir de la cual se considerara fluorescencia
correspondiente al Ac monoclonal que se une al Ag de superficie que presente la
célula (Figura C). La estadistica del programa nos indica el porcentaje de células

que expresan el antigeno determinado.

R1 Ri1

FL2 CD8PE

FL1 CD4FITC

Figura B Figura C

En la Figura 4B, se pueden observar las imagenes de una analisis real.
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Figura 4B

Esquema del analisis de poblaciones linfocitarias mediante citofluorometria

RTC250696 T+6005.001 RTC250696 T-f60U5.001
-100 600 1000 400 600 1000
FSC-Height FSC-Height
RTC250696 T-*005.001 RTC250696 T+6005.004
o
(0]
o o
-
b%m
© 9Q © N
L
(o)
o ° V;.-
o o T JE TR )
1 101 o (0
FLA1-Height CD4FITC

Quadrant Statistics

File: RTC250696 T+6005.004 Log Data Units: Linear Values

Sample ID: Patient Name: RTC250696 T+60

Case Number: Acquisition Date: 2&Jun-96

Gate: G4 Gated Events: 985

Total Events: 4000 X Parameter: FL1-H CD4FITC (Log)

Y Parameter: FL2-H CD8PE (Log) Quad Location: 6,10

iuad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

uL 429 43.55 10.73 1.67 1.49 647.17 307.68
UR 5 0.51 0.12 78.84 74.32 112.79 43.17
LL 375 38.07 9.38 1.56 1.41 2.08 1.7
LR 176 17.87 440 66.66 55.06 3.37 2.78
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IV.7.2.2. Descripcion de los anticuerpos monoclonales
utilizados.
Los anticuerpos monoclonales utilizados con sus caracteristicas y los
antigenos que identifican se detallan en la Tabla 21.
Como control de fluorescencia inespecifica se utilizaron los controles de B-

D, IgG1-FITC ( clon X40) e IgG2a-PE (clon X39).
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Tabla 21. Anticuerpos monoclonales utilizados y antigenos de membrana que identifican.

Ac Monoclonal
(B*D®)

Leu 5b

Leu 4

Leu 3

Leu 1

Leu 2a

Leu 11¢

Leu 12

HLA-DR

IL2R

Leu 19
Leu 7

Antigeno Clon

CDh2 $5.2
CD3 SK7
CD4 SK3
CD5 L17F12
CD8 SK1
CD16 B73.1
CD19 4G7

HLA-DR L243

CD25 2A3
CD56 MY31
CD57 HNK1

Tipo Ig ratéon

igG2

igGl

igGl

lgG2a

igG I

igGi

igGl

lgG2a

lgG 1

igGl
igM

Fluorocromo Funcién del Ag detectado

FITC Ligando de CD58

FITC Parte del complejo TCR-CD3

FITC Unién moléculas clase I de
CMH

FITC Unién a CD72

PE Union moléculas clase | de
CMH

PE Receptor baja afinidad de Fe
lgG

PE

PE

FITC Receptor IL-2 (50Kd)

PE

FITC

Expresion del Ag

Células Ty la mayoria de las NK

Células T

Mayoria de células T, timocitos, monocitos y
macrofagos

Todas las células T y timocitos, pequefia poblacién en
area del manto.

Minoria de células T y timocitos; mayoria de
monocitos y macréfagos.

Células NK, monocitos, algunas células T.

Todas las células pre-B y B, excepto células

plasmaticas.

Células NK, escasas células T, monocitos.
Algunas células NK, subpoblaciones T, células B,

monocitos.

CD= “Cluster Designations “para antigenos leucocitarios. CMH= complejo mayor de histocompatibilidad
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IV.7.3. INMUNOGLOBULINAS SERICAS.
Cuantificacion de inmunoglobulinas séricas IgG, IgA, IgM, mediante
nefelometria ( QM300™ Antibody Pack, Kallestad ™ QM330 Protein Analysis

System, Sanofi Diagnostics Pasteur, Inc. Chaska, MN, USA).

IV.7.4. COMPLEMENTO SERICO.
Niveles de C3, C4 mediante nefelometria ( QM300™ Antibody Pack,
Kallestad ™ QM330 Protein Analysis System, Sanofi Diagnostics Pasteur, Inc.
Chaska, MN, USA ) y nivel de complemento hemolitico (CH50) mediante técnica

de lisis de eritrocitos carnero ( Diamedix Corporation, Miami, Florida, USA ).

IV.7.5. TESTS CUTANEOS DE INMUNIDAD CELULAR.

El estudio de la respuesta a los tests cutaneos de inmunidad celular es un
procedimiento clinico basico, originalmente disefiado para el diagnéstico de
infeccion. Posteriormente, los tests cutaneos con una bateria de antigenos, se
han extendido como un método de evaluacién de la reactividad inmune celular en
pacientes con neoplasias malignas o trasplante de 6rganos o tejidos'®®¢"1%2, En
contraste con los tests cutaneos de reaccién inmediata (minutos tras la inyeccién
del Ag), mediada por anticuerpos, las respuestas retardadas dependen de la
reactividad celular y se desarrollan mas lentamente. Tras varias horas después

de la administracién, se puede observar infiltracién por células mononucleares en

el sitio de inyeccion. La reaccion inflamatoria aumenta progresivamente durante
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un periodo de 1 a 4 dias, produciendo eritema bersistente e induracién. Las
células responsables de este tipo de reacciones son linfocitos y monocitos,
aunque, también se pueden observar granulocitos neutréfilos en el infiltrado.
Cuando el test se utiliza para la valoracion de la funcién inmunitaria, es
necesario utilizar antigenos frente a los que existe una probabilidad alta de que
los sujetos a estudiar estén previamente sensibilizados. Estos antigenos pueden
variar de una a otra area geografica y entre diferentes grupos de pacientes a
estudiar. En nuestro medio, los antigenos probablemente mas utiles para este fin
son el antigeno de parotiditis, estreptoquinasa-estreptodornasa, tuberculina,
candidina, tricofitina y toxoide tetanico. Al testar la tuberculina con el fin evaluar la
inmunocompetencia, se debe utilizar diferentes concentraciones (al menos, 10
U.T.y 100 U.T.) ya que algunos individuos normales sélo reaccionan a mayor
concentracion. En particular, los individuos que han sido sensibilizados por la
vacuna BCG, en lugar de por infeccién natural con Mycobacterium tuberculosis,

pueden no reaccionar a una dosis baja de antigeno.

Metodologia:

1. Valoracion de respuesta positiva. La valoraciéon de la respuesta es la
principal causa de no reproducibilidad de esta técnica. Muchos autores definen un
test positivo si aparece una induracién de al menos 5 mm. Generalmente, se
asocia el desarrollo de eritema e induracién, sin embargo, en ocasiones, sélo se
observa eritema. La presencia de eritema sin induracion se considera como

respuesta positiva al antigeno de la parotiditis. EI hecho de observar respuesta
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eritematosa a la tuberculina tras la vacunacién, cuando previamente habian sido
negativas, demuestra que el eritema se debe valorar como una manifestaciéon de
hipersensibilidad y como una reaccién inflamatoria inespecifica.

Para la lectura de las respuestas se mide el eritema y la induracién en 2
diametros en angulo recto y se anota la media de ambas medidas. Para la

| 8. se traza

medida de la induracién se ha utilizado la técnica descrita por Soka
una linea con un boligrafo de punta “normal” (no fina), desde 2 cm fuera del
margen eritematoso de la reacciéon cutanea, hacia el centro, ejerciendo una
presion moderada contra la piel, moviendo el boligrafo lentamente. Si el individuo
ha perdido la turgencia normal de la piel, se realiza una ligera traccién en sentido
inverso al del boligrafo. Cuando la punta del boligrafo alcanza el margen del area
indurada, se aprecia una clara dificultad al avance, momento en que se debe
detener el movimiento. Este procedimiento se repite desde el lado contrario de la
reaccion. Las lineas pintadas delimitan de forma visible los limites de la

induracién, y se mide de forma precisa la distancia entre las lineas opuestas. Este

método reduce de forma substancial la variacion subjetiva del observador.

2. Momento de desarrollo y evolucién de la respuesta.

Existe considerable variabilidad en el momento de maxima respuesta (24-
36 h para el antigeno de parotiditis frente a 72h para la tuberculina) y su duracion,
en funcién del antigeno, el individuo y el nimero de tests cutaneo previamente

realizados.
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Por otra parte, la mayoria de individuos que son testados de forma
repetida, desarrollan respuestas rapidas que desaparecen también de forma
rapida. Este hecho es especialmente evidente cuando la inyecciéon del antigeno
se realiza exactamente en el mismo sitio. En estos casos la reaccion puede ser
tan rapida que en ocasiones la reaccién Améxivma se adelanta, resultando
valoraciones de intensidad inferior al real o incluso falsos negativos. Por estos
motivos, la primera lectura se debe realizar a las 24h o bien tener presente que la

inyeccion del antigeno se realice a cierta distancia del anterior.

3. Clasificacion de la respuesta a los tests cutaneos de inmunidad:
Para la descripcion cualitativa de las respuestas se ha utilizado la siguiente
clasificacion '®:
0 Ausencia de reaccion.
+ Tuberculina positiva a alta concentracién (100 UT) pero negativa a
intermedia y baja.
Otros antigenos: eritema de 1 cm o mas sin induracién, o bien,
induracién de 0.5 a 0.9 cm.
++  Tuberculina positiva a la dilucién intermedia (10 UT) con 0.5 a 2 cm
de induracion.
Otros antigenos: induracion de 1 a2 cm.
+++ Tuberculina positiva a baja concentracién (1 UT) o bien mas de 2 cm
de induracién con la concentracion intermedia.

Otros antigenos: induraciéon de 2.1 a4 cm.
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++++ Tuberculina con mas de 1.5 cm a débil concentracion.

Otros antigenos: mas de 4 cm de induracion.

La respuesta de los pacientes se ha agrupado en 3 niveles de respuesta:
0 = Anergia.
+y ++ = Afectacién moderada de la inmunidad celular.

+++ y ++++ = Inmunidad celular adquirida normal.

Para el presente estudio se han utilizado 2 métodos diferentes de

evaluacion:

1. Técnica convencional: consiste en la inyeccion intradérmica de 0.1 ml de
los siguientes antigenos concentrados: tuberculina 1 U.T., tuberculina 10 U.T.,
tuberculina 100 U.T., estreptoquinasa, candidina, tricofitina y toxoide tetanico.

2. Multitest ® Laboratorios Beringer que incluye los siguientes antigenos
concentrados: tuberculina, estreptoquinasa, candida, tricofitina, toxoide tetanico,

difteria, préteus y glicerina.

IV.8. METODOLOGIA ESTADISTICA Y PROCESAMIENTO INFORMATICO DE
DATOS.
Tras la tabulacién de los datos se llevo a cabo la depuracion de los datos

que consiste basicamente, en identificar para cada variable los valores anémalos,
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incorrectamente transcritos en la base de datos, e identificar los datos ausentes.
Todo ello se analizé mediante las tablas de distribuciones de frecuencias,

diagramas de barras, histogramas y la valoracién de los estadisticos descriptivos.

IV.8.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

En primer lugar se ha realizado un analisis exploratorio de la muestra de
datos clinicos y biolégicos, como técnica complementaria de la estadistica
inferencial, para estudiar las condiciones de aplicacion necesarias para las
pruebas de hipétesis, estudiando la distribucion de la variable en distintos grupos
y comprobar si se cumple la normalidad de las distribucion. Esto se ha realizado
mediante el estudio de frecuencias absolutas, frecuencias relativas, medidas de
tendencia central (media, mediana), valores percentiles, medidas de dispersion
(valor minimo, maximo, rango, varianza y desviacién tipica) y distribucion
(asimetria y curtosis).

Se realizé el analisis de normalidad de todas las variables mediante los
estadisticos de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks (prueba de Goodness of fit),
demostrando que la gran mayoria de variables biolégicas estudiadas no
presentan una distribucién normal, por lo que los resultados se expresan como
mediana y para la comparacion de distribuciones se han utilizado tests no

paramétricos .
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Con el fin de utilizar modelos estadisticos de aplicaciéon con variables
cualitativas (Kaplan-Meier), a variables cuantitativas, y dado que el rango de
estas variables es amplio, se han categorizado utilizando los valores de Ic->s
percentiles con el fin de conseguir que el peso de las distintas clases o categorias

sea equivalente.

V.8.2. ESTADISTICA ANALITICA

Dada la distribucibn no normal de las variables de la muestra, la
comparacién de la distribucidn de los niveles absolutos de las distintas
subpoblaciones celulares en cada punto de estudio postrasplante, se ha realizado
mediante el estadistico U de Mann-Whitney, para variables independientes no
parameétricas, y efectuando la correspondiente correccién para el nimero de
comparaciones con el fin de controlar el error de tipo |. Este analisis compara
cada punto de la curva por separado y pero no proporciona informacién en cuanto
al perfil de la curva en su conjunto.

Para determinar si los perfiles de las curvas de recuperacion de los grupos
estudiados (TAMO y TCSP; grupo con tumores soélidos y neoplasias
hematolégicas), son diferentes a lo largo del tiempo, se utilizé el analisis de la
varianza (MANOVA) para muestras repetidas, utilizando el disefio factorial mixto,
intersujeto, intrasujeto y su interaccién. Debe tenerse en cuenta que el analisis de

la varianza utilizado, sélo incluye en el estudio los pacientes que tienen todos los
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valores en cada uno de los puntos de estudio. Las diferencias se valoran con el
estadistico F y su nivel de significacién.

Para la comparacién de proporciones se utilizé la prueba exacta de Fisher,
con intervalo de confianza del 95%.

Para el anélisis de Ia s_uper_vivencia libre de enfermedad acumulativa, se ha
utilizado el método de Kaplan-Meier % El significado estadistico de las diferencias
observadas en la distribucién de la supervivencia libre de enfermedad se valord
utilizando el log-rank test'®>. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando el error alfa era menor de 0.05 (p < 0.05).

Para el calculo de la posible influencia de la(s) diferentes variables en la
supervivencia libre de enfermedad, se ha utilizado el método de regresién de Cox

| ' con un intervalo de confianza del 95%. Este

o modelo de riesgo proporciona
modelo es similar a los modelos de regresion logistica habituales en cuanto a que
se puede predecir una variable dependiente ( periodo de tiempo hasta el
desarrollo de un suceso ), en funcién de una serie de variables independientes.
Sin embargo, el modelo de regresion de Cox, al contrario que los modelos de
regresién convencionales, se puede utilizar cuando existen casos censurados
(casos en los que el evento en estudio, no ha ocurrido durante el periodo de
observacion).

El intervalo de tiempo que transcurre entre dos sucesos, casi con toda
seguridad depende de diversos factores. Cuando se utilizan los métodos actuarial

o el método de Kaplan-Meier, para determinar la influencia de variables

predictoras del tiempo de supervivencia, se pueden calcular distribuciones de
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supervivencia independientes para cada categoria de una variable predictora. Los
valores de variables predictoras continuas, como la edad, se pueden agrupar en
categorias. Sin embargo, los analisis que requieren subdividir los casos en grupos
basados en los valores de las variables predictoras, son frecuentemente no
adecuados, ya que el nﬂmero de casos der cada grupo disminuye rapidamente
conforme aumenta el nimero de variables. Por este motivo, las técnicas de
regresion lineal multiple son de gran ayuda para el estudio de las interrelaciones
entre una variable dependiente (tiempo hasta el suceso) y una serie de variables
independientes. Sin embargo, las técnicas de regresion lineal multiple no pueden
ser utilizadas para el analisis de datos de tiempo hasta el suceso, debido a que
no es posible manejar observaciones censuradas, es decir, casos en los que el
suceso o evento atn no ha ocurrido (como por ejemplo recaida de la enfermedad,
muerte), que no pueden ser ignorados y deben ser incluidos en el analisis. El
modelo de regresion de Cox, permite analizar datos que contienen observaciones
censuradas.

En su forma mas simple (con solo una variable predictora o independiente,
que en el modelo de Cox se suelen denominar covariables) y, siendo la funcién
de supervivencia acumulativa ( la proporcion de casos que sobreviven en un
tiempo determinado), la variable dependiente, este modelo se describe en la
siguiente ecuacion:

S (t) = { SO (t)} p , endonde p=e ( B x valor de variable independiente)

Para cada valor de la variable independiente, la proporcién de pacientes

que sobreviven en el momento t depende de dos valores. El primero, denominado
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funcion de supervivencia basal se designa en la ecuacion con S, (#), que
depende sélo del tiempo, no de la variable independiente. Esta funcion es el valor
de referencia que aumenta o disminuye dependiendo de los valores de la variable
independiente y de su relacion con la variable dependiente. La segunda parte de
la ecuacion, el término denominado p en el modelo, depende no del tiempo sino
de la covariable a través del coeficiente de regresion B. Utilizando estos dos
valores, se puede estimar la funcién de supervivencia acumulativa para diferentes
valores de las covariables. Si el valor del exponente al que hay que elevar la
funcion de supervivencia basal es mayor de 1, los tiempos de supervivencia
calculados son menores que los de la funcion basal. Si el exponente al que se
eleva la curva de supervivencia basal es menos de 1, los tiempos de
supervivencia resultante son mayores que los basales. Esto significa que
variables con coeficientes de regresién positivos se asocian con tiempos de
supervivencia reducidos, mientras que variables con coeficientes negativos se
asocian con tiempos de supervivencia prolongados.

El estadistico R (coeficiente de correlacién), se utiliza para observar la
correlacion parcial entre la variable dependiente y cada una de la variables
independientes. Su valor oscila entre +1 y -1. Un valor positivo indica que cuando
se incrementa el valor de la variable independiente, también se incrementa la
probabilidad de que ocurra el suceso dependiente en estudio. Valores pequerios
de R indican que la variable tiene una contribucién pequefia en el modelo.
Ejemplo de resultado estadistico realizado por SPSS.:

Variable en la ecuacion
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Variable B S.E. Wald df Sig R Exp (B)
Edad .0301 0.115 6.8034 1 .0091 1474 1.0306

B: coeficiente de regresion.
Sig: significacién estadistica.
R: coeficiente de correlacion parcial.
Exp (B)= eB
df: grados de libertad

El coeficiente para la edad de 20 es 0.03, con un nivel de significacién de
0.009. Basado en el nivel de significacion, se puede rechazar la hipotesis nula de
que el valor del coeficiente para la poblacion es 0.

El método de seleccion controla la entrada del bloque de covariables en el
modelo. En la seleccion forward conditional stepwise (adelante condicional por
pasos), se utiliza una puntuacién estadistica para la entrada de variables. Las

variables que no cumplen unos parametros de probabilidad estimada minima,

salen del analisis.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el

error alfa fue menor de 0.05 (p < 0.095).

IV.8.3. PROCESAMIENTO INFORMATICO DE LOS DATOS

Como base de datos se han utilizado los programas Dbase lll Plus® y

Microsoft Acces 2®.
El procesamiento estadistico se ha realizado con el paquete estadistico

SPSS® para Windows, version 6.1.2.
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V. RESULTADOS

V.1. COMPARACION DE LA REGENERACION INMUNE TRAS TAMO Y
TCSP: -

Los resultados respecto al primer objetivo, es decir, determinar si existen
diferencias en la reconstitucion inmune tras quimioterapia en dosis altas seguido
de trasplante autélogo de médula ésea obtenida sin estimulacién previa (TAMO),
o de trasplante autélogo con células germinales de sangre periférica (TCSP), son
los siguientes:

V.1.1. GRUPO GLOBAL DE PACIENTES:
1. Linfocitos totales:

En Figura 5A, se observa la evolucion de los linfocitos totales durante el
primer afio postrasplante. En primer lugar sefalar que en el momento
pretrasplante ambos grupos de pacientes (MO y CGSP), presentan linfopenia. El
nadir de linfocitos absolutos se observa durante la primera y segunda semana.
Como se puede observar, la recuperacion de la cifra de linfocitos es paralela en
ambos grupos, aunque significativamente mas rapida con TCSP hasta el dia +60,
momento en el que se alcanzan cifras superiores a las pretrasplante, en el limite
inferior de la normalidad. El grupo TAMO sélo alcanza cifra similares a partir del
1° afio.

A partir del dia +60, en ambos grupos, se produce un descenso transitorio
moderado, en el que puede influir la administracién de radioterapia

complementaria en pacientes con diagnostico de carcinoma de mama de alto
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riesgo de recaida y en pacientes con diagnéstico de linfoma. A partir del dia +90
se produce una nueva recuperacion hasta cifras pretrasplante al finalizar el primer
afo.

El andlisis de las curvas mediante el test MANOVA para muestras
repetidas, demuestra que existe diferencia significativa en el perfil de
recuperacion de linfocitos totales entre el grupo de pacientes TAMO y TCSP (F=

4.05; p=0.002).

2. Linfocitos T: Células CD2+, CD3+ y CD5+:

En la Figura 5B y 5C, se resume la evolucién de la poblaciones CD2+ y
CD3+, que es en todo paralela a la de linfocitos totales, con cifras totales
inferiores. La presencia en superficie de este complejo molecular CD3+, indica
que las células expresan ya el receptor para antigeno (TCR), y son por tanto, de
fenotipo maduro, aunque con un ligero retraso respecto a la expresion de CD2+.
Sin embargo, tnicamente el grupo TCSP alcanza niveles absolutos en el limite de
la normalidad dentro del primer afio con una diferencia significativa respecto al
grupo TAMO en el dia +60.

La evolucion y cifras absolutas de las células CD5+ (Figura 6A), es igual a
la de CD2+ y CD3+. La poblacién CD5+ muestra una rapida recuperacion de
niveles pretrasplante durante el primer mes y, en el caso de TCSP, de forma

llamativa llega hasta valores que duplican el valor pretrasplante.
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Una minoria de estas células (<10%), expresan simultaneamente
CD5+CD19+ (Figura 7B), lo que sefiala su estirpe B, por lo que parece tratarse de
células B inmaduras en un estadio transicional.

El analisis de las curvas mediante el test MANOVA, muestra que existen
diferencias significativas en el perfil de recuperacion de células CD2+ (F= 3.88; p=
0.002) y células CD3+ (F= 2.69; p= 0.02), alcanzando niveles absolutos
significativamente superiores en el grupo TCSP que en TAMO. En cambio, no
existen diferencias significativas en la evolucion de las poblaciones CD5+,

CD5+CD19+y CD19+.

3. Subpoblaciones T: Células CD4+, CD8+, indice
CD4/CD8:

En las Figuras 7A, 7B y 7C, se resume la evolucién de estas poblaciones y
su relacion. Como se puede observar, previo al procedimiento, ambos grupos
presentan valores de CD4 y CDS8 inferiores a la normalidad. En el caso del grupo
TAMO, las células CD4+ descienden hasta valores que son un 50% inferiores a
los del grupo TCSP, con recuperacion lenta posterior hasta el dia +90. A partir de
este momento, se igualan a las cifras alcanzadas por TCSP. En ambos grupos, la
cifra de CD4+ sigue siendo baja al finalizar el primer afio, aproximadamente, el
50% del valor pretrasplante (200 células CD4+ x 10°/L).

Por el contrario, en ambos grupos, se produce un incremento rapido de los
linfocitos CD8+, con valores en el limite superior de lo normal entre el 1° y 3° mes,

aunque superior de forma estadisticamente significativa en el TCSP respecto al
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TAMO, durante el primer mes postrasplante. Como se detalla mas tarde (Figura
9B), la mayor parte de estas células coexpresan CD57+ y parece identificar una
subpoblacién T descrita con actividad supresora y/o activada.

El retraso de la recuperacion de la cifra de linfocitos CD4+ respecto a los
linfocitos CD8+, tiene como resultado un cociente CD4/CD8 invertido de forma
prolongada en ambos grupos, con recuperacion lenta en ambos grupos, algo mas
rapida en el grupo TCSP, que se mantiene al finalizar el primer afio (Figura 7C).

Las diferencias en la recuperacion de CD8+, se confirman en el test
MANOVA (F= 4.96; p< 0.001).

A pesar de la aparente diferencia en la recuperacion de la poblacién CD4+,
el anadlisis de las curvas mediante el test MANOVA, demuestra que no existe
diferencia significativa en el perfil de recuperacion entre TAMO y TCSP (F= 0.64;
p= 0.66). Tampoco existe diferencia en la recuperacién del indice CD4/CD8 (F=

0.72; p= 0.60).

4. Subpoblaciones con marcadores de activacion:

En el periodo precoz de trasplante (dia +14 a +30), se observa aumento de
células con expresién de marcadores de activacion celular, como es la expresion
de HLA-DR+ ( Figura 8A ), que en el presente estudio, no coincide con expresion
aumentada de otros marcadores de activacion, como es la poblacién CD25+ que
no muestra modificaciones durante el periodo de estudio (Figura 8B).

El test MANOVA no ha detectado diferencias significativas en el perfil de

recuperacién de ambas poblaciones entre TAMO y TCSP.
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5. Linfocitos T con fenotipo supresor/citotéxico :

En las Figuras 7B, 9A, 9B y 9C, se resume la evolucién de las
subpoblaciones de linfocitos T con fenotipo supresor/citotoxico.

Los linfocitos T, con fenotipo  supresor/citotoxico (CD8+,
CD3+CD16+CD56+, CD8+CD57+, CD57+), recuperan los niveles pretrasplante
de forma muy precoz (dia +21). La poblacion CD3+CD16+CD56+, recupera
niveles pretrasplante de forma mas rapida en el grupo de TCSP que en el TAMO,
aunque las diferencias no son significativas en MANOVA (F= 0.69; p= 0.63).
Posteriormente, se igualan totalmente los niveles en ambos grupos.

Tal como se observa en la Figura 9B, la recuperacién de la poblacion
CD8+CD57+, es paralela y sin diferencias entre ambos grupos hasta el dia +30,
momento a partir del cual se produce una marcada elevacion, significativamente
mayor el grupo de TAMO ( F= 4.60; p= 0.001), que se mantiene al final del 1°
afo.

La evolucién de la poblacién CD57+ se observa en la Figura 9C. Alcanza
un valor pico en el dia +60, en cifras superiores a las de CD8+CD57+, lo que
parece indicar que identifica células T y en parte a otra subpoblacién. El analisis
de las curvas mediante el test MANOVA, muestra que existen diferencias

significativas en el perfil de recuperacion (F= 4.33; p= 0.001)

6. Células NK:
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La recuperacion de esta subpoblacion linfoide es marcadamente diferente
en ambos grupos. En el grupo de TCSP, todas las poblaciones con fenotipo de
célula NK, entre las que se incluye CD3-CD16+CD56+ (Figura 10A), CD56+
(Figura 10B) y células CD16+ (Figura 10C), recuperan niveles pretrasplante de
forma precoz (dia +217), manfteniendo el rritrrnq de aumento y llegando a alcanzar el
valor pico en el dia +30 (aproximadamente 2 veces el valor basal pretrasplante).
Esta elevacion se mantiene durante 2-3 meses postrasplante, retornando
posteriormente, a los niveles pretrasplante.

A pesar de esta marcada elevacién respecto a los niveles pretrasplante,
los niveles de esta subpoblacion se encuentran en limites de la normalidad.

El analisis de las curvas mediante el test MANOVA, muestra que existen
diferencias significativas en el perfil de recuperacion de células CD3-
CD16+CD56+ (F= 4.11; p= 0.001) y especialmente en la recuperacion de las
células CD56+ (F= 5.54; p< 0.001), siendo significativamente mas rapida con
TCSP que con TAMO. La poblacion CD16+ también muestra diferencias

significativas con presencia de paralelismo entre las curvas (F= 4.52; p= 0.04).

7. Linfocitos B:
La evolucién de la recuperacion de linfocitos CD19+ y de los niveles
séricos de inmuoglobulinas se puede observar en las Figuras 11A a 11D.
Es de destacar la marcada linfopenia B previa al trasplante en ambos
grupos de pacientes (TCSP y TAMO). Las células con fenotipo B (CD19+), se

elevan de forma progresiva, recuperan niveles pretrasplante aproximadamente a
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los 2 meses, pero mantienen niveles disminuidos durante mas de 6 meses. El
nimero absoluto de células CD19+ se normaliza en ambos grupos en el control
anual.

El analisis de las curvas mediante el test MANOVA, muestra que no

existen diferencias significativas en el perfil de recuperacion (F= 0.96; p= 0.44)

8. Inmunoglobulinas séricas:

En las Figuras 11B, 11C y 11D, se resume la evolucién de los niveles de
inmunoglobulinas séricas.

Los niveles de IgG e IgM se reducen durante el primer mes postransplante.
Sin embargo, a pesar de que las células B son indetectables durante el 1° mes,
los niveles séricos de inmunoglobulinas no se reducen de forma marcada.

Los niveles de IgG se normalizan entre el 1° y 2° mes postrasplante,
mientras que los de IgM lo hacen entre el 3° y el 6° mes. Los nive_les de IgA
permanecen dentro de limites normales durante el periodo de estudio.

No existen diferencias significativas en el nivel de recuperaciéon entre
ambos tipos de trasplante (IgG: F= 1.40; p= 0.24; IgA: F= 0.62; p= 0.68; IgM: F=
2.37; p= 0.054). Por tanto, se confirma, a nivel funcional, la igual recuperacioén de

la linea B en ambos grupos.

9. Factores del complemento y CH50:
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En las Figuras 12A, 12B y 12C, se resume la evolucién de los niveles
séricos de C3, C4 y CH50. No existen diferencias significativas en la evolucién de
estos factores entre ambos grupos de pacientes. Los niveles de C3 y C4 se
elevan durante el 1° mes postrasplante, y se normalizan posteriormente los de
C3, mientras que se mantienen ligeramente elevados los de C4. El nivel de CH50

se mantiene dentro de limites de la normalidad.

10. Tests cutaneos de inmunidad celular:
En el grupo global de pacientes que se detalla en la Tabla 17, se han

observado los siguientes resultados:

Afectaciéon severa

2735 (5%) 2123 (8%) N.S.
Afectacion moderada 10/35 (29%)  10/23 (43%)  N.S.
Inmunidad normal 23/35 (66%) 11/23 (49%): N.S.
Afectacion severa 3/25 (12%) 3/15 (20%) N.S.
Afectacién moderada 12/25 (48%) 7115 (47%) N.S.
Inmunidad normal 10/25 (46%) 5/15 (33%) N.S.
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Como se puede observar, previo al trasplante existe una proporcion
importante de pacientes con afectacion moderada o severa de los tests de
inmunidad celular en ambos grupos. En el estudio realizado al afio, la proporcion
de pacientes con afectacion moderada o severa aumenta en ambos gmpc;s
(TAMO 60%, TCSP 77%), no siendo estadisticamente significativa la diferencia

entre proporciones (prueba exacta de Fisher con intervalo de confianza del 95%).

V.1.2. GRUPO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CARCINOMA

DE MAMA DE ALTO RIESGO:

La recuperacién inmune en pacientes con carcinoma de alto riesgo se
resume en las Figuras 13 a 20.

El nimero de células pretrasplante es similar a los de el grupo global y por
tanto, una situacién inmune alterada de forma significativa y similar a los
pacientes con neoplasias hematolégicas.

En conjunto, los resultados en este grupo homogéneo de pacientes en
cuanto a diagnéstico, pronéstico y tratamiento de induccién, acondicionamiento y
postrasplante, en cuanto a la comparacion de las distribuciones de frecuencias de
las cifras absolutas de las diferentes poblaciones linfocitarias en los momentos
postrasplante ya referidos, muestra una gran similitud a la descrita para el grupo
global, y confirma el patrén de recuperacién inmune tras TAMO y tras TCSP. El

test MANOVA para muestras repetidas indica que existen diferencias
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significativas en el perfil de recuperacion de linfocitos totales (F= 3.82, p= 0.003),
células CD2+ (F= 3.69, p= 0.004) y células CD3+(F= 4.02, p= 0.002).

No existen diferencias en la recuperacion de las células CD5+,
CD5+CD19+, CD4+.
existen diferencias significativas entre ambos grupos (F= 4.41; p= 0.001) de forma
similar al grupo global. Sin embargo, a diferencia del grupo global de pacientes,
tras una recuperacion inicialmente mas rapida en el grupo de TCSP, se observa
un entrecruzamiento de las curvas en el control del dia +60, con una elevacién
mas acusada de células T CD8+ (superior a valores normales), en el grupo de
MO (Figura 15B). La gran mayoria de estas células expresan simultdneamente
CD57+ (Figura 17B), de forma semejante al grupo global, aunque con cifras
absolutas inferiores.

No existe diferencia en el perfil de recuperacién del indice CD4/CD8 entre
ambos grupos ( F= 1.18; p= 0.32). Ambos permanecen en valores muy inferiores
al normal en el control realizado al finalizar el primer afio.

Al igual que en el grupo global, la presencia de células HLA-DR+ parece
indicar células B o T, inmaduras (Figura 16A). La poblacién CD25+ permanece en
limites de la normalidad en el grupo TCSP, mientras que en el grupo TAMO se
normalizan unicamente al finalizar el periodo de estudio (Figura 16B). El test
MANOVA no ha detectado diferencias significativas en el perfil de recuperacién

de ambas poblaciones entre TAMO y TCSP.
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En cuanto a la recuperaciéon de las poblaciones T con fenotipo
supresor/citotéxico existe un paralelismo absoluto con la poblacién global.
Aunque cuando se analizan las diferencias punto a punto, la poblacién
CD3+CD16+CD56+, recupera niveles pretrasplante de forma aparentemente mas
rapida en el grupo de TCSP que en el TAMO, el estudio con MANOVA indica que
estas diferencias no son significativas en MANOVA (F= 0.33; p= 0.89).
Posteriormente, se igualan totalmente los niveles en ambos grupos.

El analisis de la recuperacién de las poblaciones CD8+CD57+ y CD57+
con MANOVA, muestra diferencias significativas (F= 2.70, p= 0.026 y F= 2.51, p=

0.037, respectivamente).

La semejanza en la recuperacion de las poblaciones con fenotipo NK es
absoluta (Figuras 18A, 18B y 18C). El analisis MANOVA, muestra diferencias en
la recuperacién de CD3-CD16+CD56+ (F= 2.96, p= 0.016), CD56 (F= 3.54, p=
0.006) y CD16+ (F= 2.25, p= 0.043).

En cuanto a la recuperacién de la poblacion CD19+, a pesar de un
aparente ritmo de recuperacion mas rapido aparente en el grupo de MO, el test
MANOVA no detecta diferencias significativas en el perfil de recuperacion. La
recuperacién de niveles normales sélo se logra al final del primer afio en ambos
grupos (Figura 19A).

Al igual que en el grupo global, los niveles séricos de IgG se normalizan en
el primer postrasplante y los niveles de IgA no descienden por debajo de niveles

normales, en ambos grupos. Los niveles de IgM sélo se normalizan de forma
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estable después de los primeros 3 meses, en grupo de TCSP, mientras que es
mas lenta en el grupo TAMO, sin que las diferencias entre ambos grupos, sean
significativas. Tampoco se observan diferencias en los niveles de C3, C4 y CH50

(Figuras 20A, 20B y 20C).

En conclusién, tanto en el grupo global como en el grupo de carcinoma de
mama de alto riesgo, la recuperacién inmune en la mayoria de los componentes
estudiados, es mas rapida tras TCSP que tras TAMO. Esta diferencia es
estadisticamente significativa en los linfocitos totales y las subpoblaciones CD2+,
CD3+, CD8+, CD8+CD57+, CD57+, CD3-CD16+CD56+, CD56+ y CD16+.

La diferencia mas evidente en la recuperacion inmune entre TAMO y
TCSP, radica en la temprana y elevada recuperacién de las poblaciones con
fenotipo NK, que tiene lugar entre el dia +14 hasta el +60 e incluso el +90. Este
hecho hace establecer este periodo como el mas adecuado para intervenciones
terapéuticas de tipo inmune con IL-2, interferon o GM-CSF, de forma aislada o en

combinacion.

V.2. COMPARACION DE LA RECONSTITUCION INMUNE
POSTRASPLANTE DE PACIENTES CON NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS,
CON LA DE LAS PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE TUMORES SOLIDOS
(CARCINOMA DE MAMA DE ALTO RIESGO DE RECAIDA).

Los resultados respecto al segundo objetivo, es decir, determinar si existen

diferencias en la reconstitucion inmune en ambos grupos se resumen en las
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Figuras 21 a 28. Como se puede observar, existe un gran paralelismo en la
recuperacion de todas las subpoblaciones estudiadas, sin diferencias apreciables
entre ambos grupos de pacientes en la fase inicial (hasta el dia +30). Sin
embargo, a partir del control del dia +60 tiende a producirse un patrén de
recuperacién diferente y superior en el grupo de neoplasias hematolégicas, en los
siguientes tipos de células: linfocitos totales (F= 3.09, p= 0.013), CD2+ (F= 2.80,
p= 0.022), CD3+ (F= 2.95, p= 0.017), CD5+ (F= 2.53, p= 0.013), CD4+ (F= 2.49,
p= 0.037) y CD8+ (F= 48.68, p< 0.001). A pesar de ello, existen escasas
diferencias en las cifras absolutas de estas poblaciones.

A pesar de las diferencias en los puntos de estudio individuales en la
recuperacion de alguna de las poblaciones con fenotipo supresor/citotéxico, no
existen diferencias significativas en el perfil completa de las curvas, entre ambos
grupos. Las cifras absolutas alcanzadas por las poblaciones CD8+CD57+ y
CD57+, mas alla del dia +60, son significativamente superiores en el grupo de
pacientes con hemopatias malignas.

El test MANOVA no ha demostrado diferencias significativas en la
recuperacion de las poblaciones con fenotipo NK, linfocitos B, inmunoglobulinas y

niveles de factores del complemento.

V.3. ESTUDIO DE POSIBLE INFLUENCIA DEL TIPO DE
RECUPERACION INMUNE Y CONTROL DE LA ENFERMEDAD NEOPLASICA
TRAS TCGH.

V.3.1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD EN
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CARCINOMA DE MAMA DE ALTO
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RIESGO ( > 10 GANGLIOS AFECTOS AL DIAGNOSTICO, > 4 GANGLIOS
TRAS QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE Y CARCINOMA INFLAMATORIO),
QUE HAN RECIBIDO MO O CGSP.

Como un primer andlisis de la posible influencia de un diferente patrén de
recuperacioén inmune entre TAMO y TCSP, se ha analizado la SLE de ambos
grupos.

En la Figura 29 se observan las curvas de SLE de ambos grupos,
calculada por el método de Kaplan-Meier y la comparaciéon de ambas por el test
de log-rank. A pesar de que existe una tendencia a una mejor SLE en el grupo de
TCSP respecto al de TAMO, tal como se observa en dicha figura no existen
diferencias estadisticamente significativas ( p=0.8).

Es dificil extraer conclusiones de este resultado, ya que a pesar de ser 2
grupos muy homogéneos en cuanto a los factores prondsticos conocidos, es
posible la influencia de otros factores no analizados, la inclusién de un nimero de
pacientes limitado o disponer de un tiempo de seguimiento escaso,
especialmente para el grupo de TCSP. Alternativamente, es posible que el
diferente patrén de recuperacién inmune en conjunto, tenga escaso impacto en el
control de la enfermedad neoplasica. Con el fin de profundizar en la posible

influencia de la recuperacién inmune, se llevaron a cabo los siguientes analisis.

V.3.2. ESTUDIO DE INFLUENCIA DE LA RECONSTITUCION
INMUNE DE LAS POBLACIONES CELULARES CON FENOTIPO NK Y T
SUPRESORA/CITOTOXICA, EN LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD
NEOPLASICA.
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Con la intencién de determinar la posible influencia del diferente patrén de
recuperacion inmune de TAMO y TCSP, se ha intentado determinar si el valor
absoluto alcanzado por diversas poblaciones celulares con fenotipo generalmen'te
asociado a actividad citotoxica NK y actividad citotoxica/supresora, tiene alguna
influencia en la frecuencia de recaida.

El modelo estadistico de regresién multiple de Cox, permite determinar si
una o varias variables incluidas en el analisis, tiene relacién independiente con el
suceso en estudio, en este caso la recaida de la enfermedad (supervivencia libre
de enfermedad). Dado que el modelo de Cox pretende determinar si es posible
establecer una ecuacién que relacione la variable independiente con Ila
dependiente (en este caso el tiempo hasta la recaida de la enfermedad), utiliza
variables cuantitativas, por lo que en un primer analisis se han utilizado este tipo
de variable. Con el resultado obtenido, se puede establecer, con un determinado
nivel de significacién, la ecuacién que relaciona las dos variables y predecir para
un determinado nivel de variable independiente cuando ocurrira el evento en
estudio (recaida de enfermedad).

Sin embargo, el modelo de Cox no identifica grupos de pacientes con
determinado nivel de valor de la variable independiente que se correlacione (en
conjunto), con determinado comportamiento. Para este fin es preciso agrupar a
los pacientes, es decir transformar las variables cuantitativas en cualitativas. Por
tanto, para intentar determinar para que nivel dintel de la variable el grupo de

pacientes tiene un comportamiento diferente, se han recodificado en variables
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categoricas en base a diferentes niveles absolutos utilizando los establecidos por
los percentiles (dada la distribucién no normal de las variables de la muestra) 50
(mediana), 80 y 90, en el dia +30 postrasplante, por ser éste el momento de
maxima elevacién de las poblaciones con fenotipo NK y ser maxima la diferencia
entre los grupos de TAMO y TCSP. Las variables incluidas en el analisis han sido:

1. Poblaciones con fenotipo NK: CD3-CD16+CD56+, CD16+ total,
CD16+CD2-, CD56+.

2. Poblaciones con fenotipo supresor/citotoxico: CD3+CD16+CD56+,
CD8+CD57+, CD57+.

3. Poblacion linfoide total: sin actividad exclusiva, como variable control.

Dado que el resultado del analisis uni o bivariante de estas poblaciones
puede estar influido por otros factores pronésticos conocidos, tras un primer
andlisis univariante de cada una de ellas y, multivariante incluyendo todas las
variables biologicas, se han incluido en el analisis multivariante los factores
pronoésticos clinicos conocidos en el carcinoma de mama.

En esta enfermedad se conocen diversas caracteristicas del paciente y/o
de la enfermedad que constituyen factores pronésticos de recaida de la
enfermedad tras tratamiento quimioterapico convencional. Entre los principales
factores pronésticos conocidos se encuentran lo siguientes: nimero de ganglios
axilares afectos al diagnéstico o tras quimioterapia neoadyuvante, receptores

hormonales positivos, edad, situacion hormonal de la paciente, grado histolégico
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y estadio clinico. No se ha confirmado que su valor pronéstico se mantenga tras

quimioterapia intensiva y trasplante de célula germinal hematopoyética.

ANALISIS UNIVARIANTE
biolégicas sefaladas y la SLE, ha demostrado los siguientes resultados
estadisticos:
A. Poblaciones con fenotipo de célula NK:
1. Poblacién CD3-CD16+CD56+
1.1. Valoracién como variable cuantitativa:

No se observa correlacion con la SLE (p = 0,72).

Variable no en la Ecuacién
Variable Score df Sig R
CD3-CD16+CD56+ 0,1239 1 , 7248 ,0000

Sig: significacién estadistica.
R: coeficiente de correlacion parcial.
df: grados de libertad
1.2. Valoracién como variable cualitativa:
1.2.1. Pacientes con poblacién CD3-CD16+CD56+ en el dia +30, en
nivel superior o inferior al percentil 80 ( > 457,8 células x 10°/L):
La comparacién de la SLE en los 2 grupos de pacientes definidos por un

valor de esta subpoblacién superior o inferior al percentil 80 en el dia +30

postrasplante, muestra que no existe diferencia significativa (p= 0.34), a pesar de
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que parece existir una tendencia a una mayor SLE en el grupo de pacientes con
percentil > 80.

1.2.2. Pacientes con poblacién CD3-CD16+CD56+ en el dia +30, en
nivel superior o inferior al percentil 90 (> 715,5 células x 10°/L):

En la Figura 30, se observa la SLE en los 2 grupos de pacientes definidos
por un valor de esta subpoblacidn superior o inferior al percentil 90 en el dia +30
postrasplante. Como puede observarse, la diferencia sigue siendo no significativa
(p= 0,5), a pesar de que se mantiene la tendencia a una mayor SLE en el grupo

de pacientes con percentil > 90, ya observada en el grupo de percentil 80.

2. Poblacion CD16+ total:
2.1. Valoracién como variable cuantitativa:

No se observa correlacién con la SLE (p = 0,73).

Variable en la ecuacion

Variable B S.E. Wald df Sig R Exp (B)

CD16+ 5,326~ { 0,0016 0,1126 1 ,7372 ¢ ,0000 : 1.0005

B: coeficiente de regresion.

Sig: significacién estadistica.

R: coeficiente de correlacion parcial.
Exp (B): €® = Odds ratio

df: grados de libertad

2.2. Valoracion como variable cualitativa:
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2.2.1. Pacientes con poblacion CD16+ en el dia +30, en nivel
superior o inferior al percentil 80 (> 440,436 células x 10°/L):

No existen diferencias significativas entre ambos grupos (p= 0,5), a pesar
de que existe una tendencia a una mayor SLE en el grupo de pacientes con
niveles > al percentil 80.

2.2.2. Pacientes con poblacion CD16+ en el dia +30, en nivel
superior o inferior al percentil 90 (>572,09 células x 1 09/L):

En la Figura 31 se puede observar la SLE de los dos grupos de pacientes
definidos por un nivel de poblacion CD16+ en el dia +30 superior o inferior al
percentil 90. La diferencia entre ambos grupos sigue siendo no significativa (p=
0,9), a pesar de mantenerse la tendencia a una mayor SLE en el grupo de

pacientes con mayor percentil ya observado en el grupo anterior.

3. Poblacion CD56+:
3.1. Valoracion como variable cuantitativa:

No se observa correlacién con la SLE (p = 0,48).

Variable no en la Ecuacioén
Variable Score df Sig R
CD56+ 0,4947 1 4818 ,0000

Sig: significacion estadistica.
R: coeficiente de correlacion.
df: grados de libertad

3.2. Valoracién como variable cualitativa:
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3.2.1. Pacientes con poblacion CD56+ en el dia +30, en nivel
superior o inferior al percentil 90 (> 654,352 células x 10°/L)::

En la Figura 32, se observa la SLE en los 2 grupos de pacientes definidos
por un valor de esta subpoblacién superior o inferior al percentil 90 en el dia +30
postrasplante. Como puede observarse, a pesar de que existe una tendencia a
una mayor SLE en el grupo de pacientes con percentil > 90, la diferencia no es

significativa (p=0,51).

B. Poblaciones con fenotipo de célula supresora/citotoxica:

1. Poblacién CD3+CD16+CD56+:
1.1. Valoracién como variable cuantitativa:
Se observa una correlacion entre el incremento de los niveles
absolutos de esta poblacién en el dia +30 y una menor SLE, de forma significativa

(p = 0,0012). Exp (B)= 1,0154 ( 1,0060-1,0249, IC 95%).

Variable en la ecuacion

Variable B S.E. Wald df Sig R Exp (B)

CD3+CD16+CD36+ : 0153 i 0,0047 : 10,4231 1 ,0012 : ,3456 : 1.0154

B: coeficiente de regresion.
Sig: significacion estadistica.
R: coeficiente de correlacién.
Exp (B)= e®

df: grados de libertad

1.2. Valoracién como variable cualitativa:
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1.2.1. Pacientes con poblacion CD3+CD16+CD56+ en el dia +30,

en nivel superior o inferior al percentil 80 (> 76,23 células x 10°/L):

En la Figura 33, se observa SLE en los 2 grupos de pacientes definidos por
un valor de esta subpoblaciéon superior o inferior al percentil 80 en el dia +30
postrasplante. Como indica el estadistico B (B= -0,68), la tendencia es a una
correlaciéon negativa (menor SLE en el grupo de nivel de esta poblaciéon superior

al percentil 80), aunque no estadisticamente significativa ( p= 0,061).

1.2.2. Pacientes con poblacién CD3+CD16+CD56+ en el dia +30,
con nivel superior o inferior al percentil 90 (> 108,84 células x 1 0°/L)::

En la Figura 34 se observa SLE en los 2 grupos de pacientes
definidos por un valor de esta subpoblacién superior o inferior al percentil 90 en el
dia +30 postrasplante. Como puede observarse, la correlacién es negativa (B: -
1,1821), es decir, que un aumento en el nivel absoluto de esta poblacién implica

una menor SLE. La diferencia entre ambos grupos es significativa (p= 0,002).

2. Poblacion CD8+CD57+:

2.1. Valoracién como variable cuantitativa:

Se observa una correlacion entre el aumento de los niveles absolutos de
esta poblacién en el dia +30 y una menor SLE, de forma estadisticamente

significativa (p= 0,0012). Exp (B)= 1,0022 (1,0009-1,0036, IC 95%).
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Variable en la ecuacion

Variable

B

S.E.

Wald

df

Sig

Exp (B)

CD8+CD57+

,0153

0,0047

10,4231

,0012

,3456

1.0154

B: coeficiente de regresion.
Sig: significacion estadistica.
R: coeficiente de correlacion.

Exp (B)= e®

df: grados de libertad

2.2. Valoracién como variable cualitativa:

2.2.1. Pacientes con poblacién CD8+CD57+ en el dia +30, en nivel

superior o inferior al percentil 90 ( > 694,08células x 1 0°/L):

En la Figura 35 se observa la SLE en los 2 grupos de pacientes definidos

por un valor de esta subpoblacion superior o inferior al percentil 90 en el dia +30

postrasplante. Como indica el estadistico B (-1,3296), y se observa en la Figura

35, el grupo de pacientes con cifras absolutas de esta poblacién en el dia +30

postrasplante superiores al percentil 90, presentan una SLE significativamente

menor que aquellos con niveles inferiores a este valor ( p= 0,0007).

3. Poblacion CD57+:

3.1. Valoracién como variable cuantitativa:

Se observa una correlacion entre el aumento de los niveles

absolutos de esta poblacion en el dia +30 y una menor SLE, de forma significativa

(p = 0,0023). Exp (B)= 1,0015 ( 1,0005-1,0024, IC 95%).
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Variable en la ecuacion

Variable B S.E. Wald df Sig R Exp (B)

CD57+ ,0015 i 04,867~ 9,25 1 ,0023 | ,3241 : 0,3241

B: coeficiente de regresion.
Sig: significacién estadistica.
R: coeficiente de correlacion.
Exp (B)= e®

df: grados de libertad

3.2. Valoracién como variable cualitativa:

3.2.1. Pacientes con poblacion CD57+ en el dia +30, en nivel
superior o inferior al percentil 90 (>904,204 células x 1 0°/L):

En la Figura 36 se observa la SLE de los 2 grupos de pacientes
definidos por un valor de esta subpoblacién superior o inferior al percentil 90 en el
dia +30 postrasplante. Como indica el estadistico B y se observa en la Figura 36,
el grupo de pacientes con un nivel de células CD57+ superior al percentil 90
presenta una SLE inferior que el grupo con nivel inferior a este valor, con una
diferencia estadisticamente significativa ( p= 0,0007), de forma totalmente
idéntica al comportamiento de CD8+CD57+, como mas tarde se confirma en el
estudio multivariante. Exp B: 0,2646; Intervalo confianza del 95%: 0,1228 a

0,5702).

C. Poblacién linfoide total, en distintos percentiles: No se observa correlacion

positiva o negativa entre la poblacion linfoide total, sea cual sea el nivel absoluto
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de células considerado, con SLE (p= 0.28, para grupo de pacientes con nivel de

linfocitos igual o superior al percentil 90, comparado con grupo con nivel inferior).

ANALISIS MULTIVARIANTE

Tras obtener los resultados anteriores, se realizé estudio multivariante
mediante el método de regresion multiple de Cox, escalonado condicional
(Forward Stepwise), introduciendo todas las variables previamente analizadas en
el estudio univariante, en primer lugar como variables cuantitativas y
posteriormente como categéricas en el percentil 90, obteniendo los siguientes
resultados:

1. Valoracién de variables cuantitativas:

Se detecté correlacion inversa con SLE, exclusivamente con la

variable poblacién CD8+CD57+ (p= 0,0013) con Exp (B)= 1,0022 (1,0009-1,0036,

IC 95%).
Variable en la ecuacion
Variable B S.E. Wald df Sig R Exp (B)
CD8+CD57+ ,0022 | 6,851 10,40 1 ,0013 : ,3511 : 1,0022

B: coeficiente de regresién.
Sig: significacion estadistica.
R: coeficiente de correlacién.
Exp (B)= e®

df: grados de libertad.
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2. Valoracion de variables cualitativas en nivel igual o superior al percentil
90:

Se identifican tres variables con correlacion inversa significativa con la
supervivencia: CD8+CD57+ (p= 0,0025), CD3+CD16+CD56+ (p= 0,0160) y
poblacién CD57+ ( p= 0,0025). Se detecta ademas que la covariable poblacién

CD57+ depende linealmente de la covariable CD8+CD57+.

En daltimo lugar, se realizé estudio multivariante, incluyendo en primer
lugar, unicamente variables clinicas con significacion pronostica conocida en el
carcinoma de mama tras tratamiento convencional que se detallan a continuacién
y los grupos en que se categorizaron:

- N° ganglios: 3 grupos: 10-14 ganglios axilares afectos; 15-19 ganglios ;
>20 ganglios afectos. Con el fin de homogeneizar los grupos prondsticos se han
excluido las pacientes con carcinoma de mama inflamatorio. Las pacientes con 4
a 6 ganglios positivos tras quimioterapia neoadyuvante se incluyeron en el grupo
de 10-14 ganglios al diagnéstico, las de 7 y 8 ganglios positivos tras QT
neoadyuvante en el grupo de 15-19 ganglios al diagnéstico y las de > 8 ganglios
tras QT neoadyuvante en el de > 20 ganglios al diagnéstico.

- Edad: 5 grupos: < 20, 20-30, 30-40, 50-60, >60.

- Estado hormonal: 2 grupos: Premenopausia y postmenopausia.

- Grado histolégico: 3 grupos: Grado 1, 2 y 3.

- Receptores de estrégeno: 2 grupos: Positivo y negativo.

- Receptores de progesterona: 2 grupos: Positivo y negativo.
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- T patolégico: 5 grupos: T1, T2, T3, T4.

El modelo de Cox (método Forward Stepwise), no identifica, en este grupo

de pacientes, correlacién entre ninguna de estas variables y la SLE.

A continuaciéon, se incluyeron en el analisis multivariante todas las
variables categorizadas (en el percentii 90) ya analizadas en el estudio
univariante, mas las variables clinicas anteriores:

De nuevo, las Unicas variables con correlaciéon (negativa) con la SLE son:

1. Poblacién CD8+CD57+ con nivel > a percentil 90 en el dia +30 (p=
0,0012).

2. Poblacién CD3+CD16+CD56+ con nivel > a percentil 90 en el dia +30
(p= 0,048).

3. Poblacién CD57+ con nivel > a percentil 90 en el dia +30 (p= 0,007).

En el presente estudio no se ha detectado correlacion entre las variables
clinicas con conocido peso prondstico tras quimioterapia convencional.

No existe relacién significativa entre un mayor nivel de cifras absolutas de
células con fenotipo NK y una mayor SLE, aunque parece existir una tendencia
en este sentido. Existe relacion estadisticamente significativa en el estudio uni y
multivariante, entre un mayor nivel de cifras absolutas de células con fenotipo

supresor/citotdxico en el dia +30 postrasplante y una menor SLE.
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FIGURA 10
GRUPO GLOBAL DE PACIENTES. TAMO vs TCSP
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FIGURA 14
CA MAMA ALTO RIESGO. TAMO vs TCSP.
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FIGURA 15
CA MAMA ALTO RIESGO. TAMO vs TCSP.
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CA MAMA ALTO RIESGO. TAMO vs TCSP.
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FIGURA 17
CA MAMA ALTO RIESGO. TAMO vs TCSP
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FIGURA 19
CA MAMA ALTO RIESGO. TAMO vs TCSP
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FIGURA 21
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FIGURA 25
RECUPERACION INMUNE TRAS TCSP EN NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS COMPARADO CON CA MAMA AR
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Figura 29

Carcinoma de mama de aito riesgo de recaida
Supervivencia libre de enfermedad desde mastectomia
TAMO vs TCSP
Método Kaplan-Meier

100

90-
80 TCSP

SLE

70- TAMO

60
50

40 p=0.85

20

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tiempo (meses postmastectomia)

186



Resultados

Figura 30

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion
del nivel de la poblacion CD3-CD16+CD56+ en el dia +30 postrasplante
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Figura 31

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion
del nivel de la poblacion CD16+ en el dia +30 postrasplante
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Figura 32

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion
del nivel de la poblacion CD56+ en el dia +30 postrasplante
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Figura 33

Supervivencia iibre de enfermedad en pacientes con carcinoma de mama
de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion del nivel de
la poblacion CD3+CD16+CD56+ en el dia +30 postrasplante
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Figura 34

Resultados

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion
del nivel de la poblacion CD3+CD16+CD56+ en el dia +30 postrasplante
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Figura 35

Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funciéon

del nivel de la poblacion CD8+CD57+ en el dia +30 postrasplante.
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Figura 36
Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con carcinoma
de mama de alto riesgo de recaida tratadas con TCSP, en funcion

del nivel de la poblacion CD57+ en el dia +30 postrasplante.
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VI. DISCUSION

La reconstitucion del sistema inmunitario postrasplante de células
germinales hematopoyéticas es imprescindible para alcanzar una supervivencia
prolongada. El periodo de riesgo durante el cual el paciente sometido a TCGH
esta expuesto a sufrir infecciones que comprometen la vida es prolongado,
debido a la lenta recuperaciéon de las cifras absolutas y del funcionalismo
linfocitario. La recuperacién completa puede tardar varios afos. Incluso en
pacientes que no llegan a padecer infecciones, pueden detectarse de forma
prolongada anomalias en la actividad funcional “in vitro” de los linfocitos.

El conocimiento limitado de los mecanismos de diferenciacién linfoide asi
como el caracter multifactorial de la patogenia de la inmunodeficiencia secundaria
al TCGH, han dificultado el andlisis de las bases celulares y moleculares de la
misma, determinando que a pesar de los estudios realizados persistan
importantes incégnitas.

La mayor parte de los estudios de recuperacién inmune postrasplante se
han realizado en trasplante alogénico, situacidn en donde la presencia de
diversos factores, puede dificultar la interpretacién de los resultados.

Entre otras implicaciones, el conocimiento detallado del patréon de
recuperacion inmune postrasplante de células germinales de médula ésea o de
sangre periférica, puede permitir una actuacién mas selectiva y eficaz con Ila
intencién acelerar esta recuperacién con algin método de inmunoterapia

adoptiva.
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La destrucciéon de la mayor parte de las células que componen el sistema
inmune por la quimio-radioterapia obliga a que este sistema se recupere
fundamentalmente a partir de las células infundidas. La lenta reconstituciéon
inmune resulta de la propia complejidad de la ontogenia linfoide, asi como de la
posible interferencia en dicho proceso de otros factores. La inmunodeficiencia
esta determinada primariamente por la quimio-radioterapia empleadas para el
acondicionamiento del paciente, que destruye el sistema inmune. Es improbable
que la recapitulacién del proceso de diferenciacion del sistema inmune después
del TCGH sea comparable a la ontogenia fisiolégica por varias razones, entre las
que se incluyen las siguientes:

1. El timo, 6érgano en el que tiene lugar la mayor parte de los procesos de
diferenciaciéon y maduracién de las células T, puede encontrarse segin la edad
del paciente en estado de involucién avanzado, siendo ademas lesionado por el
propio tratamiento de acondicionamiento o por la presencia de enfermedad injerto
contra huésped en el caso del trasplante alogénico. La diferenciaciéon linfoide T
debe llevarse a cabo en localizacion extratimica, tal como ocurre en una pequena
proporcion de forma fisiolégica.

2. La utilizacion de farmacos inmunosupresores, especialmente la administracién
de ciclosporina A, es el método mas utilizado para la prevencién de la EICH
aguda. Junto al propio efecto inmunosupresor de la ciclosporina, ésta podria
afectar a las etapas tempranas de la diferenciacion de las células T, como apoyan

estudios de experimentaciéon en modelos animales.
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3. Se ha demostrado que la enfermedad injerto contra huésped crénica es un
proceso que se asocia con una prolongacion de la ihmunodeﬁciencia, aunque se
desconoce la patogenia que relaciona ambos fenémenos.

4. Se ha descrito que la presencia de infeccidn por citomegalovirus con o sin
expresion clinica, contribuye a prolongar la inmunodeficiencia.

En el presente estudio sobre una poblacién adulta, no se ha intentado
determinar el papel del timo en la recuperaciéon inmune. Sin embargo, la ausencia
de otros factores asociados al TCGH alogénico, permite relacionar de forma mas
exacta, el patrén de recuperacion, con el tipo de CGH reinfundido.

A pesar de que en el presente estudio no se han realizado estudios
funcionales, y ciertamente existe un periodo de retraso entre la recuperacion
cuantitativa de las subpoblaciones linfocitarias y su actividad funcional, existen
numerosos estudios que permiten admitir este paralelismo y su utilizacion como
método de aumentar el conocimiento en este area.

Hasta la actualidad, se ha utilizado el TCSP casi exclusivamente por su
mas rapida capacidad de recuperacién hematoldgica mieloide. Sin embargo, un
estudio retrospectivo en pacientes con linfoma no Hogdkin de grado intermedio,
ha sugerido que el TCSP se puede asociar a una supervivencia libre de
enfermedad mas prolongada que tras TAMO'®, Se encuentran en marcha un
estudio multicéntrico prospectivo en Estados Unidos, con el fin de determinar si
se confirma el anterior resultado. En el caso de confirmarse, la reduccion de la
recaida tras TCSP podria ser debida a una reconstituciéon inmune mas efectiva o

a la infusiéon de un menor nimero de células tumorales ocultas.
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En el presente estudio se ha analizado comparativamente el ritmo y patrén
de recuperacién tras TCSP y TAMO con el fin de determinar si existen estas

diferencias y estudiar la posible influencia en la recaida de la enfermedad.

VI.1. Estudio comparativo de la recuperaciéon inmune tras TAMO y

TCSP:

La célula germinal de sangre periférica estd reemplazando
progresivamente a la médula ésea para el rescate hematolégico tras dosis altas
de quimio-radioterapia en el tratamiento de neoplasias sélidas y hematolégicas.
Esta sustitucion se ha producido al demostrarse una recuperacién hematolégica
de las tres series mieloides mas rapida y una estabilidad del injerto hemopoyético
a largo plazo similar al obtenido con la médula ésea.

El procedimiento de movilizacién y recoleccién de las CGSP, motiva un
aumento del numero de células linfoides en el injerto y un cambio del estado
funcional de algunas subpoblaciones 87 La CGH de sangre periférica obtenidas
para trasplante, contiene como media aproximadamente 10 veces mas linfocitos
que la recoleccién habitual de médula 6sea '®®. De hecho, los protocolos de
aféresis utilizados para la recoleccion de CGH de sangre periférica son
practicamente idénticos a los utilizados para la recoleccion de linfocitos. Este
hecho hizo prever una recuperacion inmune diferente en el TCSP'™®.
Posteriormente, diversos estudios han analizado la recuperacion inmune tras

TCSP autélogo 4647470171 detectando una rapida recuperacién. Sin embargo,
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sblo algunos han comparado ambos tipos de trasplante mediante estudios de

172173 y/o estudios funcionales '"*'7. Estos estudios parecen

fenotipo inmune
confirmar una mas rapida recuperacién inmune tras TCSP.

Scheid y colaboradores '"°, estudiaron la recuperacién inmune tras TCSP
en 5 pacientes con diagnéstico de LNH de alto grado de malignidad (2 linfoma
linfoblastico y 3 LNH-B de alto grado sin detallar histologia) con criterios de alto
riesgo en base al Indice Prondstico Internacional. El tratamiento incluydé una
induccion con VAPEC-B, tres ciclos de consolidacion con ifosfamida en dosis
altas y Ara-C, seguido de tratamiento intensivo con esquema BUCY en 12 RC.
Todos los pacientes presentaron una rapida recuperacién de las cifras de
linfocitos (1 x 10% en 10-13 dias), inversion del indice CD4/CD8 de forma
prolongada (durante mas de 6 meses), e incremento transitorio de células CD56+
y CD16+ entre los dias 14 al 70 postrasplante, con una rapida recuperacion de la
actividad NK y actividad LAK inducible que coincide en el tiempo con mayores

cifras absolutas de CD56 y CD16. No se detectaron modificaciones en el nivel de

células CD25.

El estudio de Henon y colaboradores'’?, analiza de forma retrospectiva, la
recuperacion inmune hematolégica e inmune en 40 pacientes (20 pacientes por
grupo) mediante un estudio fenotipico limitado (marcaje con CD3, CD4, CDS8,
CD19 y CD20). La recuperacion de la cifra de linfocitos totales fue

significativamente mas rapida en el grupo de TCSP. Sin embargo, no se

199



Discusion

detectaron diferencias en el patrén de recuperacion de las poblaciones
estudiadas.

El estudio de Roberts y colaboradores'”, con un analisis de poblaciones
mas amplio, muestra una diferencia estadisticamente significativa en la rapid-ez
de recuperacion de los linfocitos y todas las subpoblaciones estudiadas ( CD3+,
CD4+, CD8, células B y NK). El patron de mas rapida recuperaciéon de la
poblacion CD8+ respecto a CD4+, es similar en ambos grupos. A pesar de que el
ndimero de pacientes en alguno de los grupos es escaso (7 pacientes en el grupo
de TAMO, 49 en el de TCSP y 11 en el de TMO alogénico), el estudio
multivariado mostré que los factores que influenciaron la recuperaciéon inmune
fueron el tipo de trasplante, el nimero de células mononucleares trasplantadas y
el tipo de tratamiento de acondicionamiento.

En el estudio de Fegan y colaboradores % se estudi6 de forma
prospectiva la actividad LAK en 45 pacientes con neoplasias hematolégicas, tras
TAMO (N=10), TCSP (N=25) y TMO alogénico (N=10),. Se observé que esta
actividad es significativamente mas alta tras TCSP que tras TAMO o TMO
alogénico, en todos los puntos estudiados hasta las 8 semanas postrasplante (2,
4, 6 y 8 semanas). Esta actividad se relacioné fundamentalmente con la poblacion
CD3-CD56+.

Diversos estudios han intentado analizar la causa de la rapida
recuperacién en sangre periférica postrasplante de las cifras absolutas y la
actividad NK. En primer lugar un estudio de la actividad NK en sangre periférica de

forma basal en individuos sanos, demostré que es normal mientras que en médula
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6sea es baja'’®

. Adicionalmente, se ha analizado el fenotipo y actividad citotdxica
del producto de las aféresis para TCSP. Los resultados obtenidos en diversos
estudios han sido contrapuestos. En el estudio de Verbik y colaboradores'”’, el
nivel de citotoxicidad de la poblacién mononuclear movilizada con GM-CSF vy
medida con ensayo de liberacién de cromo, fue dev bajo nivel. La incubacion de
estas células con citoquinas, aumenta la citotoxicidad 178,

En un estudio mas reciente '®, en el que se analiza el producto obtenido
tras movilizacion con ciclofosfamida y G-CSF vy recoleccion con leucaféresis de
gran volumen, se observd que contiene un gran nimero de células con fenotipo
NK (CD3-CD56+) (42.1-212 x 10%/Kg peso), funcionalmente activas. El porcentaje
de estas células y su actividad aumentaron durante la recoleccion en la mayoria
de los casos. El pico de células CD3-CD56+ y el de células CD34+ coincidieron
en el tiempo. La incubacion del producto de las aféresis con interleukina-2 (10-
1000 U/ml) durante 6-8 dias, produjo una expansién de la poblacion citotdxica de
3-5.4 veces, siendo la concentracion de 100 U IL-2/ml la mas adecuada para
generar un gran nimero de células NK, sin afectar a las células CD34+.

Los niveles de actividad citotéxica detectados en el producto de las
aféresis son mayores que los detectados en una recoleccion de MO en situacion

I 179

basal "%, y podrian tener teéricamente actividad frente a las células tumorales

presentes en el producto obtenido o una vez infundidas en el paciente.

En el presente estudio, se ha analizado de forma prospectiva la evolucién

de las cifras absolutas de un amplio nimero de marcadores linfocitarios: linfocitos
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totales, células T (CD2+, CD3+) y subpoblaciones (CD4+, CD8+,
CD3+CD16+CD56+, CD8+CD57+), células HLA-DR+, CD25+, células NK (CD3-
CD16+CD56+, CD16+, CD56+), linfocitos B (CD19+), asi como niveles de
inmunoglobulinas y complemento séricos y tests cutaneos de inmunidad celular.
Se ha estudiado un grupo amplio de pacientes, con diferente diagnéstico y
tratamiento de acondicionamiento (N= 232) que puede permitir observar una
tendencia general, y un subgrupo de pacientes homogéneo en términos de
diagnéstico, prondstico y tratamiento de intensificacion (N= 82) para intentar
establecer si la recuperacibn de ciertas poblaciones tiene impacto en la
frecuencia de recaida de la enfermedad. Esta homogeneidad intenta excluir que
las diferencias en las recuperaciones se deban a otros factores como pueden ser
los tratamientos de induccién, acondicionamiento o postrasplante.

Se ha escogido el grupo de pacientes con carcinoma de mama de alto
riesgo de recaida por ser éste el mas numeroso y homogéneo en cuanto al
tratamiento recibido. Este grupo tiene adicionalmente el interés de que al ser una
neoplasia extrahematolégica, no existe una inmunodepresién previa inducida por
la propia enfermedad, aunque si la debida al tratamiento quimioterapico previo.

Los resultados de la comparacion de la recuperaciéon inmune tras TAMO o
TCSP, indican que existen diferencias de tipo cuantitativo y cualitativo, tanto en el
grupo global de pacientes como en el de carcinoma de mama de alto riesgo de
recaida.

En el TCSP se recuperan de forma significativamente mas rapida los

linfocitos totales, los linfocitos T y las subpoblaciones CD8+, CD8+CD57+, CD57+
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y poblaciones con fenotipo NK. Esfas ltimas alcanzan niveles normales en el dia
14-21 postrasplante y, en gran nimero de pacientes, mantiene niveles superiores
a la media normal, durante 2-3 meses. En las poblaciones linfocitarias sefaladas,
el grupo de MO presenta un patréon de recuperacién similar aunque con niveles
absolutos inferiores y de forma retrasada. Este paralelismo no se observa en las
poblaciones con fenotipo NK. En el TCSP, se produce una recuperacion superior
al nivel pretrasplante e incluso, en una parte de los casos, superior a los controles
normales. Tras TAMO, el nivel no supera en ningin momento el valor
pretrasplante y no alcanza niveles normales al finalizar el periodo de estudio.

La cifra absoluta y proporcional de células CD2+ tiende a la normalizacién
(> 1 x 10%1) entre el primer y segundo mes en el TCSP, mientras que el grupo de
TAMO no alcanza esta cifra durante el afio de seguimiento.

Los linfocitos T tienen en su gran mayoria maduracion funcional expresado
por la presencia de CD3+. La presencia en superficie de este complejo molecular
indica que las células expresan ya el receptor para antigeno (TCR) y son por
tanto de fenotipo maduro. Otros estudios, mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales que reconocen un determinante formado por las cadenas alfa y
beta del TCR, han permitido demostrar que la mayoria de las células T presentan

este tipo de receptor y no a la subpoblacién que expresa el dimero gamma-delta.

En cuanto a las subpoblaciones CD4+ y CD8+, se ha observado que
ambas tienen un ritmo de incremento mayor en el grupo TCSP. Sin embargo, en

el caso de las CD4+ esta diferencia no es significativa. El incremento es escaso y
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alcanza en un nivel que representa el 50% de los niveles pretrasplante que ya
son infranormales. Por el contrario, se produce un incremento rapido de las
celulas CD8+. El retraso de la recuperacion de la cifra de linfocitos CD4+ respecto
a los linfocitos CD8+, tiene como resultado un cociente CD4/CD8 invertido de
forma prolongada en ambos grupos, que se mantiene al finalizar el primer afio.
Aunque la reconstitucion inmune postrasplante tiene algunas
caracteristicas del desarrollo linfoide normal, en la recuperaciéon T no parece
seguir un patrén similar, especialmente en lo que se refiere a la subpoblacion
CD4+. La produccion de este tipo de linfocitos, independientemente del origen de
la CGH, esta reducida en el periodo postrasplante de forma contraria a lo que

ocurre en el recién nacido'®

. Asimismo, se han descrito diferencias en el fenotipo
de estas células CD4+ que aparecen postrasplante, respecto a los que aparecen
durante la ontogenia linfoide normal. En el recién nacido, se observa una mayor
proporcién de células que expresan CD45RA, L-selectin, CD29%""" cD11 %%y
CD28+.

La edad del paciente es de importancia por su relaciéon con la involucién
del timo que se produce en la adolescencia. Existe una relacién inversa entre la
edad del paciente y el recuento de linfocitos T CD4+ a los 6 meses postrasplante.
%3 La recuperacion inicial tras la administracién de quimioterapia mieloablativa se
produce a expensas de la linfocitos CD4+CD45R0O+ (forma isémera de bajo peso

molecular de CD45R). En pacientes que mantienen funcional el timo, esta

poblacién es sustituida por la isoforma CD45RA+. Por el contrario, las células T
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CD4+ producidas a nivel extratimico expresan casi exclusivamente la isoforma
CD45RO+.

En el estudio presente la edad no es la causa del diferente ritmo de
recuperacion de las cifras de linfocitos entre el grupo de TAMO y TCSP, ya que
no existen diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, no se ha estudiado el
patrén de la isoforma de CD45 (RA o RO).

Por otra parte, tanto en el grupo de TAMO como en el de TCSP, la mayor
parte (mas de un 80%) de los linfocitos CD8+ coexpresan CD57+ (HNK1+).
Mediante la técnica de doble marcaje utilizadas en este estudio, se ha podido
establecer que, en esta situacion la expresion de CD57 no indica la presencia de
células NK sino se trata de linfocitos T maduros.

La subpoblacion CD8+CD57+, se detecta en pequefias proporciones
(menos de un 10%) en sujetos normales. La expansion de esta poblacion de
linfocitos se ha comunicado en el periodo postrasplante alogénico y/o asociado a
infecciones persistentes o recurrentes por citomegalovirus o por VIH
185,168,167,158.181,182,183,184 Algunos estudios han relacionado esta anomalia
fenotipica postrasplante con la mayor edad de los pacientes. Por otra parte, no se
ha demostrado correlacion entre el incremento de estas células y la incidencia de
EICH, lo que concuerda con la observacién en el estudio actual de su elevacién
en pacientes en trasplante autélogo.

Estudios in vitro, han demostrado que estas células ejercen una actividad
supresora de la proliferacién B y T inducida por mitégenos '*, lo que sugiere su

papel de regulacion de la reactividad linfoide frente a antigenos virales o de un
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estado de tolerancia inmune en pacientes trasplantados. No se conoce con
claridad su mecanismo de accion y su posible efecto inhibidor de otras funciones
inmunes.

En un estudio reciente, se ha comunicado el papel de esta subpoblacic-'m
de linfocitos de sangre periférica en la inhibici.én dg la actividad citolitica rmedriada
por células, no restringida por la presencia de moléculas del CMH, y médiado por
la liberacion de un factor soluble con un coeficiente de sedimentacién inferior a
1S, que inhibe la unién de concanavalina A 3. El 95% al 100% de esta
poblacién expresa los antigenos pan-T, CD2+, CD5+, CD7+ y el complejo CD3-
TCRap. En contraste, la gran mayoria de estas células (92%-93%), no expresan
el marcador de células NK, CD56, lo cual concuerda con el hecho de que estas
células no exhiben actividad NK espontanea.

En contraste con los estudios anteriores, aunque no mutuamente
excluyente, otro estudio in vitro demostré que células CD8+CD57+, pueden
actuar como precursores de células LAK en estudios de estimulacién con IL-2 ',
Asimismo, se ha comunicado la expansién de esta poblacién tras TMO alogénico,
mostrando una relacién con una baja incidencia de recaida e infeccién por
citomegalovirus '®°. Sin embargo, en este estudio, la asociacién de esta poblacién
con la presencia de infeccién por CM, y la ausencia de estudios funcionales, no

permite asignar a esta poblacion una actividad citotoxica.

En conjunto, en relacion los linfocitos CD8+CD57+ detectados en SP, en

el periodo postrasplante alogénico, existen grandes dudas acerca de su posible
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actividad citolitica espontanea. Por contra, parecen inhibir la actividad citolitica
celular HLA-especifica y antigeno inespecifica, la sintesis in vitro de
inmunoglobulinas. Posiblemente interaccionan con las células efectoras en un
paso comun del proceso citolitico, independiente del reconocimiento del antigeno.

En cuanto al significado de una reduccién de la SLE en relacién con la
elevacién de la poblacién CD8+CD57+, dado que este estudio era exploratorio y
no pretendia contestar esta pregunta, no es posible determinar si esta elevacion
facilita la recaida al inhibir la actividad citotoxica antitumoral, o bien, es un efecto,
es decir, que identifica a una subpoblacion de pacientes con enfermedad
quimioresistente. Es necesario, un estudio prospectivo, para validar esta
correlacion e intentar determinar su intervencioén en la patogenia de la recaida.

Se ha sugerido que las células T maduras infundidas con el inoculo,
contribuyen a dicha elevacién ya que ésta no ocurre en los receptores de médula

6sea con depleccion T %,

En ambos grupos, y sin una diferencia significativa, se ha detectado a
partir del 3° mes, un incremento de células T que expresan HLA-DR, que sélo
alcanza niveles normales al final del 1° afio de seguimiento. Este marcador se
expresa generalmente, en células T maduras tras la estimulacién antigénica o
mitogénica. En el periodo postrasplante sin embargo, el incremento de esta
poblacién no se asocia a un incremento de otro marcador de activacion linfocitaria
como es el receptor de la interleukina-2 (CD25), que se mantiene durante todo el

periodo de estudio en los limites inferiores de la normalidad. Esta disociacién, ya
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descrita y confirmada en este estudio, sugiere que la presencia de HLA-DR es en
realidad un marcador de inmadurez celular T y justifican las alteraciones
funcionales detectadas in vitro con respuesta proliferativa T deprimida frente a
estimulos mitogénicos, tales como lectinas o el anticuerpo monoclonal anti-CD3.
Esta hiporrespuesta se mantiene quando las células son estimuladas a través de
la molécula CD2, la cual representa una via alternativa de transduccioén de
sefnales activadoras, con una importancia fisiolégica en etapas tempranas de la
ontogenia linfoide.

La alteracion de la respuesta proliferativa a los distintos estimulos
mitogénicos no se normaliza completamente en presencia de interleukina-2
exogena, lo que indica que ademas de reduccion de la sintesis de IL-2 detectada
en estos pacientes, existen otros factores que contribuyen a la patogenia de la
inmunodeficiencia. Entre estos factores se incluye la ausencia de expresion
receptores para IL-2 (CD25) tras la estimulacién mitogénica in vitro. Esto sugiere
que una parte de las células circulantes fenotipicamente maduras presenta una
alteracion en la respuesta que afecta algin paso metabdlico previo a la expresion
de CD25.

Posiblemente el aspecto diferencial mas evidente entre la recuperacién
post-TAMO y post-TCSP, reside en la recuperaciéon de las subpoblaciones con
fenotipo NK. Esta rapidez de recuperaciéon puede ser el resultado de una
diferente biologia de las células obtenidas tras movilizacion que hace que
proliferen mas rapido una vez infundidas, o bien, que sea debido a la infusién del

elevado numero de células NK presentes en el producto que se infunde'®. No se
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conoce bien cual es el mecanismo por el que la movilizacién induce este aumento
de células con fenotipo y actividad NK.

Reittie y colaboradores'®” | estudiaron 43 pacientes con neoplasias
hematoldgicas, tratados con trasplante de médula 6sea alogénico con depleccién
T, TAMO no depleccionado o quimioterapia convencional, con la intencién de
investigar los mecanismos de generacién de células NK activadas, en qué
situaciones aparecen y que fenotipo expresan. Observaron que aparecen tras
TMO-alogénico con depleccion T y tras TAMO, y no tras quimioterapia. Por
tanto, su produccién no parece tener relacién con el proceso de depleccion T, ni
parece causado por la estimulacion por aloantigenos administrados con el
soporte hematol6gico ya que no existian diferencias en el nimero de unidades de
sangre o plaquetas administrado. Tampoco se detectaron diferencias en la
reactivacién o infeccion viral. La actividad killer estd mediada fundamentalmente
por células CD3-CD16+, aunque también existe actividad killer ejercida por
células CD3+CD16-.

El fendbmeno de activacién de la actividad killer postrasplante parece
representar una disfuncién inmune tras la repoblacién del sistema inmune con
subpoblaciones linfoides derivadas exclusivamente de sangre o de médula ésea.

A pesar de que este fendmeno se produce también tras TAMO, los
resultados del estudio actual indican que es mucho mas evidente tras TCSP,
posiblemente porque la movilizacién y recoleccién mediante leucaféresis, inician

un mecanismo de produccién y activacién celular.
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A partir de los resultados de este estudio y los estudios funcionales
publicados por diversos grupos se han propuesto al menos 2 interpretaciones en
cuanto al mecanismo que determina el bloqueo metabdlico de las células T. Una
posibilidad es que las células que no expresan IL-2R tras la estimulacién, estén
sometidas a la inmunorregulacién mediada por células T supresoras 0 monocitos.
En cuanto a estas células T se ha descrito su actividad en algunos casos
postrasplante, aunque no existen datos sobre su mecanismo de accién molecular.
Por lo que se refiere a la supresiéon por células del sistema mononuclear
fagocitico, se ha propuesto recientemente que pueden inhibir la respuesta
mitogénica de las células T en algunos casos de trasplante a través de un
incremento de la sintesis de prostaglandinas y en concreto de la PGE2.

Otra explicacion alternativa es la posibilidad de que proporciones variables
de células T circulantes CD3+ no hayan alcanzado, sin embargo, una maduracién
funcional completa, como consecuencia de la ontogenia anémala del sistema
inmune. Esta hipotesis se apoya indirectamente en algunos estudios que
demuestran una disminucién de la capacidad proliferativa de las células T de
pacientes trasplantados, empleando condiciones experimentales en las que es
improbable la interaccién in vitro con células supresoras. Igualmente se ha
sugerido que la expresién de CD3 en la superficie de timocitos humanos

normales puede no estar asociada a una maduracién funcional completa.

La disfuncion de las células T se manifiesta in vivo por una respuesta

deprimida a las pruebas de hipersensibilidad cutanea retardada frente a distintos
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antigenos. La hipersensibilidad retardada refleja la inmunidad frente a virus,

hongos y ciertas infecciones '%,

El mecanismo celular implicado en las
reacciones de hipersensibilidad esta mediado las citoquinas liberadas por
linfocitos T CD4+ al ser estimulados por el antigeno. El antigeno a nivel del tejido
local, es procesado por procesado pqrrcélurlas presentadoras de antigeno y
presentado junto con moléculas de clase Il del CMH, a células CD4+ inflamatorias
(TH1), que liberan a nivel local diversas citoquinas que atraen y estimulan a
macréfagos. Entre estas citoquinas se incluyen los siguientes:

1. Intercrinas: Factor inhibidor de emigracién (MIF) y el factor quimiotactico
de macréfagos (MCF).

2. Citoquinas: Interferén-y, que activa a macréfagos, liberan a su vez
diversos mediadores; IL-3/GM-CSF, que aumenta la produccién medular de
macroéfagos.

3. Citotoxinas: TNF-B, que produce destruccion tisular local y aumenta la
expresion de moléculas de adhesion a nivel endotelial local.

La induracién es el resultado del acumulo de las células inflamatorias y
exudacion de fluidos en el sitio de la inyeccion.

El dnico estudio de recuperaciéon de la inmunidad celular in vivo realizado
en pacientes tratados con TCGH es el de Witherspoon y colaboradores ' En
este amplio estudio se estudiaron 332 pacientes con diagnéstico de leucemia o
anemia aplasica, tratados con TMO alogénico (N=308) o singénico (N=24) y 241
donantes sanos de médula 6sea. El seguimiento postrasplante fue de 5 afios y se

obszrvé que la recuperacion a neoantigenos (DNCB) no se produjo hasta los 2
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anos y la antigenos de recuerdo fue infranormal hasta los 4 afios. Entre los
siguientes factores: diagnéstico, presencia o no de EICH aguda, EICH crénica,
tratamiento de acondicionamiento y tratamiento con ATG, Unicamente la
presencia de EICH aguda mostré una relacién significativa con la persistencia <'ie
anergia.

Es dificil la comparaciéon entre los resultados del estudio anterior y el
estudio actual por tratarse de trasplante autélogo y un menor periodo de
- seguimiento. Sin embargo, el nivel de respuesta a neoantigenos y antigenos de
memoria referido al afio en el estudio referido es del 50% de los pacientes, algo
superior al detectado en este estudio. Por tanto, los resultados de nuestro estudio
sugieren que la recuperaciéon de la inmunidad celular in vivo postrasplante

autélogo (TAMO o TCSP) es similar a la de el TMO alogénico.

Probablemente la disfuncion de las células T también contribuya, junto a
las alteraciones de las células B, a la disminucion de la sintesis de

inmunoglobulinas especificas tras la inmunizacién primaria.

Estudios previos que identificaban las células B mediante la deteccién de
lg de superficie, indicaban que las proporciones de linfocitos B, tendian a
normalizarse a partir de los 3-6 meses postrasplante. Sin embargo, la deteccion
de antigenos de diferenciacion (CD19 en el presente estudio), ha permitido
reconocer que la recuperacion de niveles normales de células B no se produce

hasta el primer afo. Se ha demostrado que una proporcién anormalmente
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elevada de linfocitos B en el periodo inicial postrasplante son CD5+. Este
marcador se expresa dentro de la estirpe B en una pequefia proporcién de
linfocitos normales, asi como en las células de la leucemia linfatica cronica B. Se
desconoce si las células B CD5+ representan un estadio transicional en la
diferenciacién normal de la estirpe, que precede a la adquisicion de la maduracién
funcional de los linfocitos B, o bien se trata de una subpoblacién minoritaria ya
diferenciada.

Numerosos investigadores han tratado de determinar que fase de la
funcién B (activacion, proliferacién, produccién de Igs) es deficiente. Los estudios
realizados sobre la funcién de las células B in vivo son mas complejos de
interpretar, ya que la respuesta fisiolégica de estas células esta regulada por los
linfocitos T y, por lo tanto, las alteraciones detectadas pueden reflejar
conjuntamente la disfuncién de las células B y de las células T.

Los estudios funcionales in vitro demuestran que, tras la estimulacion in
vitro con agentes mitégenos, los linfocitos B postrasplante no responden
normalmente proliferando y sintetizando inmunoglobulinas. La hiporrespuesta se
mantiene incluso en presencia de células T cooperadoras normales o de
interleukina-2. Estos datos parecen indicar una incompleta maduracién funcional
de los linfocitos B.

La linfopenia B mantenida demostrada en este estudio y los estudios
funcionales referidos contrastan con el mantenimiento de los niveles séricos de
Igs. En efecto, a pesar de que durante 1-2 meses postrasplante, las células B

desaparecen casi totalmente, los niveles de inmunoglobulinas séricas no bajan de
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forma significativa. Este hecho no se puede explicar simplemente por la vida
media de las inmunoglobulinas (4-6 dias para IgA e IgM, 21 dias para IgG), sino
que es probable la persistencia de células plasticas resistentes a la quimio-
radioterapia en dosis altas, que desaparecen lentamente y son sustituidas por
nuevas células B que inician la produccion de inmunoglobulinas.

Por otra parte, la falta de correlacién entre las cifras absolutas de linfocitos
y los niveles de Igs, se puede explicar porque la linfopoyesis B postrasplante
suele ser inicialmente oligo/monoclonal, lo que también explica la disociacion
entre los niveles de Igs y de anticuerpos especificos. Se ha observado una
reducciéon de la sintesis de inmunoglobulinas especificas en respuesta a la
inmunizacién primaria con diferentes antigenos. Este hecho contrasta, en el caso
del trasplante alogénico, con la deteccion de inmunoglobulinas circulantes
especificas para antigenos frente a los que habia sido inmunizado el donante. La
interpretacion es que se trata de inmunoglobulinas producidas por linfocitos B ya
diferenciados que acompanan al injerto. Ello también explica que la concentracién
sérica de IgG e IgM se normalice rapidamente y sélo persista de forma
prolongada un déficit de IgA.

En contra de lo referido en otros estudios, en el presente estudio, se ha
observado una reduccién mas evidente y prolongada de la cifras de IgM séricas,
que en los otros 2 isotipos estudiados. Estos niveles tienden a normalizarse al
finalizar el periodo del estudio. Unicamente el grupo de pacientes con diagnéstico
de carcinoma de mama de alto riesgo tratada con TAMO muestra una ligera

reduccién en los niveles de IgA a partir de los 3 meses de trasplante, con
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tendencia a la normalizaciéon al finalizar el 1° afio postrasplante. Esto ultimo
contrasta con el hecho de que este grupo de pacientes presenta un ritmo de
recuperacion de la poblacion CD19 ligeramente mas rapido que el grupo de
TCSP, aunque no significativo.

Por tanto y como conclusiéon de los resultados de recuperaciéon inmune y
dado que la diferencia mas evidente en la recuperaciéon inmune entre TAMO y
TCSP, radica en la temprana y elevada recuperaciéon de las poblaciones con
fenotipo NK, con niveles normales o elevados entre el dia +14 hasta el +60 (o
+90), sugiere que este periodo es el mas adecuado para intervenciones
terapéuticas de tipo inmune con IL-2, interferén o GM-CSF, de forma aislada o en
combinacion.

Por otra parte, si se pretende una inmunomodulacién ex vivo (induccién de
células LAK) con el fin de inducir un efecto injerto contra tumor y reducir la
recaida postrasplante, la utilizacibn de CGSP también puede ser un mejor

producto.

VI.2. Estudio comparativo de la recuperacion inmune tras TCSP en

pacientes con tumores sélidos y neoplasias hematolégicas:

Los resultados expuestos sefialan que a pesar de la similitud de Ila
recuperaciéon inmune precoz (hasta dia +30), existen diferencias en el perfil de la
recupera‘cién posterior de los linfocitos totales y células CD2+, CD3+, CD5+,

CD4+ y CD8+. En todos los casos, esta diferencia indica una mayor recuperacion
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de las cifras absolutas en pacientes con neoplasias hematoldgicas. Este resultado
es diferente a lo esperado en base a la supuesta mayor alteracion del sistema
inmune asociado a enfermedades hematoldgicas. Las pacientes con carcinoma
de mama, han recibido en el periodo postrasplante radioterapia loco-regional
complementaria sobre lecho mamario y axila homolateral en dosis total de 40 Gy
a lo largo de 5 semanas, que se inicia entre el dia +60 y el +90. Este tratamiento
puede reducir la cifra de linfocitos, ligeramente y de forma transitoria, durante uno
o dos meses. Sin embargo, este tratamiento no justifica el diferente perfil de
recuperacién tardia. Por otra parte, las escasas diferencias en la comparacién de
los niveles absolutos se comienzan a observar antes del inicio de la radioterapia.
No existen estudios previos en nuestro conocimiento, dirigidos a estudiar
este aspecto. En el presente estudio se concluye que no existen diferencias en el
perfil de recuperacion de la mayor parte de poblaciones linfoides o existe una
recuperacién mas rapida en neoplasias hematologicas que en tumores sélidos.
Estos resultados parecen indicar que la recuperacioén del sistema inmune
debe efectuarse fundamentalmente a partir de las células infundidas, que
precisan sufrir un proceso de proliferacion y diferenciaciéon diferente en varios

aspectos a la ontogenia linfoide normal.

VI.3. Estudio de Ia influencia de la diferente reconstitucion inmune en el

control de Ia enfermedad neoplasica.
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La radio-quimioterapia en dosis altas con soporte de CGH mediante TAMO o
TCSP, ha demostrado en diversos ensayos, que puede inducir SLE prolongada en
pacientes con diversas neoplasias resistentes al tratamiento convencional. Sin
embargo, es evidente que a pesar de una mayor actividad antineoplasica, con gran
frecuencia no elimina totalmente rla qulacién tumoral.

Existe evidencia de la contribucién de que la reaccién inmune asociada al
TCGH aldgénico tiene accion citotdxica frente a células tumorales, y es la razén
fundamental de la mayor tasa de recaida en el trasplante autdlogo o singénico
frente al alogénico. La reaccién injerto contra tumor (ICT) como tal no existe en el
trasplante autélogo, sin embargo, en las fases precoces de la recuperacién inmune
del TCGH autdlogo, se produce una elevacion transitoria de células con fenotipo y
actividad citotoxica de amplio espectro, fundamentalmente de tipo NK y LAK
espontanea. Algunos estudios han relacionado un mayor nivel de actividad
citotdxica postrasplante con una menor frecuencia de recaida’>>%6%",

Estudios previos y el actual, han demostrado que existen diferencias en la
recuperaciéon inmune tras TAMO y TCSP. En el TCSP se produce una recuperacion
acelerada de las cifras absolutas de todas las poblaciones celulares, respecto al
TAMO, que es especialmente marcada en la recuperacion de las cifras absolutas y
actividad NK'y LAK. |

Ciertos estudios han descrito una menor frecuencia de recaida de la
enfermedad en el TCSP que tras TAMO'®. En el estudio de Vose y colaboradores
1% se analiza de forma retrospectiva la evolucidn de 158 pacientes con diagnéstico

de LNH de grado intermedio de malignidad o inmunoblastico, tratados con TAMO
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(N= 105) o TCSP (N= 53). Mediante un analisis multivariado, desarrollan un modelo
pronéstico con un grupo de pacientes aquellos sin masa tumoral > 10 cm en el
momento de trasplante, y no mas de uno de las siguientes caracteristicas: 3 o mas
lineas de quimioterapia previa, LDH elevada, quimiorresistencia. El grupo de m-al
prondstico es aquel de pacientes con ‘masa »2 1Q cm y dos o mas de las
carécteristicas sefaladas. El grupo de mal pronéstico tiene una SLE a 3 arios del
10%, comparado con un 45% del grupo de buen pronéstico (p < 0.001). Dentro del
grupo de mal prondstico, no se observé diferencia en la SLE a los 3 afios entre el
grupo de TAMO y TCSP. Sin embargo, en el grupo de buen pronéstico, los
pacientes que recibieron TAMO tuvieron una SLE a 3 afos del 32%, comparado
con el 70% en los que recibieron TCSP (p < 0.008). El hecho de que esta diferencia
se observe exclusivamente en el grupo de buen prondstico puede indicar que el
efecto inmunoterapico es mas eficaz cuando existe una enfermedad residual
inferior.

Esta diferencia, en caso de confirmarse en estudios prospectivos, es de gran
importancia. La causa de esta diferencia no esta aclarada, puede estar en relacién
con una menor contaminacién de la sangre periférica respecto a la médula ésea
191192193 5 bien puede tener relacién con la presencia de mayor actividad citotéxica
en la sangre periférica, con un efecto antitumoral incrementado.

En el presente estudio, para intentar establecer si la recuperacién de ciertas
poblaciones linfocitarias postrasplante tiene impacto en la frecuencia de recaida

de la enfermedad, se ha escogido el grupo de pacientes con carcinoma de mama
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de alto riesgo por ser éste un subgrupo de pacientes numeroso (N= 82) y
homogéneo en términos de diagnéstico, pronéstico y tratamiento.

El analisis uni o multivariante de la influencia de los factores pronésticos
clinicos con conocido peso pronoéstico tras quimioterapia convencional (niimero
de ganglios axilares afectos, receptores hormonales, estado hormonal, edad,
grado histolégico y tamafio tumoral), no ha mostrado impacto en la SLE
postrasplante. Este tipo de analisis no ha sido comunicado hasta ahora por
ningan grupo de estudio, sin embargo, este resultado parece indicar que la
influencia de estos factores pronésticos se pierde al seleccionar un grupo de
pacientes con mal pronéstico y que, por otra parte, el tratamiento intensivo y
trasplante, puede modificar la biologia de la enfermedad.

En nuestro estudio, al intentar correlacionar distintos niveles de poblaciones
con fenotipo NK y la SLE en pacientes con carcinoma de mama, no se ha
observado relacion significativa. La ausencia de esta correlacién puede indicar que
no existe realmente o que existe otros factores no conocidos que interaccionan.

Dada la regulacién multifactorial inmune, es obvio que en la recuperacién
postrasplante, el estudio de la presencia de actividad inhibidora es de al menos
igual importancia que el estudio de actividad citotxica. Sin embargo, este aspecto
ha sido menos evaluado hasta ahora. El andlisis multivariante realizado en este
estudio, incluyendo las variables biolégicas y clinicas ya sefialadas, demuestra una
influencia inversa estadisticamente significativa, exclusivamente entre los niveles.
elevados de la poblacion CD8+CD57+ y la SLE. El significado clinico de la

elevacion de esta subpoblacion no se conoce bien. El estudio de Autran y
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colaboradores en 25 pacientes con hemopatia aguda tratados con trasplante de
médula 6sea alogénico, demuestra que estas células son linfocitos maduros que
expresan CD2, complejo CD3-TCRaf, CD5, CD7, sin marcadores NK y no ejercen,
de forma basal, actividad citotéxica NK ni LAK '8, Esta actividad inhibitoria parece
ser mediada por un factor soluble no »anvtigren'o espegiﬁco, glicosilado y de bajo peso
molecular y coeficiente de sedimentacion. Esta misma poblaciéon, que de forma
basal parece tener, en el periodo postrasplante, actividad inhibidora, es, sin
embargo, capaz de ser activada in vitro con IL-2 '¥.

En el presente estudio no se ha realizado seguimiento microbiolégico de la
infeccién por CMV, sin embargo, se sabe que la tasa de infeccién asintomatica es
similar al TMO alogénico y, por tanto, no se puede excluir que la expansion de esta
poblacién, tenga relacion con dicha infeccion.

La coincidencia en el tiempo de la expansién de las poblaciones con fenotipo
supresor/citotoxico (con una correlacién negativa con la SLE) y de la poblacién NK
(sin relacién significativa, aunque con tendencia a una relacién positiva), hace que
la interpretacion pueda ser que la actividad supresora es dominante y que sélo
cuando esta actividad es baja puede ejercerse actividad citotoxica NK.

Esta hipétesis probablemente sélo se podria confirmar o descartar mediante
un estudio prospectivo que analice la actividad funcional en un nimero de
pacientes suficiente, que permita determinar el balance final de la presencia
simultanea de poblacién con fenotipo NK y supresor/citotéxico en el periodo precoz

de la recuperacioén inmune postrasplante.
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1. La reconstitucién inmune de la mayor parte de las poblaciones linfocitarias es
diferente y generalmente mas rapida con trasplante autdélogo de células

germinales de sangre periférica que con trasplante autélogo de médula ésea.

2. El momento de maximo nivel de recuperacion de poblacion citotéxica T
dependiente y NK dependiente se encuentra entre el dia +21 y el +90. Por tanto,
éste periodo, es el mas adecuado para una actuacion terapéutica de base

inmune.

3. No existen diferencias significativas en el perfil de recuperacién inmune de las
poblaciones linfocitarias en el grupo de pacientes con diagnéstico de hemopatia

maligna respecto al grupo de pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo.

4. En el subgrupo de pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama de alto
riesgo no existen diferencias en la supervivencia libre de enfermedad cuando el
soporte hemopoyético se realiza con trasplante autélogo de médula 6sea o con

células germinales de sangre periférica.
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5. El incremento de las cifras absolutas de la poblacion con fenotipo
supresor/citotéxico CD8+CD57+ en el dia +30 postrasplante, implica una menor
supervivencia libre de enfermedad en las pacientes con carcinoma de mama de

alto riesgo de recaida.
6. No existe relacion entre el incremento de las cifras absolutas de las

poblaciones con fenotipo NK en el dia +30, y la supervivencia libre de

enfermedad de las pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo de recaida.
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