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Abreviaturas

#

+DE: + Desviacion Estandar

A

AHALI: Anemia hemolitica autoinmune

Alo-TPH: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
ARA-C: arabinosido de citosina

ATG: timoglobulina

AUC: Area bajo la curva

B

BEAM: carmustina, etopdsido, citarabina y melfalan

BU: Busulfan

C

CD: Cluster de diferenciacion

CE: Eficiencia de coleccion

CMF: citometria de flujo

CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad
CMN: Células mononucleadas.

CMV: Citomegalovirus

CNT: células nucleadas totales

CPA: célula presentadora de antigeno

CVC: Catéter Venoso Central

CY: Ciclofosfamida

CyA: Ciclosporina A
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D

DE: Donante emparentado

DNE: Donante no emparentado

E

EICR: Enfermedad injerto contra receptor.
EICRa: Enfermedad injerto contra receptor aguda
EICRc: Enfermedad injerto contra receptor cronica

eLTC: expansion de linfocitos T citotoxicos

F

F: femenino

FLU: Fludarabina

H

HLA: Antigeno leucocitario humano

HTLV-1: Virus linfotrépico humano de células T tipo 1

|

IC: Intervalo de confianza
ICT: Injerto contra tumor
IDA: Iidarrubicina,

IgE: Inmunoglobulina E
IL-10: Interleuquina 10
IL-12: Interleuquina 12
IL-13: Interleuquina 13
IL-15: Interleuquina 15
IL-18: Interleuquina 18

IL18R: Receceptor de interleuquina 18
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IL1RI: Receptor 1 de interleuquina 1
IL-2: Interleuquina 2

IL-21: Interleuquina 21

IL-6: Interleuquina 6

IL-7: Interleuquina 7

ILD: infusién de linfocitos del donante
ILT2: Immunoglobulin-like transcript 2
IMF: Intensidad media de fluorescencia
INF-a: Interferon alfa

INF-B: Interferon betaf3

INF-y: Interferon gamma.

IR: Intensidad reducida

K

KIR: killer cell immunoglobulin-like receptors

L

LAM: Leucemia aguda mielobléstica

LES: Lupus eritematoso sistémico

LGG: Linfocitos grandes granulares

LLC: Leucemia linfatica cronica

LLGG: Leucemia de linfocitos grandes granulares

LTC: Linfocitos T citotdoxicos

M

M: Masculino
MA: Mieloablativos

MEL: melfalan.
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MO: Médula 6sea

MTX: Metotrexato

N
NK: Natural Killer

NKreg: Natural killer reguladoras

NMA: No Mieloablativos

P

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PH: Progenitores hematopoyéticos.
PHSP: Progenitores hematopoyéticos de sangre periférica.

PIAS: Proteinas inhibidoras de STAT

Q

QT: quimioterapia

R

RC: Remision completa

RIQ: Rango intercuartilico
ROC: Receiver Operator curve
RP: Respuesta parcial

RR: Riesgo relativo

S
SCU: Sangre de cordon umbilical

SG: Supervivencia global
SH2: Dominios homdlogos a src 2
SLE: Supervivencia libre de enfermedad

SLP: Supervivencia libre de progresion
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SMD: Sindrome mielodisplasico

SOCS: fosfatasa supresora de sefalizacion de citoquinas

SP: Sangre periférica

STAT3: gen traductor de sefial y activador de la transcripcion 3

T

TAD: Dominio de activacion de la transcripcion

TAP: Transportador asociado al procesamiento de antigenos.

TBI*: irradiacion corporal total a bajas dosis (2 a 4 Gy)

TBI: Irradiacion corporal total

TBI* irradiacion corporal total a altas dosis (8 a 12.3 Gy)

TCR: receptor de células T

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

TREC: circulos de escision del reordenamiento del Receptor de células T
Tregs: Células T reguladoras

TST: Test cutaneo tuberculina

\%
VEB: Virus de Epstein-Barr

VHC: Virus de hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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Resumen

En la fase inicial de la reconstitucion inmunologica en el trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) se han detectado expansiones persistentes de
linfocitos T citotoxicos (eLTC) que en la mayoria de los casos se consideraron una
respuesta fisioldgica si bien, la descripcion de casos de leucemias de linfocitos grandes
granulares (LLGG) genera incertidumbre. Por otro lado, el uso de indculo de sangre
periférica (SP) ha sustituido al de médula 6sea en el alo-TPH de pacientes con patologia
neoplésica, si bien se asocia con un aumento de enfermedad injerto contra receptor
(EICR). Segun Kariminia et al., una mayor proporcion de células Natural Killer (NK)

CD56"8" ge relaciona con una menor tasa de EICR cronica.

El andlisis de las principales poblaciones inmunes SP durante el periodo post
trasplante y en el indculo nos permitia estudiar el impacto clinico de las eLTC y validar
la reciente comunicacién del valor predictor del compartimento de células NK CD56""%¢"

del indculo.

Con el objetivo de discernir el impacto clinico de las eLTC, incluimos 154 pacientes
caracterizados por una edad media de 42 afos, predominio masculino y proporcion
similar entre aquellos que habian recibido acondicionamiento de intensidad reducida o
mieloablativo. Para el andlisis clinico establecimos dos definiciones de eLTC: eLTC
relativa, definida por ratio entre los linfocitos T CD8+/CD4+ superior a 1,5; y eLTC
absoluta caracterizada por un niumero de linfocitos T CD8+ mayor a 2 x 10°/L. En ambos

la condicion debia persistir al menos 6 meses.

Las eLTC relativas fueron detectadas en 75 de los 154 pacientes, caracterizados por
una mayor edad, haber recibido acondicionamiento de intensidad reducida, asi como
profilaxis de EICR con timoglobulina, recibir un indculo de donante no emparentado y
presentar en el post trasplante, reactivacion de citomegalovirus y desarrollo de EICR

aguda grave.

De los 154 pacientes, 14 desarrollaron eLTC absolutas. Estas se asociaron de forma
significativa con el desarrollo de EICR cronica moderada y severa. Ninguno de los
pacientes con eLTC absolutas recayd, mientras que 31 pacientes (22%) sin este tipo de

expansiones si lo hizo. Tienen una tendencia hacia su incremento entre los dias +30 y
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+100 manteniéndose esta dindmica hasta el afio en la mayoria de los casos (92%),

momento tras el cual empiezan a descender.

El nulo impacto de las eLTC, ya fueran relativas o absolutas, en el potencial
desarrollo de una LLGG vy la ausencia de mutaciones somaticas en el exén 21 del gen

STAT3, apoya su naturaleza fisioldgica.

En cuanto al estudio del impacto de las células NK CD56”%" se seleccionaron
pacientes sometidos a alo-TPH en nuestro centro y definidos por presentar la
determinacion cuantitativa de las subpoblaciones linfocitarias mediante citometria de
flujo en el inodculo, que el esquema de movilizacion del donante incluyera G-CSF y el

in6culo no fuera manipulado.

Se diferenciaron dos cohortes para su andlisis independiente. Una descartaba a
aquellos pacientes con alo-TPH de donante no emparentado, haploidéntico y/o que
hubieran fallecido antes del dia +100 (reflejando los criterios Kariminia et al.;),
finalmente compuesta por 104 pacientes. Dos variables, el porcentaje de células NK
CD56"%" vy la disparidad de género mostraron una independencia prondstica del
desarrollo de EICR severa con un RR de 3,2 y 2,5 respectivamente. En la cohorte global
de 207 pacientes, tres variables se relacionaron con el RR de sufrir una EICR severa:

porcentaje de células NK CD56"%" disparidad de género e identidad HLA.

Para concluir, nuestra experiencia nos ha permitido confirmar, la naturaleza
benigna de las eLTC en nuestra cohorte de pacientes sometidos a alo-TPH y su relacion
con el desarrollo de EICR. Igualmente reafirmamos la relacion significativa de una menor
proporcién de células NK CD56”%" en el indculo movilizado con G-CSF de SP y el
desarrollo de EICR severa en el contexto del alo-TPH de donante emparentado y, ademas,
su independencia pronostica respecto de otros factores, subpoblaciones inmunes y

variables clinicas, que han sido recurrentemente asociados con la EICR crénica.
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1. Introduccion

1.1. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) es un
procedimiento terapéutico que permite la reconstitucion de la hematopoyesis mediante la
infusion de células pluripotenciales procedentes de un donante sano. Actualmente es
considerado el tratamiento de eleccion en una serie de enfermedades hematologicas

(neoplasicas y no neoplésicas) y no hematoldgicas, tanto congénitas como adquiridas.'*?

Podemos clasificar el alo-TPH segun el tipo de donante, el origen de los
progenitores hematopoyéticos (PH), el tipo de acondicionamiento y si se ha producido

manipulacién del inéculo: '3

- Tipo de donante:

o Donante Emparentado (DE): hermano u otro familiar HLA compatible,
hermano gemelo univitelino (singénico), hermano u otro familiar 50%
idéntico (haploidéntico).

o Donante no Emparentado (DNE): donante voluntario no familiar HLA
compatible.

- Fuente de PH: médula 6sea (MO), sangre periférica (SP) y sangre de cordon
umbilical (SCU).

- Tipo de acondicionamiento: mieloablativo, no mieloablativo y de intensidad
reducida.

- Manipulacion de los PH: deplecion linfoide T (ex-vivo o in-vivo) y expansion

celular (en el trasplante de SCU).

Los objetivos del alo-TPH son: !

- Sustituir la hematopoyesis del paciente por ser total o parcialmente defectuosa,
insuficiente o neoplésica, por una normal procedente de un donante sano
consiguiendo asi la curacion de la enfermedad.

- Promover el efecto inmunomodulador injerto contra tumor (ICT), considerado un
efecto antitumoral beneficioso mediado por las células T del injerto que permite

mantener en remision la enfermedad de base.

39



“Impacto Clinico de la Distribucion de las Poblaciones Linfocitarias en el Indculo y en Sangre Periférica Post-Trasplante
Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos”

- Tratamiento de las alteraciones no malignas de la médula 6sea, ya sean congénitas

o adquiridas.

Para conseguir estos objetivos se requiere un tratamiento de preparacion
(acondicionamiento) que incluye quimioterapia, asociada o no a radioterapia corporal
total e inmunosupresores y la posterior reconstitucion de la hematopoyesis mediante la

administracion de PH de un donante sano.

1.1.1. Fases del alo-TPH

En todo alo-TPH pueden distinguirse diversas fases evolutivas:

Estudios pre-trasplante:

Es la evaluacion previa del donante y del paciente (receptor). En el caso del paciente
se debe realizar una historia clinica completa incluyendo exploracion fisica para valorar
su situacion basal y el estado de su enfermedad de base, ademas de realizar las pruebas
funcionales necesarias para evaluar la funcion de los principales 6rganos (analitica con

serologias, espirometria, ecocardiograma...).

Colocacion de un catéter venoso central (CVC):

Para la préctica de un alo-TPH es preciso disponer de un CVC que permita la
administracion de citostaticos, PH, inmunosupresores, liquidos, electrolitos,
antimicrobianos, nutricion parental y soporte hemoterapico, asi como la obtencién de

muestras de sangre.

Acondicionamiento:

El acondicionamiento incluye quimioterapia asociada o no a radioterapia corporal
total e inmunosupresores. Con esto se pretende reducir o eliminar las células malignas del
receptor, liberar el nicho medular del receptor para permitir el injerto de las células madre
hematopoyéticas del donante y suprimir la inmunidad del huésped para prevenir el

rechazo de las células del donante. *
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Se han disefiado multiples regimenes de acondicionamiento para el trasplante.
Seglin la intensidad de la inmunosupresion inducida distinguimos *° (Figura 1):
mieloablativos (MA), no mieloablativos (NMA) y de intensidad reducida (IR). La
eleccion del acondicionamiento depende del tipo de enfermedad de base, la
histocompatibilidad donante-receptor, la composicion del producto hematopoyético y las

comorbilidades del receptor.

Los acondicionamientos MA o también llamados convencionales se basan en dosis
elevadas de quimioterapia y/o de radiacion corporal total.* Estos regimenes resultan en
una eliminacidn absoluta de la hematopoyesis del receptor y la toxicidad que inducen es
elevada produciendo citopenias intensas que no se espera que puedan recuperar sin
soporte de PH. Debido a esta toxicidad solo pueden ser usados en pacientes relativamente
jovenes y sin comorbilidades. Los acondicionamientos MA suelen estar basados en el uso

de agentes alquilantes y/o irradiacion corporal total a dosis elevadas. >

En los acondicionamientos NMA no se erradica la hematopoyesis del receptor sino
que produce una mielosupresion leve y su accion anti-tumoral se basa, casi de manera
exclusiva, en el efecto del ICT.* Las citopenias que producen son moderadas y se espera
que se puedan recuperar incluso sin necesidad del injerto de lo PH infundidos. El
acondicionamiento NMA maés frecuente consiste en el uso de irradiacion corporal total a

dosis bajas (TBI*), 2 Gy, en combinacién con fludarabina. >

Los regimenes de IR se encuentran entre los dos anteriores. Este tipo de
acondicionamiento se desarroll6 con el objetivo de disminuir la morbilidad y mortalidad
relacionada con el trasplante y asi poder realizarlo en pacientes de mayor edad. Se basan
en moderar la quimioterapia mielosupresora pero proporcionar suficiente
inmunosupresion para prevenir el rechazo del injerto.* Su capacidad para eliminar las
células tumorales del receptor se basa fundamentalmente en el efecto ICT aloinmune.
Tanto la toxicidad hematologica como sistémica pueden ocurrir con este tipo de
regimenes, pero son menos frecuentes y menos graves que tras el acondicionamiento MA.
No todos los regimenes de IR son equivalentes, existiendo diversos esquemas en funcion
de si se favorecen su funcion inmuno o mielosupresora. Normalmente combinan
fludarabina con dosis intermedias de alquilantes (como el busulfdn, melfalan y tiotepa)

con o sin anticuerpos dirigidos contra las células T. >
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Figura 1. Regimenes de acondicionamiento mas utilizados clasificados segin la

intensidad.
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Adaptado de Deeg y Sandmaier.

Abreviaturas: ARA-C: arabindsido de citosina; ATG: timoglobulina; BEAM: carmustina, etoposido,
citarabina y melfalan; BU: Busulfan; CY: Ciclofosfamida; FLU: Fludarabina; ICT: Injerto contra tumor;
IDA: idarrubicina, TBI” irradiacidon corporal total a altas dosis (8 a 12.3 Gy); TBI*: irradiacién corporal

total a bajas dosis (2 a 4 Gy); MEL: melfalan.

Administracion de PH

Tras 24 o 48 horas de descanso después del acondicionamiento se procede a la
infusion de PH. Se utilizan tres fuentes principales de progenitores hematopoyéticos: MO,
SP (previa movilizacion con factores de crecimiento) y SCU. El inoculo (PH infundidos
al receptor) ademas de estar enriquecido en c€lulas progenitoras, también contiene células
del sistema inmune que son las responsables del anteriormente mencionado efecto ICT
cuando se dirigen contra las células tumorales, pero también pueden dafiar tejido sano del

receptor dando lugar a la indeseada enfermedad injerto contra receptor (EICR).

La elevada tasa de morbimortalidad relacionada con la EICR obliga a realizar un

tratamiento profilactico ajustado al riesgo de EICR de cada paciente y en funcion de las
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caracteristicas del donante y receptor. Este se inicia previo a la infusion de PH y se

mantiene (salvo desarrollo de EICR) durante 6-9 meses.

Fase de aplasia post-TPH

Esta es secundaria a la administracion de altas dosis altas de quimio y radioterapia
en el acondicionamiento. Tiene una duraciéon media de entre 2 y 4 semanas y se resuelve
cuando se produce el injerto. Se considera injerto leucocitario cuando alcanza
> 0.5 x 10%/L neutréfilos durante 3 dias consecutivos e injerto plaquetar cuando alcanza

> 20 x 10°/L plaquetas sin transfusion en los 3 dias previos.

Recuperacion hematologica (Quimerismo)

La dinamica del implante tras el trasplante puede verse influenciada por multiples
factores siendo los mas importantes: edad del paciente y del donante, enfermedad de base,
tratamientos previos recibidos, tipo de PH empleado, cantidad de PH administrados,

manipulacion del inéculo, tipo de acondicionamiento recibido y profilaxis de la EICR.

El quimerismo se define como la coexistencia en un mismo organismo de
poblaciones celulares originarias de dos individuos genéticamente distintos. Para obtener
quimerismo es preciso inducir en el receptor una situaciéon de inmunosupresion que
permita la supervivencia de las células del donante y del receptor. Segln la existencia de
c¢lulas hematopoyéticas del receptor tras el TPH distinguimos quimerismo completo
(todas las células hematopoyéticas proceden del donante) y quimerismo mixto

(coexistencia de células hematopoyéticas del donante y del receptor).

Evolucion a largo plazo

Se llevan a cabo seguimientos periddicos donde se evaluan las complicaciones a
corto-largo plazo (como la EICR, segundos tumores, complicaciones cardiovasculares o
de otros drganos...), la reconstitucion inmune post-TPH y la situacion de la enfermedad

de base.
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1.2. Reconstitucion inmune tras alo-TPH

La reconstitucion de las distintas poblaciones inmunes después del alo-TPH es un
proceso dinamico que ocurre en distintos periodos de tiempo (Tabla 1 y Figura 2).
Comienza con la recuperacion de la inmunidad innata en las primeras semanas, seguido
del sistema inmune adaptativo cuya recuperacion puede tardar hasta dos o mas afios.’
Tras el tratamiento de acondicionamiento, los receptores atraviesan una fase de aplasia
hasta la recuperacion de los neutréfilos cuya duracion varia segun el tipo de alo-TPH
siendo, de media, de unos 14 dias tras el alo-TPH de SP, 21 dias tras el de MO y 30 dias
tras el alo-TPH de SCU. ¥!1° Esto se debe a que la cantidad total de células nucleadas
(CNT) y de células CD34+ que contiene el indculo son factores clave en la velocidad del
injerto. Ademas, estudios recientes han demostrado que, en los pacientes que recibian un
alo-TPH de SP con acondicionamiento de IR, una cantidad elevada de CNT se asociaban
con una mejora en la supervivencia global (SG), una menor tasa de recaidas y una
incidencia aumentada de enfermedad injerto contra receptor (EICR).!! Estos resultados
son controvertidos ya que una mayor incidencia de EICR se ha relacionado con una menor
SG y los estudios con CMN son escasos. Por otro lado, se ha comunicado en el contexto
del alo-TPH con acondicionamiento MA y de IR, que los pacientes que reciben una mayor
cantidad de CD34+ en el inoculo procedente de la movilizacion de sangre periférica
tenian un injerto plaquetario mas rapido, pero una menor SG (probablemente relacionada
con el incremento en la mortalidad relacionada con la EICR) y un incremento en la tasa
de recaidas. En los pacientes que recibieron progenitores de MO un mayor numero de

CNT y CD34+ se relaciond con un injerto de neutrofilos mas rapido.'?

44



Universidad de Murcia Julia Mufioz Ballester

Tabla 1. Reconstitucion inmune tras alo-TPH.

Células Inmunes Recuperacion tras alo-TPH

Neutréfilos > 0.5 x 10°/L | = 14 dias para PHSP
~ 21 dias para MO

~ 30 dias para SCU
Células NK 30-100 dias
Células T 100 dias
Células B CD19+ 1-2 afios

Adaptado de Ogonek et al., 8

Abreviaturas: alo-TPH: trasplante alogénico,NK: natural killer, MO: médula 6sea,
PHSP: progenitores hematopoyéticos de sangre periférica, SCU: sangre de cordon

umbilical.
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Figura 2. Tiempos de la resconstitucion inmune tras Alo-TPH.
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Tiempo después del trasplante

Adaptado de Mehta et al.,”’

Abreviaturas: CPA: célula presentadora de antigeno, NK: natural killer.

Al producirse la reconstitucion del sistema inmunoldgico en diferentes tiempos, el
receptor sera mas susceptible a determinados patogenos segin en el periodo pos-

trasplante.

La fase previa al injerto se caracteriza por una inmunosupresion general con alta
susceptibilidad a infecciones bacterianas y fungicas que son normalmente bien

controladas con la medicacion administrada bien como profilaxis o como tratamiento. '3

Los primeros 100 dias tras el alo-TPH (fase de injerto) destaca la inmunodeficiencia
celular debida a un nimero reducido de linfocitos natural killer (NK) dentro del sistema
inmune innato y de linfocitos T por parte del sistema inmune adaptativo. Esta situacion
hace que los pacientes tengan un mayor riesgo de padecer infecciones fungicas y
reactivaciones viricas, sobre todo de Citomegalovirus (CMV) y virus de Epstein-Barr

(VEB).®
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A partir del dia +100 (Fase post-injerto) se caracteriza por una alta prevalencia de
infecciones o reactivaciones por el virus de la varicela zoster (VVZ) y la reconstitucion
progresiva de linfocitos B y T, que pueden alcanzar niveles normales a partir de los 6-9

meses post-TPH, aunque puede prolongarse hasta 1-2 afios.

Durante el primer afio tras el trasplante el compartimento de células T no alcanza
cifras normales y estd compuesto de un nimero mayor de células CD8+ y células T
inmaduras comparado con el de individuos sanos. La recuperacion del compartimento de

células T se produce mediante dos mecanismos:'*

- Via independiente del timo: a través de la expansion en sangre periférica de
células T de memoria del donante infundidas con el inoculo y de células T de
memoria del propio receptor que sobreviven al acondicionamiento, promovida
tanto por diversas citoquinas como por diversos antigenos alogénicos presentes

en el receptor.

- Via dependiente del timo: a través de la produccion de células T inmaduras en el

timo del receptor a partir de precursores hematopoyéticos del donante.

La expansion periférica de células T maduras del donante a través de la via
independiente del timo tiene lugar de manera temprana tras el trasplante. Es la
consecuencia de mecanismos homeostaticos que son capaces de controlar las
proporciones de este compartimento de células T maduras. En el individuo normal, el
compartimento de células T de memoria depende de citoquinas como la interleuquina 7
(IL-7) o la interleuquina 15 (IL-15) que determinan su maduracion, proliferacion y
supervivencia. Esto se realiza de una manera competitiva, por lo que cuando una célula
T entra en contacto con un antigeno su activacion incrementa su competitividad,
aumentando su avidez por las citoquinas homeostaticas y reemplazando de esa manera a
las células T menos competitivas. Tras el alo-TPH, en la fase temprana, la IL-7 y la IL-
15 son producidas con normalidad pero apenas se consumen debido al estado linfopénico
del receptor, Esto da lugar a niveles altos de estas dos citoquinas.'> En este contexto, las
pocas células T presentes tras el trasplante desarrollan una expansion intensa hasta llegar
a los rangos normales de células T de memoria en individuos normales. Esta via de
reconstitucion inmune explica diversas observaciones como, por ejemplo, el elevado

porcentaje de células que entran en ciclo celular y el rapido acortamiento de los telomeros
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de las células T en los primeros meses tras el trasplante.'® Aunque afecta principalmente
a las células de memoria T, las células naive o inmaduras también pueden verse afectadas

por esta expansion independiente del timo.!”

Los linfocitos T CD4+ alcanzan valores normales de manera mas tardia que los
linfocitos T CD8+. Mientras que estos ultimos se recuperan dentro de los primeros 6
meses, los linfocitos CD4+ lo hacen mas alla del afo del procedimiento debido a que son
mas dependientes de la generacion de CD4+ inmaduros en el timo. Esto explica la

inversion en la ratio CD4+/CD8+ observada tras alo-TPH.'®

En comparacion con las poblaciones T del indculo, la expansion homeostatica
periférica induce cambios significativos en la distribucion de las poblaciones linfocitarias
durante el periodo temprano post-TPH. De hecho, aunque esta expansion periférica
homeostatica no es estrictamente un fenémeno inducido por antigenos, las células que
reconocen antigenos presentes en el huésped en el momento del trasplante pueden
adquirir una ventaja proliferativa frente a otros clones de células T. Es por ello que se
produce un crecimiento de un nimero limitado de clones de linfocitos T mientras otras
células especificas se pierden, lo que conduce a un repertorio global mucho mas

restringido que el del donante.

Varias semanas/meses tras el alo-TPH, un segunda “ola” de células T aparece
originada de novo a partir de la timopoyesis. En pacientes jovenes sometidos a alo-TPH
mieloablativo esta generacion de novo de células T inmaduras a través del timo comienza
a desarrollar un papel en la inmunidad del huésped a partir del dia +100, aunque la

restauracion completa de este pool de células T inmaduras puede llevar de uno a dos afios.

Una técnica muy util para evaluar el funcionamiento del timo es la cuantificacion
de los fragmentos de excision de ADN circular asociados al receptor de las células T
(TRECs). Los TRECs consisten en fragmentos de ADN que contienen el /ocus o que se
elimina durante la recombinacién del TCR en los linfocitos T aff en el timo. Ya que se
trata de ADN episomal, los TRECs no se replican durante la division celular asi que su
numero refleja de manera exacta la produccion de linfocitos T por el timo y recientemente
se han propuesto como marcadores indirectos de los linfocitos T inmaduros CD4+ y
CD45RA+ derivados del timo.!” Los niveles de TRECs se mantienen bajos hasta

aproximadamente 3-6 meses tras el alo-TPH.!'*
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La produccion dependiente del timo depende en ultima instancia de que se generen
suficientes precursores linfoides que injerten y se desarrollen en un microambiente timico
optimo. Este microambiente puede verse comprometido en aquellos pacientes en los que
)20

el timo esté involucionado (por ejemplo, paciente de edad avanzada)~ o esté dafiado por

la enfermedad injerto contra receptor.?!

Por otro lado, un subgrupo especial de células CD4+ son las llamadas células T
reguladoras (Tregs), que podrian tener un papel importante en el prondstico tras alo-
TPH." Los Tregs suprimen la actividad de las células efectoras T disminuyendo su
actividad proinflamatoria y promoviendo la homeostasis inmune.?? Diversos modelos
experimentales, tanto clinicos como preclinicos, han mostrado que la reconstitucion de
los linfocitos Tregs desempeiia un papel crucial en la atenuacion de la EICR mientras se

preserva el efecto de ICT.?**

Existen, ademas, varias moléculas que son necesarias para la supervivencia de las
poblaciones T en sangre periférica, incluyendo citoquinas (como la IL-7) y moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Los linfocitos T inmaduros CD4+ y
CD8+ derivados del timo dependen para su supervivencia y expansion de la IL-7.% Por
otro lado, las células T de memoria CD8+CD27+ basan su expansion y supervivencia en
la sefializacion tanto de la IL-7 como de la IL-15.26 Las células T inmaduras parecen
depender de manera mas sensible que las de memoria de ser reconocidas por complejos
péptido-CMH.?” Sin embargo, aunque las células T de memoria no comparten esta
dependencia, se observo que la falta de ligandos CMH puede afectar su funcion.?®
Basandose en estas observaciones, las células dendriticas emergen como candidatos clave
en la regulacion de esta expansion periférica homeostatica de las células CD4+, tanto por
presentar moléculas clase II del CMH como por ser productoras de IL-7. En relacion a
esto, Guimond y col. demostraron que la produccion de IL-7 por las células dendriticas
derivadas de la médula 6sea desencadenaban una expansion homeostatica de linfocitos T

CD4+ en el contexto de linfopenias profundas. %

En pacientes de edad avanzada la disminuciéon en el nimero de células T CD4+
inmaduras se ha relacionado con un mayor riesgo de sufrir infecciones oportunistas y con
un incremento del riesgo de recaida de la enfermedad de base.’’! Ademas, varios
estudios han comunicado como el desarrollo de EICR agrava esa disminucion de células

T CD4+ inmaduras.?%33
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La reconstitucion inmune de los linfocitos B presenta marcadas diferencias con la
de las células T. Las células B se mantienen en recuentos bajos durante los primeros
meses, no alcanzando cifras normales hasta mas alla del primer afio tras el alo-TPH. La
normalizacién cuantitativa del compartimento B se ve retrasado en caso de EICR y/o de
su tratamiento.** Durante los dos primeros afios tras el trasplante, la mayoria de los
linfocitos B del donante se mantienen inmaduros, produciendo de manera predominante
IgM antes que IgG o IgA y sin la presencia de mutaciones somaticas de los genes de la
region VDJ.% Posteriormente, se recuperan progresivamente los titulos de IgG e IgA
entre el primer y segundo afio post alo-TPH. De manera general, la reconstitucion de
linfocitos B tras alo-TPH reproduce de manera fiel las fases de la ontogenia B que ocurre
en los nifos, pero a una velocidad mucho menor, debido a la falta de linfocitos T CD4+
que los linfocitos B requieren para lograr el cambio de isotipo. Ya que las células
plasmaticas presentan una elevada resistencia al efecto de la radioterapia y quimioterapia
y, ademas, son las células mas longevas del sistema inmune, se pueden detectar

inmunoglobulinas originadas por células del receptor incluso afios después del alo-TPH.

Las células NK suelen normalizarse tras dos meses desde el alo-TPH. El fenotipo
de estas células NK que se desarrollan en el receptor es diferente del que encontramos en
individuos normales, con una mayor representacion de la fraccion CD56”€"CD16"¢,36
Estas células CD56"%"CD16"¢ producen mayor cantidad de interferon gamma (INFy) y
son menos citotoxicas que la fraccion mayoritaria de células NK CD56"CDI16".
Recientemente se ha demostrado que la IL-15 también juega un papel importante en la

maduracion de las células NK tras alo-TPH.?’

1.3. Expansiones persistentes de linfocitos T citotoxicos tras alo-TPH

Las expansiones persistentes de linfocitos grandes granulares (LGG) en receptores
de trasplante alogénico han sido descritas como de naturaleza policlonal, reactiva y
autolimitada, pasando por linfocitosis oligo 0 monoclonales indolentes desde el punto de

vista clinico, hasta verdaderas leucemias LGG.3%3%:40:41
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1.3.1 Incidencia

La mayoria de los estudios comunican una incidencia de expansiones de linfocitos
LGG tras trasplante de progenitores hematopoyéticos entre un 0.5 y un 18.4% de los
pacientes, como muestra la Tabla 2. En el contexto de trasplante de 6rgano sdélido, la
incidencia de expansiones LGG descritas suele ser mayor, llegando a comunicarse en 18
de 33 pacientes en el trabajo de Sabnani et al.,. * En los diferentes estudios el intervalo
de tiempo entre el trasplante y la aparicion de la linfocitosis es muy heterogéneo,
oscilando entre 1 y 61 meses. De la misma manera, los recuentos de LGG expandidos de

manera anémala se han descrito desde 0.6 hasta 11.5 x 10 °/Litro (tabla 2).

Tabla 2. Resumen de los articulos sobre linfocitosis de LGG tras trasplante.

Mediana Mediana
Ratiode | Tipode | d¢Sdecl del
N° Género | Mediana de | Tipo de . ., . | trasplante ,
Pacientes | (M:F) | edad (afios) | Trasplante LGG linfocitosis hasta la numero
’ (pacientes) LGG . .. . | deLGG
linfocitosis (10°/L)
de LGG
T-LGG 295 dias 2.3 (rango
201 3:3 54 (28-60) TPH 3% (6) Linfocitosis | (75-450) 2.0-4.1)
LGG 312 dias 1.6 (rango
418 39:38 47 (19-68) TPH 18.4 % (77) | linfocitosis | (26-1840) | 0.6-2.7)
16 meses
T-LGG (3-58 2.1 (rango
215 77 38.5(25-64) | TPH 7% (14) linfocitosis | meses) 1.3-11.5)
1 mes
Leucemia (rango 1-8 | 2.7 (rango
1675 4:3 50 (29-81) TPH 0.5% (8) T-LGG meses) 1.6-4.7)
Leucemia | No 3.0 (rango
154 11:3 48.5 (35-66) | TPH 9.1% (14) | T-LGG reportado 1.6-6.0)

Adaptado de Qiu Z-Y et al., ¥

Abreviaturas: F: femenino, LGG: Linfocitos grandes granulares, M: masculino.

1.3.2 Etiopatogenia de las expansiones persistentes de linfocitos T citotoxicos

tras alo-TPH

La causa final de esta expansion de linfocitos no estd completamente aclarada.
Existe controversia en cuanto a si representa una verdadera neoplasia secundaria o
simplemente una reaccion fisioldégica mantenida. Tampoco se conoce cual es el factor

desencadenante de la aparicion de esta expansion persistente de linfocitos, se contemplan
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variables como, una estimulacion antigénica cronica debida a infeccion virica, a la EICR,
y/o a la disminucion de la vigilancia inmune secundaria a los tratamientos
inmunosupresores.**** Otros autores proponen un mecanismo en dos fases, con una
proliferacion inicialmente policlonal, que posteriormente se convierte en monoclonal

debido a eventos secundarios como, por ejemplo, la reactivaciéon de CMV.#

Infecciones viricas:

Algunos virus como el CMV se han asociado con expansiones de LGG. Mohty et
al., describieron como, en el momento exacto de la infeccion por CMV, no existian
células linfoides anormales en las extensiones de sangre periférica; siendo la mediana de
tiempo entre la infeccion por CMV vy la deteccion del expansion de LGG de 336 dias
(rango 66-399 dias).** Sin embargo, en el momento del diagnostico de la linfocitosis
LGG, ninglin paciente presentaba una infeccion por CMV concurrente.*® A pesar de que
en este estudio el tiempo descrito entre la reactivacion del CMV y el desarrollo de la
expansion es, en ocasiones, bastante largo, los propios autores postulan la posibilidad de
que expansiones latentes se originaran con la reactivacion de CMV y que solo
posteriormente se hicieron cuantitativamente detectables. La seropositividad para CMV
IgG era mayor en pacientes con presencia de expansion LGG que en aquellos que no la
presentaron tras el alo-TPH de progenitores hematopoyéticos.*® En otro estudio reciente,
9 de 14 pacientes con expansion LGG (64%) habian presentado previamente una
reactivacion de CMV frente a 43 de 201 pacientes (24%) entre los que no generaron dicha
expansion.?’ En relacion con otros virus, el hecho de que no se haya detectado ADN del
VEB en muestras de pacientes diagnosticados de leucemia de LGG tras alo-TPH, junto a
que las células T no expresan de manera habitual el receptor CD21 frente al VEB sugieren
que este microorganismo no tenga un papel predominante en el desarrollo de estas
expansiones tras alo-TPH.***° Sabnani et al., comunicaron la negatividad de los test de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) frente al Virus linfotropico humano de células
T tipo 1 (HTLV-1) en pacientes que presentaban LGG-T tras trasplante de organos

solidos.*
Alo-antigenos del inoculo

En los receptores de trasplante, los virus no son la tnica fuente de estimulacion

antigénica constante; sino que ésta puede inducirse por las células del inoculo. Los
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antigenos ajenos procedentes del indculo del donante pueden servir como
desencadenantes de la expansion LGG. Sin embargo, este mecanismo patogénico
encuentra un argumento robusto en contra en las series descritas de expansion de LGG

tras trasplante autélogo de PH donde los antigenos ajenos no estan presentes. %1253

Enfermedad Injerto Contra receptor (EICR)

La relacion entre la expansion de LGG y la EICR esta debatida. Kim et al,
mostraron una asociacion estadisticamente significativa entre aquellos paciente que
presentaban una linfocitosis LGG y el desarrollo de EICR croénica.* En otro estudio, esa
relacion se alcanzo en aquellos pacientes que habian desarrollado EICR aguda.*’ Sin

embargo, otros estudios no han encontrado este tipo de asociaciones.’!
Terapia inmunosupresora

Un efecto no deseado de la inmunosupresion es la pérdida de los mecanismos

innatos de defensa que previenen el desarrollo de enfermedades linfoproliferativas.>

Mohty et al., en uno de sus estudios mostraron que la linfocitosis LGG era mas
frecuente en pacientes que habian recibido un régimen de acondicionamiento de
intensidad reducida (4 de 49 pacientes) frente a aquellos que recibian un régimen
tradicional mieloablativo (2 de 152).3® Los autores proponen dos explicaciones a este
fenomeno. Por un lado, un acondicionamiento de intensidad reducida podria conducir a
un equilibrio inmune que favorezca la aparicion de linfocitos citotoxicos. Por otro lado,
este tipo de regimenes permite el injerto con una menor toxicidad relacionada con el

procedimiento, pero este contexto se asocia con una tasa mayor de infecciones virica.>

Expansiones de clones T LGG procedentes del donante.

Se ha descrito, de manera esporadica, la transmision de células tumorales del
donante al receptor tras el trasplante de 6rgano sélido.’® La primera descripcion de una
leucemia LGG derivada de células del donante tras un alo-TPH de MO fue descrito en
2003 en un paciente con leucemia mieloide crénica, en el que analisis de quimerismo en
ADN demostrd que los LGG expandidos tenian su origen en las célula del donante de
médula 6sea.”’” Muy recientemente, se ha descrito el caso de un nifio con 16 afios con

linfoma T periférico que desarroll6 una leucemia de LGG en las células del donante tras
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alo-TPH. Este nifio se presentd clinicamente con una neutropenia persistente y

esplenomegalia, nueve meses tras el trasplante, con un quimerismo completo en SP.

1.4. Mutaciones en STAT3 y STAT5b en la patogénesis de la leucemia de
linfocitos grandes granulares.

El diagnéstico de la leucemia de LGG sigue siendo un reto clinico debido a diversas
causas: 1) su relativa baja incidencia; 2) la posibilidad de que exista una poblacion
andmala con cifras de linfocitos normales; 3) la similitud citolégica entre LGG
neoplésicos y reactivos y, 4) la citopenia asociada a la leucemia de LGG puede ser
atribuible a multiples causas. Esto explica que, historicamente, esta enfermedad se ha

considerado infradiagnosticada.

La leucemia de linfocitos grandes granulares (LLGG) es una enfermedad cronica,
bien de linfocitos T CD3+ citotdxicos de fenotipo maduro o bien de células NK CD3-
que infiltran la sangre y la médula 6sea.” La edad mediana al diagndstico es de 60 afios,
y la prevalencia estimada representa un 2-5% de las enfermedades linfoproliferativas
cronicas en un estudio realizado en Estados Unidos.®® El diagndstico, de acuerdo con la
clasificacion de 2008 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se basa en la
presencia de linfocitos grandes granulares en sangre periférica (>0.5 x 10°/L) y, en el
caso de la LLGG-T, la presencia de un reordenamiento clonal del receptor de la célula T
(TCR).%! La revision de 2016 de la OMS no ha introducido cambios relevantes en el
diagnostico de esta entidad y se mantiene la division, segun la estipe de origen de la célula
leucémica, en leucemia de linfocitos grandes granulares T y la enfermedad con
linfoproliferacion crénica de células NK.%2 La presencia de rasgos clinicos y
hematoldgicos caracteristicos como la anemia, neutropenia, y la asociacion con trastornos

autoinmunes (la mas frecuente, con la artritis reumatoide) sirven de apoyo al diagnostico.

Como hemos comentado, las células de la LLGG-T muestran un fenotipo efector
maduro de memoria. En condiciones normales, las células en este estadio acaban entrando
en apoptosis programada mediante inducciéon de la muerte celular programada.®® La
hipotesis predominante contempla que, tras la expansion de LGG derivada de la respuesta
inmune provocada por un antigeno, la regulacion aberrante en una serie de vias de
sefalizacion hace que esa poblacion clonal activada persista, y resista las sefiales

apoptoticas mediadas por FAS.®*%7 Una de las proteinas claves implicadas en este

54



Universidad de Murcia Julia Mufioz Ballester

proceso es la traductora de sefial y activadora de la transcripcion 3, conocida por sus siglas
en inglés como STAT3. Se ha comprobado como los LGG leucémicos expresan de
manera constitutiva STAT3 fosforilada (forma activa), mientras que la inhibicién de
STAT3 desencadenaba su apoptosis.®* La base molecular que explica estas alteraciones
se encontrd recientemente, al identificarse la presencia recurrente de mutaciones
adquiridas, con ganancia de funcién, en el gen STAT3 en el 40 al 70% de las LLGG-T y
en el 30% de las LLGG de estirpe NK.®*% Ademas, en una proporcién menor de
pacientes, el gen STAT5b puede presentar mutaciones adquiridas con similares

consecuencias patogénicas.’’

1.4.1. Las vias de senializacion de STAT3 y STAT5b

Tanto STAT3 como STATS5h se encuentran en el cromosoma 17, en regiones
cercanas del brazo largo. Las proteinas que codifican son factores de la transcripcion,
localizandose en el citoplasma celular como monomeros latentes. La estructura de ambas
proteinas es muy parecida y se compone de 5 dominios (Figura 3): hélice superenrollada,
de union a ADN, de enlace, con homologia en el producto del oncogén src (SH2) y el de
activacion de la transcripcion (TAD).”! STAT3 se puede encontrar como dos isoformas:
STATS3 alfa y una forma truncada, STAT3 beta, que carece del dominio TAD y que parece
gjercer un efecto dominante negativo, ademas de otras funciones propias.”? STATS5b no
posee distintas isoformas, pero comparte mas de un 90% de homologia de secuencia a

nivel proteico con STAT5a.”

Los activadores mas importantes que ambas proteinas STAT tienen aguas arriba
son diferentes citoquinas, factores de crecimiento y tirosin-quinasas citoplasmaticas.’* En
una secuencia tipica de la cascada de activacion, tras el estimulo de los receptores de
citoquinas, las kinasas Janus fosforilan un residuo tnico de tirosina (Tyr705 en STAT3
o Tyr699 en STATS5b), desencadenando un cambio conformacional requerido para la
dimerizacion de la proteina a través de la interaccion reciproca entre el dominio SH2 y el
residuo tirosina fosforilado. Los dimeros fosforilados se desplazan al ntcleo, uniéndose
a los motivos de consenso en el ADN, provocando la activacion de una serie de vias aguas
abajo implicadas en la apoptosis, ciclo celular, proliferacion, transformacion celular e
inflamacion.”>’® Se ha sugerido que la fosforilacion del residuo Ser727 de STAT3 podria

afectar la actividad transcripcional de la forma dimerizada de la proteina, modulacion que
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dependeria del contexto celular.”” Las vias de activacion aguas abajo son especificas del
tipo celular y, aunque los reguladores aguas arriba de STAT3 y STAT5b son distintos, si
nos basamos en los datos procedentes de un experimento de ChIPSeq, el 90% de los sitios
de union de STATS estan co-ocupados por STAT3 en los linfocitos T.”® La activacion de
STAT3 y STATS5b es reversible a través de la accion de una fosfatasa, la supresora de
sefalizacion de citoquinas (SOCS), y de diversas familias de proteinas inhibidoras de

STAT (PIAS).”

1.4.2. STAT3 en linfocitos, cancer y autoinmunidad

STAT3 es esencial para el desarrollo, como demuestra que la ausencia absoluta de STAT3
provoca letalidad temprana durante el periodo embrionario en modelo murino.®® Por otro lado,
el bloqueo dirigido de la funcion de STAT3 en los linfocitos T da lugar a alteraciones en la
supervivencia celular mediada por interleuquina 6 (IL-6) y a una respuesta proliferativa
reducida al estimular con interleuquina 2 (IL-2).2'#> En humanos, las mutaciones germinales
heterocigotas en los dominios SH2 y de unién al ADN de STAT3 se han descrito en pacientes
con sindrome de hiper-IgE. Esta condicion, también llamada sindrome de Job, se caracteriza
por presentar infecciones recurrentes por estafilococos, eczema, neumonias cavitadas y niveles
elevados de IgE en suero. La hipotesis mds establecida considera que esas mutaciones
heterocigotas heredadas afectan la funcion de STAT3 siguiendo un patron dominante-negativo:
se ha visto como las cé¢lulas mononucleadas extraidas de pacientes con sindrome de hiper IgE
responden de manera deficiente a la estimulacion con IL-6, y que la co-expresion de la proteina
STAT3 mutada con la silvestre en diferentes lineas celulares da lugar a una unién al ADN y

capacidad transcripcional aberrantes.’*34

Las tirosin-quinasas suelen estar activadas al alza en cancer debido a alteraciones
genéticas y/o epigenéticas y la activacion de STAT3 se ha descrito en numerosas neoplasias
como un mecanismo secundario, provocado fundamentalmente por una activacion autonoma
de de la IL-6 y la kinasa src. Los efectos de la activacion constitutiva de STAT3 depende del
tipo celular y de las proteinas sobre las que se ejerce: la activacion de STAT3 aumenta la
transcripcion de proteinas anti-apoptdticas como BCL-XL y MCLI, previene que el ciclo
celular se detenga por accion de MYC y regula a la baja la transcripcion de TP53.% La
activacion aberrante de STAT3 ha sido descrita en tumores de cabeza y cuello, en mieloma

multiple, en cancer de mama y en numerosas neoplasias hematoldgicas.®¢*° Sin embargo, y a
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pesar del uso de secuenciacion de alto rendimiento con cobertura de todo el genoma en grandes
series de pacientes, en ninguna de estas patologias se habian encontrado mutaciones adquiridas

en STATS3 hasta 2012.71-92

Bromber et al., establecieron el potencial oncogénico de STAT3. Crearon una molécula,
STAT3C, que dimerizaba (y por tanto se activaba) de manera espontdnea. Esta proteina
quimérica era capaz de transformar los fibroblastos independientemente de su estado de

fosforilacion, lo que provocaba que dieran lugar a tumores en el modelo murino.”?

Ademas de en neoplasias, la activacion persistente y andmala de STAT3 también ha sido
descrita en numerosas enfermedades inflamatorias cronicas y autoinmunes. STAT3 es necesaria
para una correcta respuesta inmune mediada por linfocitos T Th-17, y la funcion aberrante de

esta via ha sido descrita en artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple y enfermedad de

Crohn.?+ %8

1.4.3. Mutaciones somdticas en STAT3 en LLGG y otras neoplasias

Los linfocitos de la LLGG expresan de manera constitutiva la forma activa de
STAT3 vy, en ellos, la inhibicion de STAT3 lleva a un descenso de la expresion de MCL-
1 y a la recuperacion de la sensibilidad a la sefial pro-apoptotica mediada por FAS.%* La
causa principal de esta activacion persistente anomala se descubrié en 2012, cuando se
encontraron mutaciones adquiridas en STAT3 en cerca del 70% de las LLGG-T y del 30%
al 40% de las LLGG-NK.%36%9%:190 T a5 mutaciones maés frecuentes fueron Y640F y una
serie de diversas mutaciones missense en el codon D661. A destacar, el hecho de que los
porcentajes de pacientes con mutaciones en STA73 fue muy variado entre los distintos
estudios, sobre todo en el contexto de la LLGG-T. En uno de los estudios, las mutaciones
fueron mas frecuentes en aquellos pacientes que mostraban una expansion marcada de un
solo clon LGL.%° Algunos de los pacientes incluidos en esos estudios presentaban varias
expansiones clonales de tamafo pequefio, lo que quizés podria explicar esa relativa
discrepancia en la frecuencia de pacientes mutados en las distintas cohortes, al no alcanzar
las poblaciones mutadas el tamafio necesario para la sensibilidad de la técnicas de

secuenciacion Sanger utilizadas, de un 20% aproximadamente.

Las mutaciones detectadas en la LLGG se localizan en los exones 20 y 21 del

dominio SH2 de STAT3, y son distintas de las mutaciones con pérdida de funcion descritas
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en el sindrome de hiper-IgE. Tomando como base estudios funcionales, en las LLGG
STAT3 esté fosforilada de manera espontanea y persistente, lo que confiere a estas células
un grado de transcripcion génica mayor comparadas con aquellas sin mutacion.58:6%10!
Los efectos de la mutacion Y640F han podido ser estudiados en un modelo murino: su
expresion forzada condujo al desarrollo de neoplasias mieloproliferativas en un modelo

de xenotransplante, sin que se observaran alteraciones en los compartimentos T o NK.!*

Figura 3. Dominios de STAT3 y STATS5b y localizacion de las principales mutaciones

adquiridas.
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Adaptado de Rajala et al.,'®

También se han encontrado mutaciones adquiridas en la via de STAT3-1L-6 en los
adenomas inflamatorios hepatocelulares: un 60% de estos tumores presentan mutaciones
activadoras en la IL-6, y el 12% de los casos que no tienen mutaciones en IL-6, presentan
una mutacion en STAT3.!% De las alteraciones descritas, hay dos tipos que se presentan
con el mismo cambio aminoacidico que las descritas en LLGG (K658Y y Y640F). En
otros tipos de neoplasia también se han descrito este tipo de mutaciones adquiridas, pero
de manera mucho menos comun. Asi, la secuenciacion de linfomas anaplasicos de célula
grande ALK-negativos y de linfomas T periféricos CD30+ encontré mutaciones en

STAT3 en 2 de 18 y 2 de 8 casos, respectivamente.!”’ En otro estudio, la frecuencia de
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mutaciones en STAT3 fue de 2 de 79 (2,5%) casos en linfoma difuso de célula grande B

y 4 de 258 casos (2%) en una serie de diversos tipos de linfomas T.!%%-105

1.4.4. STAT3 como diana terapéutica en LLGG

Los pacientes con LLGG se tratan en la actualidad con agentes inmunosupresores
linfotoxicos como el metotrexato (MTX), ciclosporina (CyA) o ciclofosfamida (CY).
Aunque la enfermedad es indolente, la mayoria de los pacientes necesitara tratamiento en
algin momento del curso evolutivo debido a anemia, neutropenia o manifestaciones
autoinmunes. La tasa de respuesta global para el MTX, que ha sido usado como primera
linea por la mayoria de los centros, es de aproximadamente un 50% en series
retrospectivas de pacientes, siendo frecuentes las recaidas si se interrumpe el

tratamiento.%°

STAT3 es una diana terapéutica potencial no s6lo en cancer, sino también en
enfermedades autoinmunes. Inhibidores especificos de STAT3, con capacidad para unirse
al dominio SH2 han mostrado resultados prometedores en estudios preclinicos. Un
compuesto oral, BP-1-102, mostr6 ser capaz de inhibir el crecimiento de células
tumorales de cancer de mama y pulmon en cultivos celulares y modelos de xenotrasplante
murino, al bloquear la fosforilacion, impidiendo la dimerizacion de la proteina.!°® Otro
inhibidor, OPB-3122, fue capaz de reducir el crecimiento del tumor en lineas celulares de
leucemia aguda sin afectar el desarrollo de la hematopoyesis normal.'” También se han
propuesto otras estrategias para inhibir STAT3, basadas en el uso de oligonucleotidos
“sefiuelo”, que tienen como diana el dominio de uniéon a ADN y bloquean el paso de la

proteina STAT3 al nticleo.!®

1.5. Proceso de aféresis de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica.

1.5.1. Obtencion y Procesamiento de progenitores hematopoyéticos.

El TPH constituye, hoy en dia, una terapéutica establecida para gran variedad de

enfermedades que afectan al sistema hematopoyético, ya sean congénitas o adquiridas.
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Los progenitores hematopoyéticos de sangre periférica (PHSP) han reemplazado a los de
MO, siendo en la actualidad la principal fuente de estas células. Esto se debe a varias
ventajas: recoleccion sin anestesia general, eliminacion de las multiples aspiraciones

109,110

oseas de médula dsea, asi como una recuperacion hematoldgica e inmunologica mas

rapida en el receptor,!'!!-!13

con escaso impacto en la recaida y la supervivencia global.
Ademéds, la incidencia de complicaciones (céncer, enfermedades autoinmunes, y

trombosis) es similar tras donaciones de MO y de SP.!*

En condiciones normales existe un escaso numero de estos progenitores circulando
en SP, constituyendo solo el 0,05 % de los leucocitos. Por ello, el objetivo de la
movilizacion es lograr la proliferacion y liberacion de los PH desde el compartimento
medular hacia la SP. Dicho proceso puede lograrse a través de la administracién de
diversas citocinas o factores de crecimiento hemopoyético (G-CSF, GM-CSF, SCF, G-
CSF pegilado, ADM1300 y otros) solos o en combinacién con quimioterapia,
aprovechando en este Giltimo caso la fase de recuperacién tras la mielosupresion.!'> El
régimen de movilizacion elegido debe ser determinado por la enfermedad de base y el

tipo de donante.

Las células madre se identifican en la circulacion mediante la determinacion del
marcador celular de superficie CD34, usando la citometria de flujo (CMF). La dosis
optima a infundir no esta claramente establecida y varios factores pueden determinarla:
el tipo de trasplante, la manipulacion posterior de esos progenitores que puede
condicionar una pérdida importante de los mismos, e incluso el tipo de

acondicionamiento.

1.5.2. Cuantificacion y numero optimo de progenitores.

El nimero de PH infundidos es un importante predictor del éxito de un trasplante.
Es posible estimar la dosis de éstos con diferentes procedimientos, con diferencias
evidentes en cuanto a complejidad, rapidez, disponibilidad, reproducibilidad y coste. Sin
embargo, el factor fundamental para decidir cudl es la técnica mas adecuada ha de ser su

eficacia a la hora de predecir la precocidad del injerto hematopoyético.

Los estudios iniciales acerca del potencial hematopoyético de las células infundidas

se basaban en la capacidad funcional de éstas, mediante experimentos tediosos de cultivos
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celulares in vitro y de transferencia in vivo. En 1985, se consigui6é un avance mayor con
el descubrimiento de un anticuerpo monoclonal, CD34. CD34 es una glicoproteina con
dominios extracelulares e intracitoplasmaticos que se expresan en células progenitoras
hematopoyéticas, de manera que permite identificarlas y por tanto cuantificarlas de forma
rapida mediante CMF. Sin embargo, esta es una medida grosera de las células madre
hematopoyéticas, ya que solo 1 de cada 1000 células CD34+ serd una verdadera célula
stem. Aproximadamente, el 0,1% de las células mononucleadas (CMN) de SP y entre el

1% y el 4% de las de MO expresan el antigeno CD34.

Esta demostrado que la cantidad de células CD34+ infundidas se correlaciona de
forma positiva con la cinética del injerto, tanto a corto como a largo plazo, pero una dosis
insuficiente puede producir un fallo de injerto, por lo que es de vital importancia para el

éxito de un trasplante establecer un umbral de células CD34+ recolectadas.

La experiencia con trasplantes autdlogos y alogénicos ha mostrado éxito en el
injerto y reconstitucion inmune a largo plazo con un minimo de 2x10%kg y 4x10%/Kg de
células CD34+, respectivamente.'>!!® En el trasplante alogénico, con acondicionamiento
MA, sobre todo en el caso del trasplante HLA no idéntico o de donante no emparentado,
dosis bajas de cé¢lulas CD34+ se asocian al riesgo de fallo de injerto, resultando en una
menor supervivencia en casos de infusion < 2.7 x 10° células CD34+/Kg.!!” Sin embargo,
dosis elevadas (> 8x 10° células CD34+/kg) también se han relacionado con una menor

supervivencia, sobre todo en relacion con un mayor riesgo de EICR. !!18-12!

1.5.3. Movilizacion y aféresis de PH

En condiciones normales existe un escaso numero de PH en sangre periférica, por
ello es preciso llevar a cabo la movilizacion de éstos desde la médula 6sea. Esto lo
conseguimos con la ayuda de citoquinas como son los factores estimulantes de colonias.
A pesar de existir diversos tipos, el mas utilizado, por su eficacia y buena tolerancia, es

el factor de crecimiento de colonias granulociticas (G-CSF).

Los elementos que afecta a la movilizacioén del donante son: a) la edad del donante
(cuanto mayor edad peor movilizacion),!?*!?? b) pauta de movilizacion de los factores de

crecimiento (son preferibles dos administraciones frente a una sola al dia),!**!?° ¢) sexo
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del donante (varon, mejor colecta), d) niveles basales de CNT (mayores niveles, mejor)

y e) el tipo de G-CSF empleado (mejor lenograstin).'2°

La movilizacion de donantes sanos se lleva a cabo con G-CSF a dosis de 5 a 15
mcg/Kg/dia (generalmente 5 mcg/Kg/12h, pero se debe considerar mas dosis si el peso
del donante es mucho menor que el del receptor) desde 4-5 dias antes de la aféresis,
momento en el que se produce el pico maximo de movilizacion de estas células. En el
caso de que la aféresis fuera insuficiente, a pesar de ser una indicacion fuera de ficha
técnica, existe suficiente evidencia que apoye que los donantes sanos pueden recibir
plerixafor, un modulador de los receptores de la quimocimas CXCR4 y CXCR7

provocando la movilizacion de las células madre.!'?’

El dia previo a la aféresis y el mismo dia de ésta, se realizard un recuento de CD34+
en SP por CMF para garantizar una colecta eficiente. Si el recuento de CD34+ el dia de
la aféresis se encuentra entre 30-100 CD34+/microlitro casi siempre se asegura una
colecta correcta (> 2.5 x 10%Kg de CD34+); en el caso de que fuera mayor de
30/microlitro habria que plantear una aféresis de gran volumen o la posibilidad de que el
donante requiera mas de un dia de colecta. Si la cifra de CD34+ es inferior a 10/microlitro

por lo general no se inicia la aféresis.!?®

La obtencién de PHSP se realiza mediante procesadores celulares de aféresis. Estos
equipos son capaces de separar componentes sanguineos de forma automadtica y en un
sistema cerrado. Con una adecuada movilizacion, los separadores con mejor eficiencia de
recoleccion pueden recolectar la dosis celular necesaria para el trasplante en un periodo
de tiempo no muy prolongado con volimenes procesados inferiores a 3 volemias y en un

solo procedimiento.

Actualmente se utilizan dos tipos de sistemas para la recoleccion PH: procesadores

semi-automatizados y sistemas plenamente automatizados (tabla 3).

El sistema Spectra Optia® MNC (Terumo BCT) empleado en nuestro centro ,
incluye sensores Opticos para la monitorizacion automatica continua y estabilizacion de
la interfaz, y la monitorizacion de la linea de flujo de recoleccion, asi como un sistema

novedoso que esté disefiado para reducir la pérdida de plaquetas.
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Tabla 3. Las principales caracteristicas de los dos sistemas de aféresis utilizados en

este estudio: COBE Spectra® hasta 2015, Spectra Optia® de 2015 en adelante.

COBE Spectra® Spectra Optia®
Compaiiia TerumoBCT (Lakewood, Co) TerumoBCT (Lakewood, Co)
Tipo de Flujo Continuo Continuo

Separacion de sangre  Separacion continua de los Separacion  continua  de

componentes sanguineos sangre supervisada por la
gestion automatica de la
interfaz
Colecta de PHSP Colecta continua de la capa Colecta en una camara de
de células mononucleares recoleccion 'y  conduccion

durante ciclos.

Ajuste del operador Ajuste continuo manual de la Control automdtico de la
interfaz y de la colecta interfaz y de la colecta con
algunos ajustes

Nota: Una técnica modificada automatica de COBE Spectra también ha sido desarrollada
con el nombre de Auto-PBSC. Adaptado de Hequet et al.,'*

Distintos estudios han comparado las caracteristicas técnicas de los dispositivos
(Tabla 4).13%136 Desarrollaron indices para caracterizar el rendimiento de los dispositivos
durante la colecta. El principal indice es la eficiencia de coleccion (CE). También fueron
analizados otros indices como la pérdida de plaquetas o hemoglobina, la duracion de la
aféresis y la contaminacion con células no-CD34+.!33"135 Los CEs son similares en ambos
sistemas, con una menor pérdida de plaquetas en el donante en caso del Optia, que

también se asocio a unas sesiones de aféresis mas prolongadas.
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Tabla 4. Estudios recientes comparando las caracteristicas técnicas de los

dispositivos de aféresis para la recoleccion de PHSP.

Referencias
(afo)

Altuntas et

al., (2007)'3!

Reinhardt et
al., 2011)'*?

Wu et al.,
(2012)13°

Brauninger
et al.,
(2012)136

Flommersfel
d et al.,
(2013)'3

Ikeda et al.,
(2013)13¢

Cherqaoiu
et al.,
(2014)'3

Lozano et
al., 2014)'%

Objetivo

Compara las
cualidades técnicas de
Amicus y COM.TEC

Comparacidn Spectra
Optia con el historico
de funcionamiento de
COBE spectra

Copara la colecta de
PHSP utilizando
COBE Spectra, MCS+
Haematonetics and
Baxter Amicus

Compara las
caracteristicas de
Optia y COBE Spectra

Compara COM.TEC,
COBE Spectra and
Spectra Optia

Compara las
caracteristicas de
Spectra-MNC
(manual) y Spectra
auto-PBSC

Compara las
caracteristicas técnicas
en Spectra Optia y
COBE Spectra en
nifios de bajo peso
Compara las
caracteristicas técnicas
de Spectra Optia y
COBE Spectra en
fotoaféresis

Adaptado de Hequet et al.,'*

Numero de
procedimientos
Amicus: 20
COM.TEC: 20

Spectra Optia: 35
COBE Spectra: 401

COBE Spectra: 99
MCS+: 81
Amicus: 38

Spectra Optia:50
COBE Spectra: 89

COM-TEC: 77
Spectra Optia: 52
COBE Spectra 58

Spectra-Auto: 118
Spectra-MNC: 70

Spectra Optia: 8
COBE Spectra: 22

Spectra Optia: 100
COBE Spectra: 100

Resultados

No diferencias en el numero de
células CD34+ recolectadas.
Elevada pérdida de plaquetas de
SP con COM.TEC

Facilidad de uso superior del
Spectra Optia

CE2 superior con Spectra Optia

Numero similar de células
CD34+ recolectadas. Mejor
correlacion de recoleccion/PHSP
circulantes con COBE Spectra.
Amicus recolectd menos
plaquetas

Con Optia: CE: 7.9% mayor -
Menos plaquetas en el producto,
pero mayor niimero de
granulocitos.

Con Optia: CE mas elevado-
Menor duracion

En Spectra-MNC: Correlacion
entre los PHSP circulantes y los
recolectados.

En Spectra-Auto: menos pérdida
de plaquetas en SP

CE similar. menor pérdida de
plaquetas y hemoglobina con
Spectra Optia pero mayor
duracion.

No diferencias pre y post aféresis
en el recuento de leucocitos,
CMN, eirtrocitos y de plaquetas.
CE similar.

Menor contaminacion de
eritrocitos y plaquetas en Spectra
Optia pero mayor niumero de
leucocitos no planificados.
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Nota: Dos indices de eficiencia de coleccion (CE) son descritos: CD34+ CEI (%)= numero
absoluto de células CD34+ recolectadas (x100%)/ ([niveles de CD34+ en sangre pre-aféresis +
niveles en sangre de CD34+ post-aféresis]/2) x volumen total procesado; CD34+ CE2 (%) =
nimero absoluto de células CD34+ recolectadas (x100%)/ niveles en sangre de CD34+ pre-
aféresis x volumen total procesado.

Abreviaturas: CMN: células mononucleadas, PHSP: progenitores hematopoyéticos de sangre

periférica, SP: sangre periférica.

Es necesario conectar por via venosa periférica o a través de un catéter central al
donante al separador celulas, mediante un equipo de bolsas y tubos de recoleccion
estériles y utilizando un anticoagulante de forma continua, habitualmente el citrato. La
sangre anticoagulada llega al separador, donde se procesa y selecciona el producto que se

va a recolectar; el resto de la sangre es devuelta al donante.

El nimero de progenitores recolectados va a depender fundamentalmente de la
concentracion de dichos progenitores en sangre periférica, de la eficiencia de recoleccion
del separador, pero también del volumen de sangre procesada. Habitualmente se procesan
entre 2 y 3 volemias del donante o paciente, proceso que dura unas 4-6 horas, dependiendo
del flujo de extraccion/retorno de sangre y de la capacidad de sujeto para tolerar el
procedimiento. En ocasiones, cuando el numero de progenitores circulantes no es muy
elevado, se plantea la realizacion de aféresis de grandes volimenes con el fin de
incrementar la recoleccion de los mismos. En este caso se aprovecha el hecho de que la

colecta de CD34+ se mantiene constante en las primeras 6 volemias procesadas.

La recoleccion de PH puede producir efectos secundarios derivados de dos factores
fundamentales: la propia extraccion de los PH o como consecuencia de la necesidad de
colocacidn de un catéter central en aquellos sujetos que carezcan de un adecuado acceso

venoso periférico.

Utilizando los separadores celulares de flujo continuo, los efectos secundarios de

los procedimientos de aféresis, suelen ser escasos y leves. Los mds frecuentes son: '*8

1. Hipocalcemia: ésta se produce como consecuencia de la utilizacion de citrato como
anticoagulante, ya que este produce quelacion del calcio. Los sintomas de
hipocalcemia suelen iniciarse como sensacion de parestesias o entumecimiento en los
labios y yemas de los dedos, y ocasionalmente progresa a nauseas, espasmo

musculares e incluso tetania. La primera medida ante estos sintomas es reducir el flujo
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de entrada. Se pueden dar suplementos de calcio oral o intravenoso si fuera preciso.
En aquellos centros que trabajan con grandes volimenes, se asocia heparina al citrato
como anticoagulante, para disminuir la aparicion de la hipocalcemia grave si se quiere

mantener el flujo alto.

2. Hipotensiéon y episodios vaso-vagales secundarios a la hipovolemia. Suelen
presentarse en forma de episodios vaso-vagales leves o moderados como mareos,
sudoracion y/o sincope y suelen ceder con la suspension momentanea del

procedimiento y la administracion de sueroterapia intravenosa.

3. Derivados de la venopuncion: dolor, hematomas o pequeiias hemorragias en las zonas

de puncién. Son los més frecuentes y normalmente poco importantes.

1.6. Impacto clinico de la distribucion de las poblaciones linfocitarias en el
inoculo.

Los progenitores hematopoyéticos movilizados a sangre periférica son la fuente
méas comiin para la realizacion de alo-TPH.!** En comparacion con los indculos de médula
Osea, la cantidad de linfocitos T, progenitores CD34+ y monocitos, junto a otros subtipos

celulares, es mayor en el caso de los indculos obtenidos de sangre periférica.!!!-113:140

Varios estudios han sugerido que la composicion celular del indculo de sangre
periférica es capaz de modular la dindmica del injerto e influir en el desarrollo de

determinados eventos clinicos post-trasplante.

1.6.1. CD34+

En alo-TPH con acondicionamiento MA, la dosis infundida de CD34+ se ha
relacionado de manera consistente con una mejora en el injerto y con el éxito del
procedimiento en términos de supervivencia, independientemente de la fuente de
obtencion de los PH.!*!!42 En alo-TPH con acondicionamiento de IR de sangre periférica,
con donante hermano compatible, se ha comunicado que un nimero mayor de CD34+
infundidas se asocia a un injerto més precoz y a una menor tasa de fallos de injerto.'** Un

estudio reciente, con mas de 1000 procedimientos, validé estos resultados.'** Este ultimo
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estudio, sin embargo, no consiguié reproducir esa asociacion en el caso de donante no

familiar, un hecho ya comunicado previamente.!*

Los estudios que han analizado la relacion entre la cantidad de células CD34+
infundidas y el desarrollo de EICR han mostrado conclusiones contradictorias. En el
contexto de la EICR aguda, Przepiorka et al., en un andlisis de 160 adultos trasplantados
con inoculo de SP de hermano HLA 1déntico y acondicionamiento MA, encontraron una
asociacion independiente entre mayores dosis de células CD34+ y el desarrollo de EICR
aguda.'*® Sin embargo, un estudio posterior de una serie de pacientes de similares
caracteristicas encontr6 una relacion con una mejoria de los eventos de supervivencia,

141

pero no con el desarrollo de EICR."*" Esta falta de asociacion también fue comunicada en

el contexto del alo-TPH de IR con HLA idéntico. '4’

Cantidades elevadas de progenitores CD34+ en el indculo de SP se han asociado a
un aumento en el riesgo de EICR cronica en el contexto de alo-TPH de hermano HLA
idéntico con acondicionamiento MA '?° y con un aumento de riesgo de EICR crénica

severa en el caso del acondicionamiento de IR.'#®

Recientemente, una dosis elevada de
linfocitos CD3+ y de CD34+ se mostraron como factor de riesgo del desarrollo de EICR
cronica en una serie de pacientes con LAM sometidos a alo-TPH de DNE con
acondicionamiento de IR, sin que los niveles aumentados de esas dos poblaciones

celulares del indculo impactaran en una menor tasa de recaidas.'*’

1.6.2. Linfocitos T

Los indculos deplecionados de linfocitos T disminuyen la tasa de EICR, sin
embargo, estudios han mostrado una mayor tasa de recaidas que en el caso de indculos
no manipulados tras alo-TPH MA."5%!5! También se ha comunicado y validado una
mayor incidencia de fallos de injerto con el uso de indculos de SP deplecionados de

células T.!5?

1.6.3. Linfocitos T CD8+

La relevancia clinica de la cantidad de linfocitos CD8+ infundidos ha sido motivo
de investigacion por varios grupos. La mayoria de los trabajos en el contexto de alo-TPH
mieloablativo no encontr6é correlaciéon con eventos clinicos y, ademads, la deplecion

exclusiva de los linfocitos T CD8+ tampoco mostré una reduccion de la EICR 1481537155
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Sin embargo, en series sometidas a alo-TPH de IR se han descrito hallazgos relevantes.
En un estudio incluyendo pacientes sometidos a IR con dosis bajas de irradiacion corporal
total y fludarabina, una dosis elevada de linfocitos T CD8+, fue la tnica de las variables
de la distribucion inmune del indéculo que mostrd significacion independiente en el
estudio multivariante respecto de una supervivencia libre de enfermedad mas
prolongada.'** El hecho de que solo en una minoria de los pacientes incluidos en este
estudio la enfermedad de base fuera una leucemia aguda mieloide, limita la generalizacion

de sus conclusiones.

Reshef et al., describieron como una mayor cantidad de células T CD8+ en el
indculo movilizado de SP era capaz de predecir, de manera significativa, un menor riesgo
de recaida y una supervivencia mas prolongada en pacientes con neoplasia hematolédgica
sometidos a un acondicionamiento de IR. Esta asociacion era independiente del riesgo de
la enfermedad de base.!>® Ademas, los autores concluyen que sus datos sugieren que la
supervivencia global tras alo-TPH de IR se puede mejorar seleccionando donantes no
familiares de edad joven, cuyos niveles de CD8+ en el indculo sean mas elevados que en

el donante hermano.

En un contexto diferente, un estudio reciente incluyendo 200 pacientes adultos
sometidos a trasplante de cordon mieloablativo mostré como una mayor cantidad de
células CD8+ en el indculo se relacionaron de manera significativa e independiente con
un injerto mieloide y plaquetar mas temprano, y con una supervivencia libre de

enfermedad y global mas prolongada.'®’

1.6.4. Células natural killer CD56+

La funcion de las células NK, depende de un equilibrio entre sefializaciones
activadoras e inhibidoras.!*® El repertorio de subtipos celulares ha mostrado ser muy
heterogéneo entre individuos, lo que en poblacion general se asocia a la susceptibilidad
de sufrir infecciones viricas.!*%!®° Sin embargo, sélo recientemente se ha comenzado a
investigar acerca de la importancia de la dosis en el inoculo de los subtipos de células NK

y su potencial impacto clinico.

68



Universidad de Murcia Julia Mufioz Ballester

1.6.5. Otras poblaciones del inoculo

Otros autores, han comunicado coémo la cantidad total de células nucleadas en el
indculo es una medida con mejor capacidad discriminativa que la cantidad de CD34+ en

relacion a eventos relacionados con supervivencia/progresion post-trasplante.!!

1.7. El compartimento CD56"%" dentro de las células natural killer

A lo largo del tiempo las células NK han sido consideradas simplemente células
asesinas relativamente primitivas. Sin embargo, el conocimiento adquirido de su biologia
durante las ultimas décadas ha llevado a un cambio de paradigma, siendo ahora
consideradas no solo agentes genuinos de la inmunidad innata, sino también células
importantes que dan forma e influencian las respuestas inmunitarias adaptativas, de tal

manera que cada vez se les reconoce un papel inmunorregulador clave.

Las células NK no son una poblaciéon homogénea, si no que existen varias
subpoblaciones tanto en humanos como en ratones. Histéricamente, la primera
descripcion de las diferentes subpoblaciones de células NK fue facilitada por Nagler et
al,'®! en 1989, y sus datos han sido confirmados por otros grupos. En humanos
constituyen aproximadamente el 15% de los linfocitos totales en sangre periférica y
pueden ser definidas cinco subpoblaciones basdndonos en la expresion relativa de los
marcadores CD16 (o FcyRIIIA, receptor de baja-afinidad para la porcion Fc de la

inmunoglobulina G) y CD56 (molécula de adhesion que media la adhesion homotipica):
162,163,164

1) CD56"%"CD16™ (50-70% de las CD56”¢")
2) CD56"" CD16%™ (30-50% de las CD56"%")
3) CD56“™CDI16

4) CD56%™ CD16" "

5) CD56™ CD16".

En individuos sanos, las células NK CD56%" CD16"%" es 1a mayor subpoblacion
circulante en sangre periférica representando, al menos, el 90% de las células NK,

mientras que menos del 10% son células NK CD56”%¢" | siendo minoritarias otras
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poblaciones celulares como CD56%" CD16" y CD56" CD16”%" La mayoria de células

NK CD56"€" se encuentra en érganos linfoides secundarios. 162164

En rasgos generales se ha postulado que las células NK CD56”%" producen
diversas citoquinas como interferon-y (INF-y) y factor de necrosis tumoral o (TNF- a) y
tienen una funcién predominantemente inmunorreguladora. Al contrario, las células NK
CDS56%™ expresan perforina, granzima By granulos citoliticos, por lo que su funcion es
fundamentalmente citotoxica.'®* La eliminacion de células inmunes activadas es uno de
los mecanismos por los que las células NK ejercen su funcion inmunomoduladora,
eliminando células T CD4+ activadas (y no en reposo). Este efecto citolitico lo llevan a
cabo fundamentalmente las células CD56%™ (el compartimento mas citolitico) pero

también las CD56”%¢" especialmente tras ser activadas por IL-2.!6?

Las distintas subpoblaciones son facilmente distinguidas por CMF como se muestra

en la Figura 4. 19

Figura 4. Subpoblaciones de células NK humanas basadas en la expresion relativa

de CD16 y CD56. Imagen de Aurélie Poli et al., '
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Al tefiir CMN de SP normales con anticuerpos anti-CD16, y adquiriendo células
CD3- CD19- (células NK), se diferenciaron 5 subpoblaciones basadas en la expresion de
CD16 frente a CD56. 1) CD56%" CD167; 2) CD56"%" CD16%™; 3) CD56%™ CD167; 4)
CD56%™ CD16"; 5) CD56° CD16".
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1.7.1. Células NK CD56"¢" en sangre periférica

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de células NK CD56"%" se
encuentran en los 6érganos linfoides secundarios y tan solo una pequefia fraccion en sangre
periférica. Las células NK CD56”¢" han sido comparadas con las células NK CD56%"
CD16”" en términos de fenotipo y funciones y también con respecto a sus

caracteristicas en cuanto a su capacidad para migrar y asentarse en diferentes tejidos.

Caracteristicas fenotipicas propias del compartimento NK CD56"%"

Los receptores inhibidores killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) y
immunoglobulin-like transcript 2 (ILT2) estan ausentes en las células NK CD56”€" pero
los podemos encontrar en diversas proporciones (segun los receptores y los individuos)
en las células NK CD56%™ 162166 CD94/NKG2A, otro receptor inhibidor mayor, se
expresa en una fraccion de las células NK CD569" y, con una mayor densidad de
expresion, en todas las células CD56”%8" 162 CD94 es una molécula chaperona que
también puede estar asociada a NKG2C, el cual es un receptor activador. Ambas
isoformas (CD94 / NKG2A y CD94 / NKG2C) reconocen al antigeno leucocitario
humano no-clasico, molécula de clase I HLA-E, que es capaz de presentar péptidos
derivados de secuencias de sefiales de moléculas clasicas del HLA clase 1.162164167 Con
respecto al receptor activador NKp46, su densidad suele ser mas alta en la poblacion
CD56%%ht 168 Solo las células CD56”" expresan el marcador de células madre
hematopoyéticas CD117 (c-kit) y el receptor de alta afinidad para la IL-2 y proliferan en
respuesta a concentraciones picomolares de esta citoquina. También proliferan de manera
eficiente en respuesta a la interleuquina 21 (IL-21). '* Otros receptores de citoquinas,
como el receptor [ de IL-1 (IL1-R1) y el de interleuquina 18 (IL-18), también se expresan

en un nivel superior en esta subpoblacion (Tabla 5.1 y 5.2). 162

El repertorio de receptores de quimioquinas es completamente diferente entre las

dos poblaciones. Las células CD56”%" son las tnicas que expresan CCR7 y portan

CXCR3 a una densidad significativamente mayor que las células NK CD564™. 162,170
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Por el contrario, éstas Gltimas expresan CXCR1 y CX3CR1 exclusivamente. 1¢%!170

Con respecto a las moléculas de adhesion, las células NK CD56”" muestran una
expresion mas intensa de CD2, CD11c, CD44, CD49e, CD54, CD62L, mientras que las
células NK CD56%™ expresan mas CD11a (Tabla 5.1 y 5.2).'°2 Como consecuencia de
estos diferentes repertorios de receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion las
propiedades migratorias de estos subtipos celulares son divergentes: la subpoblacion
CD56"8" migra preferentemente a 6rganos linfoides secundarios, mientras que las
células CD569™ migran a lugares donde se producen procesos inflamatorios agudos.
162,170 A diferencia de las células CD56%", 1a subpoblacion de células CD56”" carece
de la expresion de CD57 y CD160, 71172 pero muestra las proteinas reguladoras CD55 y
CD59 en un nivel mayor.!”> Ademas, la subpoblacion CD56”" es HLA-DR" (Tabla 5.1
y 5.2).17!

Las diferencias fenotipicas entre ambas subpoblaciones se han confirmado y
ampliado mediante arrays gendmicos y protedmicos.!”*!”> Wendt et al., mostraron que
las poblaciones de células NK en reposo difieren en la expresion de 473 transcritos, 176
se expresan exclusivamente en células CD56%" y 130 exclusivamente en células

CD56bright.l75
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Tabla 5.1. Comparacion fenotipica entre las células NK CD56"¢% y CD56%™,

Adaptado de Poli et al., 165

CD56"" CD56%™
CD56 ++ +
CDl16 + ++
Receptores Inhibidores
KIR - +
ILT2 - +
CD94/NKG2A ++ +
Receptores Activadores
NKp46 ++ +
CD117 (c-kit) ++ -
Receptores de
Citoquinas
IL-2Rap0 + -
IL-2Rp0 ++ +
IL-1RI ++ +
IL-18R ++ +
Receptores de
Quimioquinas
CCR7 ++ -
CXCR3 ++ +
CXCR1 - ++
CX3CRI1 - ++
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Tabla 5.2. Comparacién fenotipica entre las células NK CD56¢% y CD56%™,

Adaptado de Poli et al., 165

CD56"" CD56%™
Molé¢lulas de Adhesion
CD2 ++ +
CDll1c ++ +
CDh44 ++ +
CD49%¢ ++ +
CD54 ++ +
CD62L ++ +
CDlla + ++
Otras moléculas
CD57 - +
CD160 - ++
CD55 ++ +
CD59 ++ +
HLA-DR + -

Funciones propias del compartimento NK CD56"¢"

La actividad citotoxica de las células NK CD56%" es significativamente mas alta
que la de las células CD56"%€" 161162 o que se refleja en un mayor contenido en perforina,
granzimas y granulos citoliticos.!%® El alto nivel de expresién de CD16 en las células NK
CD56%™ Jas convierte en mediadores eficientes de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Las células NK CD56”" CD16%™ llevan a cabo su funcién citotoxica
dependiente de anticuerpo solo débilmente, mientras que las células CD56%¢" CD16" NK
carecen de esa funcion.!®!"!6? Tras la estimulacion con citoquinas como IL-2 o IL-12, la
actividad citotoxica de todos las subpoblaciones de células NK aumenta

drasticamente,'¢1-162

Con respecto a la produccion de citoquinas la situacion se invierte. De hecho, las

células NK CD56”%¢" son las productoras de citoquinas mas eficientes.!é? Las principales
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citoquinas liberadas son INF-y (las células NK son una de las fuentes méas importantes de
esta citoquina), TNF- a, Factor estimulante de colonias granulocito-macréfago, IL-10 e

IL-13.17¢

1.7.2. Células NK CD56"" en érganos linfoides secundarios

En el bazo, del 7 al 50% de las células mononucleares son células NK, la mayoria
con un fenotipo CD56%™ CD16".!7" Probablemente corresponden a la misma poblacién
descrita en sangre periférica, que simplemente circula a través de la pulpa roja.!”” Entre
las células mononucleares en los ganglios linfaticos, el 1-5% son células NK,'""17® cuya
distribucion de subpoblaciones es una imagen especular de la que se encuentra en la
sangre periférica. De hecho, del 75% a mas del 95% son del tipo CD56"%" 177178 Egtag
células se localizan en las zonas parafoliculares de los ganglios linfaticos.!”®
Considerando que los ganglios linfaticos contienen el 40% de todos los linfocitos del
cuerpo (en contraste con el 2% en sangre periférica), el mayor reservorio de las células
NK esta en los ganglios linfaticos y no en la sangre, y hay muchas mas células NK
CD56"" que CD56%™.17° La gran mayoria de las células NK de las amigdalas también

son CD5 6bright 177

Las células NK CD56”" del ganglio linfitico muestran un fenotipo ligeramente
diferente a las de sus homodlogas en sangre. Carecen no solo de CD16 y KIR, sino también
de CDS8, CD62L, CCR7, el receptor activador NKp30 y HLA-DR. CD9%4 / NKG2A y

NKp46 estan presentes solo en una fraccion de estas células.!””17

Las células NK CD56"%€" de la amigdala comparten el fenotipo de las células NK
de los ganglios linfaticos. Sin embargo, en las amigdalas inflamadas, se activan NKp44*
CD69" HLA-DR™.!7"!7 Antes del descubrimiento de esta subpoblacion, la expresion de

NKp44 solo se habia observado in vitro en células NK activadas con IL-2.!80

Como las células NK de los ganglios linfaticos estan en contacto con las células
T,'”8 se ha investigado el efecto de la IL-2 derivada de las células T sobre estas células
NK. Esta citoquina regula al alza o induce, respectivamente, la expresion de CD16, KIR,
NKp46 y NKp30, asi como de perforina, terminando con un fenotipo cercano al de las
células CD56%" CD16" de sangre periférica.'”” El fenotipo de células NK de érganos

linfoides secundarios aisladas ex vivo sugiere la ausencia de actividad citotoxica, y este
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es, en efecto, el caso.!”” Sin embargo, el cultivo en IL-2 no solo cambia el fenotipo, sino
que también induce una actividad citotoxica eficiente.!”” Ademas, las células NK de las

amigdalas inflamadas producen INF-yy el 35% de ellas proliferan tras el cultivo en IL-
7 177,179

1.7.3. Interaccion de las células NK CD56""" y otras células del sistema
inmune

Las interacciones bidireccionales entre las células NK y las células dendriticas han
sido ampliamente investigadas y revisadas. En particular, las células CD56”%" CD16
proliferan preferentemente en co-cultivos con células dendriticas inmaduras y
lipopolisacaridos y son capaces producir de forma abundante INF-y.'"®! En vivo, las
células NK CD56”%" interactian en los ganglios linfaticos con células dendriticas que

provienen de la periferia.'”

En sitios de inflamacion periférica, las células NK CD56”" representan un 40-
60% de todas las células NK y exhiben un fenotipo activado (CD69").!82 Tras la
estimulaciéon con monoquinas (IL-12, IL-15, IL-18), producen INF-y y aumentan
significativamente el porcentaje de monocitos productores de TNF-a. En este tipo de
interaccion bidireccional, se requiere un contacto fisico directo entre las células NK y los

monocitos para lograr un efecto maximo.'®?

1.7.4. Relacion entre las células NK CD56""¢" y CD56“™

Segtin Caligiuri,'®* los precursores de las células NK abandonan la médula ésea,
transitan por la sangre periférica y se alojan en el ganglio linfatico donde se diferencian
en células NK CD56”%" bajo la influencia de citoquinas producidas por células

estromales y células dendriticas.

Una cuestion que se ha debatido durante mucho tiempo es la naturaleza precisa de
la relacion entre las dos subpoblaciones principales de células NK, CD56”%" y CD56%™.

¢Las células NK CD56”%" son precursoras de las células CD56%" o es cada
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compartimento un grupo de células finalmente diferenciadas sin relacion directa y que

surgen de dos células precursoras hematopoyéticas diferentes?

A favor de la primera hipoétesis, se ha propuesto que las propiedades fenotipicas y
funcionales de ambas subpoblaciones definen més bien las células NK CD56”%" como
precursores inmaduros y a las células NK CD56%" como células finalmente diferenciadas.
La maduracién se caracterizaria por la regulacién negativa de CD56, la adquisicion de
CD16 y de KIR; y las células CD56”" CD16%" serian una etapa intermedia entre los
tipos de células mas inmaduras (CD56”%" CDI167) y las mas maduras (CD56%"

CD16+).161,183

Sin embargo, como las células NK CD56”%€" producen mayores cantidades de

citoquinas que las células NK CD56“", y poseen un repertorio completamente diferente

de moléculas de adhesion y receptores de quimioquina que conducen a diferentes

162,170

propiedades de migracion, es concebible también el concepto de dos poblaciones

celulares diferenciadas terminalmente.

Tres articulos recientes han demostrado finalmente, de manera bastante
convincente, que las células NK CD56” %" son, muy probablemente, células precursoras
de la subpoblacion CD56%™ 184186 e hecho, las células NK CD56%" muestran telomeros
mas cortos que las células NK CD56”¢" de sangre periférica y de los ganglios linfaticos,
lo que implica que estas tltimas son menos maduras que las primeras. Ademas, las células
NK CD56"%€" CD16 purificadas, cultivadas en presencia de fibroblastos sinoviales o de
la piel, pueden diferenciarse en células CD56%" que tienen las caracteristicas fenotipicas
y funcionales caracteristicas de las células NK CD56%" de sangre periférica.'®* Se ha
demostrado que la interaccion entre CD56 y el factor-1 del receptor de crecimiento de
fibroblastos tiene un papel clave en este proceso de diferenciacion.!® Como argumento
para la diferenciacion de células NK CD56"%" en células NK CD56%" en ganglios

l 185

linfaticos in vivo, Romagnani et a muestran que la linfa eferente y los ganglios

linfaticos altamente reactivos contienen una proporcion sustancial de células NK CD56%™

KIR".
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1.8. Células NK CD56°"¢"; expansién y reduccion en patologia humana

1.8.1. Expansion de células NK CD56"¢" en patologia humana

En donantes sanos, no mas del 10% de todas las células NK de SP suelen ser
CD56”8" Sin embargo, expansiones por encima de este bajo porcentaje se han descrito
durante la reconstitucion del sistema inmune después del trasplante de médula osea,
donde los primeros linfocitos que aparecen en sangre son células NK CD56”%% 187 Esta

poblacioén también aumenta en pacientes tratados diariamente con una dosis baja de IL-
2 187

Cada vez son mas los articulos que describen expansiones de células NK CD56"%"

en diferentes enfermedades:

El déficit del transportador asociado al procesamiento de antigenos (TAP) en una
patologia que se caracteriza bioldogicamente por una muy baja expresion superficial de
moléculas HLA de clase I y, en la clinica, por infecciones respiratorias cronicas,
bronquiectasias y ulceras cutaneas profundas. En dos casos de TAP se ha demostrado que
las células NK CD56"%" se encuentran incrementadas representando el 37% y el 54%,
respectivamente, de todas las células NK de SP.'®® Mientras que, los pacientes
asintomaticos con deficiencia de TAP mostraban porcentajes normales de células NK
CD56%"8h 188 Estos hallazgos fueron confirmados recientemente, aunque en menor grado,

en un nuevo caso de deficiencia de TAP.!%°

Por otro lado, también se han encontrado porcentajes elevados de células NJ
CD56”" en series de individuos con vasculitis o con enfermedades respiratorias de otros
origenes, siendo el porcentaje de células NK CD56”" superior al 10% (12,60-25,52%)
en aproximadamente un tercio de ellos.!®® Estos datos sugieren que la expansion de las
células NK CD56”%" no es un sello distintivo de la deficiencia de TAP, sino que puede

ocurrir en varias enfermedades con diversos origenes.

Cac y Ballas "° presentaron el caso de una mujer con verrugas periungueales
refractarias y resistentes al tratamiento. La CMF revel6 que el 13-30% de sus linfocitos
(y no de sus células NK, lo que hace que la expansion sea muy relevante) fueron
CD56"" y solo el 0.83% de los linfocitos fueron CD56%". Ademés, la paciente

presentaba una reduccion severa en la citotoxicidad mediada por células NK. Tras recibir
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tratamiento con interferén alfa (INF-a) las verrugas casi desaparecieron y se restablecio
la citotoxicidad de las células NK, mientras que disminuy¢ la proporcion de células NK
CD56”8"_ Es bien conocido que INF-o estimula la citotoxicidad de las células NK, pero
tal vez también favorezca la maduracion de las células NK hacia la etapa CD56%" y en el
caso de esta paciente el proceso probablemente habia sido bloqueado antes de la

introduccion de INF-a, por razones completamente desconocidas.

Una situacion inversa fue descrita por Saraste et al., que trataron a un grupo de 11
pacientes con esclerosis multiple con interferén beta (INF-3) y observaron una expansion
de células NK CD56”¢" con una disminucion paralela de células CD56“™ después de 12

meses de tratamiento (14.7 + 2.5% de todas las células NK eran CD56"8") 191

En otra serie de 22 pacientes con esclerosis multiple se administrd un tratamiento
combinado con INF-f y Daclizumab. Daclizumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido contra la cadena a del receptor IL-2 (CD25) que ha demostrado
eficacia en la estabilizacion de la esclerosis multiple en ensayos clinicos.!*? También en
este caso, se observo una expansion de las células NK CD56”¢"  que se correlacion6 con
una reduccion en la inflamacion cerebral durante el tratamiento.'”® El mecanismo de
accion muy probablemente corresponde a una regulacion positiva de CD122 (cadena 3
del receptor de IL-2) y como consecuencia con una mejor respuesta a IL-2 endogena. In
vitro, las células NK de los pacientes inhibieron la proliferacion de células T de una
manera dependiente de contacto y, por lo tanto, son consideradas como células NK
reguladoras por los autores. Un estudio que utilizé Daclizumab en cinco pacientes con
uveitis activa confirmo la eficacia terapéutica del tratamiento y la expansion selectiva de
células NK CD56”%" a 1o largo del tiempo (incrementando entre 4 a 20 veces su
nimero).!”* Las células NK CD56”%" produjeron altas cantidades de la citoquina
inmunosupresora interleuquina 10 (IL-10), y esta molécula podria estar en el origen del
efecto beneficioso al regular negativamente la respuesta autoinmune. Se ha especulado
que la secrecion de IL-10 mediada por CD56”%¢" explica los efectos terapéuticos en estos
tres estudios con Daclizumab. Del mismo modo, la respuesta inmunitaria eficaz contra
las verrugas periungueales inducidas por el virus del papiloma humano en el caso descrito
por Cac y Ballas," podria haberse visto impedida por la produccion de IL-10 por las
abundantes células NK CD56”" En este contexto, el concepto de células NK

195,196

reguladoras ('NKreg') estd emergiendo claramente en la literatura y merece mas
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investigacion para comprobar, por ejemplo, si toda la poblacion CD56"%" o solo una

subpoblacion tiene propiedades inmunorreguladoras.

En un caso publicado de encefalopatia necrotizante aguda asociada a virus del
herpes humano tipo 6 en un nifio pequeno, Kubo et al., también describen una expansion
relevante de células NK CD56”%" durante la fase de convalecencia. Aqui, los autores
postulan que las células NK CD56”" producen altos niveles de citoquinas inflamatorias
(de hecho, se encuentran en el suero del paciente) y que un alto porcentaje de estas células
es un factor de riesgo para el desarrollo de encefalitis durante la infeccion por el virus del

herpes humano tipo 6. '’

En otra comunicacion, un paciente con inmunodeficiencia combinada grave ligada
al cromosoma X con manifestaciones similares al sindrome de Omen tenia un aumento
de las células NK circulantes ( del 50% al 59% de los linfocitos), siendo hasta la mitad
de ellas ( del 28% al 50%) CD56”" CD16.'"® La piel, que mostraba marcado
engrosamiento y eritema severo, estaba infiltrada predominantemente por células
CD56"" CD16" NK expresando altos niveles de ARN mensajero, no solo para

citoquinas inflamatorias sino también para IL-10.

En una cohorte de pacientes de género femenino infectadas de forma cronica por el
Virus de la Hepatitis C (VHC), comparadas con pacientes con infeccion por VHC resuelta
y pacientes controles sanos, el porcentaje total de células NK entre linfocitos se redujo en
el primer grupo, mientras que aumento la proporcion de células CD56" " entre el total de
células NK.!? Estas células produjeron mayor cantidad de INF-y que las células NK
CD56"%" de los otros dos grupos, y la citotoxicidad global de las células NK no se vio

afectada.

Exactamente el mismo patron, es decir, la reduccion del nimero de células NK pero
el incremento del porcentaje de células NK CD56”" se encontré en individuos con un
test cutdneo de la tuberculina positivo, comparados con paciente con tuberculosis

evidente y controles sanos.?”

La importancia de las observaciones de estos dos estudios no esta del todo clara. En
el caso de la infeccion por VHC, '*° los autores especulan que las células NK CD56%/%€"
podrian contribuir a la polarizacion de las células T y al dafio hepatico, y que su expansion

seria el resultado de una menor tasa de diferenciacion hacia las células CD56%™. Los
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sujetos TST+ podrian estar protegidos de la tuberculosis activa por las células NK

CDS56"%" que secretan grandes cantidades de INF-y.2%

Schepis et al.,**' describen un incremento en la proporcion de células NK CD56%/%"
en el lupus eritematososo sistémico independientemente de la actividad de la enfermedad.
Sin embargo, los autores no consideran ni investigan las células CD56”¢" CD169™, su
estrategia de activacion no excluye CD564" CD16"y, finalmente, como la mayoria de los
pacientes tiene uno o mas tratamientos al mismo tiempo en el momento de la extraccion
de sangre, el papel potencial de estos tratamientos en la expansion de células NK
CD56"%€" no es considerado. Sin embargo, el lupus eritematoso sistémico podria afiadirse
a la creciente lista de enfermedades caracterizadas por una mayor proporcion de células

NK CD56"%8" aunque este tema merece una investigacion mas detallada.

Aunque desafortunadamente no discriminan entre las células NK CD56”" y
CD56%™  tres articulos describen una expansion muy llamativa de las células NK
NKG2C" en las infecciones humanas causadas por el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 y el citomegalovirus. Como una subpoblacion de células NK CD56"&"
expresan NKG2C,?”? seria muy interesante su andlisis cuantitativo en futuras
investigaciones.?>2% Los estudios presentados hasta ahora se refieren a las células NK
de sangre periférica, otros describen la presencia de CD56”%¢" en diferentes tejidos

durante los distintos estados de la enfermedad.

La células NK CD56”" CD16" KIR se encuentran, entre otros tipos de células,
dentro de las placas psoriasicas agudas vy, tras la estimulacion, producen abundante INF-
v.2%6 En la artritis reumatoide, las proporciones de las diferentes subpoblaciones de células
NK en sangre periférica son las mismas que en donantes sanos, pero en el liquido sinovial
de los pacientes contiene casi exclusivamente células NK CD56%€" KIR".2” Del mismo
modo, en la sarcoidosis no se observan diferencias entre los pacientes y controles sanos
en sangre periférica, mientras que los primeros tienen mas células NK CD56”" es su

liquidos de lavado broncoalveolar. 2%
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1.8.2. Reduccion de células NK CD56"3" en patologia humana

Con una sensible menor frecuencia que en el caso de las expansiones, varios
estudios han mostrado que, en algunas enfermedades, el porcentaje de células NK

CD56"8" esta reducido.

209 o] nimero total de células NK

En pacientes con enfermedad cardiaca coronaria,
se encuentra disminuido asi como la actividad citotdxica y, ademas, hay una tendencia a
porcentajes menores de células NK CD56”%" en pacientes comparado con los controles
sanos. La base argumental para explicar estos hallazgos. fue el hecho de que las
infecciones son consideradas un factor de riesgo para enfermedades cardiacas coronarias

y que las células NK participan en la respuesta inmune frente a virus y bacterias.

A través del andlisis de pequefias series de pacientes con rinitis alérgica y/o asma,
Scordamaglia et al.,*'° encontraron una reduccion significativa en el porcentaje de células
NK CD56"%" comparado con los individuos sin alergia. Las consecuencias son, una
produccion débil de INF-y y una interaccion con células dendriticas dafiada, por lo que,
en enfermedades alérgicas, las células NK podrian ser incapaces de desencadenar una

inmunidad adaptativa eficaz en la direccion de linfocitos T colaboradores tipo 1.

En la artritis reumatoide juvenil con afectacion sistémica al inicio, no solo la
actividad citotoxica de las células NK estd fuertemente reducida, sino que, en algunos
pacientes, ha sido descrita la ausencia total de células NK CD56”%" E]l mismo fenémeno
se ha encontrado previamente en pacientes con sindrome de activacion del macréfago y
linfohistiocitosis hemofagocitica. Los autores sugieren, sin llegar a demostrarlo, que
todas las células NK CD56”%" son reclutadas en el lugar de la inflamacion. Seria
interesante comprobar si en estos pacientes, las células NK CD56” se encuentran en
los ganglios linfaticos o en el liquido sinovial, por ejemplo. Si no es asi, habria que
preguntarse como las células NK CD56%" pueden producirse en ausencia de precursores

CD5 6bright. 211

Finalmente, Kariminia y colaboradores cuantificaron recientemente una serie de
poblaciones inmunes en los productos de donacidon procedentes tanto de MO como de SP,
en ambos casos estimulados con G-CSF. Inicialmente, encontraron asociaciones
significativas entre dos poblaciones inmunes y el desarrollo de EICR cronica y de su

forma extensa. Tanto la poblacion de linfocitos T CD4+ IFN gamma+ como la de células
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NK reguladoras CD56”" presentaron una relacion inversa y significativa con el

desarrollo de EICR crénica, sugiriendo su papel regulador del proceso.?!?
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Este trabajo parte del analisis rutinario de las principales poblaciones inmunes tanto
en el indculo movilizado como en el periodo post-alo-TPH durante las dos Gltimas décadas

dentro del programa de alo-TPH de nuestro centro.

La disponibilidad de ADN y de un seguimiento longitudinal prolongado, tanto clinico
como inmunolégico, tras alo-TPH nos permitiria validar o no la hipdtesis de que las
expansiones de linfocitos citotoxicos tras alo-TPH son de naturaleza fisiologica o bien

podrian tratarse, al menos en algunos casos, de leucemias de linfocitos grandes granulares.

Por otro lado, el reanalisis de los estudios de CMF de las poblaciones inmunes en el
in6culo infundido en alo-TPH, nos permitiria validar o no la hipotesis del valor predictor de
una menor cantidad de células Natural Killer CD56”" en el inéculo infundido, respecto

del desarrollo de EICR croénica durante el seguimiento.

2.1. Objetivo principal capitulo I

Caracterizar la naturaleza de las expansiones de linfocitos T citotoxicos en el adulto a
lo largo del periodo post-alo-TPH, mediante la identificacion del comportamiento
longitudinal de esas expansiones, su relacion con eventos clinicos, y sus caracteristicas
fenotipicas y moleculares incluyendo la presencia o no de mutaciones en el dominio SH2 de

STATS3.

Los objetivos especificos del capitulo I son:

- Caracterizacion clinica de los pacientes que desarrollan una expansion persistente de

linfocitos T citotoxicos, sea esta relativa o absoluta.

- Estudio longitudinal de la dindmica de las expansiones persistentes de linfocitos T

citotoxicos.

- Caracterizaciéon inmunofenotipica ampliada de pacientes que desarrollan una

expansion persistente de linfocitos T citotoxicos, sea esta relativa o absoluta.
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- Caracterizacion molecular, en cuanto a presencia de reordenamiento TCR y
presencia de mutaciones adquiridas en STA73 de los pacientes que desarrollan una

expansion persistente de linfocitos T citotoxicos, sea esta relativa o absoluta.

2.2. Objetivo principal capitulo 11

Validar los resultados, recientemente comunicados, acerca del impacto predictor de
EICR cronica de la proporcion de células CD56”8" NK en el in6culo movilizado con G-
CSF infundido, explorando la independencia pronostica de este factor potencial en el

contexto de otros parametros clinicos y de laboratorio.

Los objetivos especificos del capitulo II son:

- Determinacion de las principales poblaciones inmunes en el inoculo para el alo-TPH
mediante CMF, cuantificando los compartimentos CD56”¢" y CD56%" dentro de las

células NK.

- Validacion del valor pronéstico del compartimento NK CD56”%" como predictor de
desarrollo de EICR cronica, tanto en cohorte seleccionada segln criterios del estudio

pivotal de referencia, como en cohorte global de alo-TPH movilizados con G-CSF..

- Expansion del estudio pronostico a modelo multivariante incluyendo principales

factores clinicos relacionados con desarrollo de EICR cronica.
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3. CAPITULO I: “Expansiones persistentes de linfocitos T citotéxicos
tras trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos:
comportamiento longitudinal, impacto clinico y ausencia de mutaciones
en STAT3"

3.1. Introduccion

El alo-TPH es un tratamiento potencialmente curativo tanto para enfermedades
malignas como benignas. Sin embargo, las alteraciones que se producen en la
reconstitucion inmune derivada del donante pueden limitar el éxito del proceso e
incrementar tanto el riesgo de infeccion como el de recaida de la enfermedad en el

paciente receptor del trasplante.?!*-14

El desarrollo de un nuevo sistema inmune puede verse afectado de manera negativa
por variables dependientes de la enfermedad, del paciente o del mismo procedimiento de

trasplante; e incluye tanto efectos cuantitativos como funcionales.?!?

Al contrario de lo que ocurre con la reconstitucion de las células B, la ausencia de
un timo funcional impide que la recuperacion de la inmunidad T tras alo-TPH imite la
ontogenia primaria.?'®*'7 La expansion periférica de células T de memoria derivadas del
inéculo, sin depender del timo, precede a la expansion de las células T inmaduras
provocando una inversion de las ratio CD4+/CD8+ en el periodo temprano tras el
trasplante; cifras elevadas de manera mantenida de LTC han sido comunicadas tras
trasplante autologo y alogénico de progenitores hematopoyéticos, tras trasplante de
organo solido, en algunos casos cumpliendo los criterios diagnosticos actuales de una
verdadera LLGG. Sin embargo, ningin estudio hasta la fecha ha considerado para la
definicidon de poblacion persistentemente incrementada tanto criterios absolutos como
relativos.*$3*47218 La LLGG, descrita por primera vez hace mas de 40 afios, es una entidad

de dificil diagnéstico diferencial respecto de las linfocitosis fisiologicas reactivas, 239220

La descripcion reciente de mutaciones somaticas adquiridas en el dominio de
dimerizacion y activacion (SH2) del gen traductor de sefial y activador de la transcripcion
3 (STAT3), presentes en un 30 a 40% de los casos de LLGG tanto de estirpe NK como T,
puede ayudar a distinguir entre poblaciones linfoides verdaderamente malignas y

linfocitosis reactivas en el post-alo-TPH.?2!1:%
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3.2. Pacientes, materiales y métodos.

Pacientes

Se incluyeron pacientes que, de manera consecutiva, fueron sometidos a un alo-TPH
dentro del programa de trasplante alogénico del servicio de Hematologia y Oncologia
médica del Hospital Universitario Morales Meseguer entre los afios 2001 y 2013, que

ademas cumplieron los siguientes criterios:

1) Que tuvieran al menos una determinacién cuantitativa de las subpoblaciones linfocitarias

mediante CMF multiparamétrica los dias +30, +100 y +365 tras el dia de infusion.

11) Que el indculo no fuera manipulado en su composicion.

1ii) Los pacientes que experimentaron fallo de injerto primario o secundario fueron

excluidos.

Los pacientes que recibieron infusion de linfocitos del donante (ILD) y que cumplian
todos los criterios anteriormente citados, fueron censurados en la fecha de ILD. En total
incluimos 154 pacientes. Se obtuvo consentimiento informado para el acceso a los datos
clinicos de acuerdo a protocolos acordados por el Comité de Etica de investigacion clinica

del Hospital Universitario Morales Meseguer y a la Declaracion de Helsinki.

Establecimos dos definiciones de expansion persistente de linfocitos T citotdxicos que

fueron consideradas en el analisis clinico de manera independiente:

1) eLTC relativa, incluyendo aquellos pacientes cuya ratio entre los linfocitos T CD8+/CD4+

fuera superior a 1,5;
ii) eLTC absoluta cuando el niimero de linfocitos T CD8+ superaba los 2 x 10%/L.

En ambos casos esa condicién debia persistir por un minimo de 6 meses. La
determinacion de la severidad clinica de la EICR aguda y crénica fue determinada de acuerdo
con los criterios modificados Seattle-Glucksberg y los de los institutos nacionales de la salud
de EEUU (NIH).?2>?3 Se realiz6 antigenemia semanal de CMV para el seguimiento de la
infeccion por CMV en todos los pacientes.?** Tan solo aquellos episodios de infeccion

potencialmente asociados a un compromiso clinico, que requirieran terapia especifica y/o
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ingreso hospitalario, fueron considerados en este estudio, tal y como se definieron
previamente.??°22° Brevemente, los episodios infecciosos que incluimos fueron: infecciones
bacterianas probadas o supuestas basandose en la combinacion de la presentacion clinica y
a la respuesta con tratamiento antibidtico, viremias por CMV y VEB que requirieran
tratamiento, y cualquier tipo de infeccion fungica invasiva (probada, probable o posible) o
parasitaria. La mortalidad asociada a la infeccion fue definida cuando el evento infeccioso
constituy6 la causa de muerte primaria, siguiendo las guias recientemente publicadas para la

asignacion de causa de muerte.??’

Estudios de citometria de flujo y citolégicos

La reconstitucion de las distintas subpoblaciones inmunes fue medida de manera
prospectiva en cada paciente en muestra de sangre periférica fresca. En este panel
inmunofenotipico “de rutina” incluimos anticuerpos monoclonales contra CD3, CD4,

CD8, CD56, CDI9.

En 17 pacientes con una eLTC absoluta persistente llevamos a cabo un estudio
ampliado en el que incluimos CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD16, CD25, CD56,
CD57,CDla, HLA-DR, TCR ap, TCR vyo. Todos los analisis fueron realizados utilizando
un citometro de flujo FACSCalibur hasta 2007 y un modelo FACSCanto a partir de la

fecha anterior.

Todos los anticuerpos monoclonales fueron adquiridos de Becton Dickinson (San
José, CA, EEUU). Como parte del diagndstico, cada andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos por CMF estuvo precedido de un examen citoldgico de una extension de sangre

periférica.

Analisis del receptor de la célula T mediante reaccion en cadena de la
polimerasa.

El estudio del reordenamiento del gen del receptor de la célula T (TCR) a partir de
SP o MO fue realizado mediante una prueba automatizada de alta resolucion por analisis
de fragmentos en un secuenciador ABI 310 genetic analiser (Applied Biosystem, Foster

City CA, EEUU).
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Secuenciacion directa mediante método Sanger de STAT3.

Las secuencias de nucleotidos utilizadas como cebadores para la secuenciacion
mediante método Sanger del exon 21 de STAT3 fueron:
GCCAGGCCACTGAACAGGGTG (Cebador Forward) y
TGTTGGGGTGACCGATGGGA (Cebador Reverse).

Analisis estadistico

La comparacion entre proporciones y rangos de las variables de distinto grupo se
realizaron utilizando el test de la chi cuadrado, el test exacto de Fisher, test de Student, o
test de U Mann-Whitney, segin estuviera indicado. Utilizamos los métodos de Kaplan
Meier y Cox en el andlisis de la supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de
progresion (SLP), considerando significativas los valores de p iguales o inferiores a 0.05
bilaterales. En los modelos Cox examinamos los residuos parciales para asegurar que el

supuesto de proporcionalidad de riesgos se cumplia.

3.3. Resultados

Cohorte, frecuencia de las LTC, relaciones clinicas.

Las principales caracteristicas de los pacientes en el momento del trasplante, tuvieran

o no una LTC, quedan resumidas en la Tabla 6.1. y Tabla 6.2.

La cohorte completa de 154 casos tenia una edad mediana de 42 afios con un ligero
predominio del género masculino (58%) , y con un nimero similar de pacientes que habian

recibido tratamiento de acondicionamiento de IR (48%) o MA (52%).
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Tabla 6.1. Principales caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio antes de la

infusion de PH.

Total eLTC Sin eLTC P eLTC Sin eLTC P
(n=154) Relativas Relativas Absolutas = Absolutas
(n=75) (n=79) (n=14) (n=140)
Edad media en el Alo-
TPH, afios (+DE) 42+ 16 45+ 14 39+17 0,03 52+ 11 41+ 16 0,02
Género, n(%)
Masculino 89(58%) 47(63%) 42(53%) 0,2 8(57%) 81(57%) 0,9
Femenino 65(42%) 28(37%) 37(47%) 6(43%) 59(43%)
Enfermedad, n(%)
LAM+SMD 68(44%) 37(49%) 31(39%) 0,2 9(64%) 59(42%) 0,1
Otras 86(56%) 38(51%) 48(61%) 5(36%) 81(58%)
Estado al Alo-TPH,
n(%)
1*RC 72(47%) 38(51%) 34(43%) 0,3 8(57%) 64(46%) 0,3
Otra 82(53%) 37(49%) 45(57%) 6(43%) 76(54%)
Alo-TPH previo, n(%) 26(17%) 12(16%) 14(18%) 0,5 1(7%) 25(17%) 0,3
Régimen de
acondicionamiento,
n(%)
MA 79(52%) 32(43%) 47(60%) | 0,04 7(50%) 72(52%) 0,3
IR 75(48%) 43(57%) 32(40%) 7(50%) 68(48%)
TBI, n(%) 49(32%) 24(32%) 25(31%) 0,9 5(36%) 44(31%) 0,7
Donante, n(%)
Emparentado 119(77%) | 51(68%) 67(84%) | 0,02 9(64%) 109(78%) | 0,5
No emparentado 35(23%) 24(32%) 12(16%) 5(36%) 31(22%)
HLA, n(%)
Idéntico 133(86%) | 65(87%) 68(86%) 0,9 13(93%) | 120(86%) @ 0.8
No idéntico 21(14%) 10(13%) 11(14%) 1(7%) 20(14%)

Abreviaturas: Alo-TPH: Trasplante Alogénico, DE: Desviacion Estandar, eLTC: expansiones de linfocitos T
citotoxicos, IR: intensidad reducida, LAM: Leucemia Aguda Mieloblastica, MA:Mieloablativo, RC: Remision

Completa, SMD: Sindrome Mielodisplasico. TBI: Irradiacién corporal total.

Nota: En negrita, los valores de p considerados significativos en el univariante: p <0,150.
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Tabla 6.2 Principales caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio: infusion y

Julia Mufioz Ballester

seguimiento.
Total eLTC Sin eLTC P eLTC Sin eLTC P
(n=154) Relativas Relativas Absolutas Absolutas
(n=75) (n=79) (n=14) (n=140)
Fuente del in6culo,
n(%)
SP 136(88%) 66(88%) 70(89%) 0,9 11(79%) 125(89%) 0,2
MO 18(12%) 9(12%) 9(11%) 3(21%) 15(11%)
CD34+(x10°/Kg)
infundidos 4,5(3,5-5,8) 1 4,5(3,7-6,2)  4,5(3,3-5,6) 0,9 | 423,1-56) 4,63,4-57) 04
(mediana,IQR)
Profilaxis de EICHa
Con Timoglobulina 29(18%) 22(29%) 7(9%) 0,001 3(21%) 26(18%) 0,5
Sin Timoglobulina 125(82%) 53(71%) 72(91%) 11(79%) 114(82%)
Reactivacion CMV 59(38%) 39(52%) 20(25%) 0,001 6(43%) 53(38%) 0,4
EICRa 82(53%) 47(63%) 35(44%) 0,02 9(64%) 73(52%) 0,3
EICRa
0-1 86(56%) 35(45%) 51(64%) 0,04 6(43%) 80(57%) 0,2
>2 68(44%) 40(53%) 28(36%) 8(57%) 60(43%)
EICRc 102(66%) 52(69%) 50(63%) 0,9 13(93%) 89(63%) 0,02
EICRc
0-2 64(41%) 32(43%) 32(41%) 0,5 2(14%) 62(43%) 0,03
2-3 90(51%) 43(57%) 47(59%) 12(86%) 78(57%)

Abreviaturas: Alo-TPH: Trasplante Alogénico, CMV: Citomegalovirus, £DE: + Desviacion Estandar, EICRa:

Enfermedad Injerto Contra Receptor Aguda, EICRc: Enfermedad Injerto Contra Receptor Cronica, eLTC:

expansiones de linfocitos, MO: Médula Osea, SP: Sangre Periférica.

Nota: En negrita, los valores de p considerados significativos en el univariante: p <0,150.

eLTC relativas.

Una ratio CD8+/CD4+ por encima de 1,5, persistente (con una duracidn superior a
los 6 meses) fue detectada en 75 de los 154 pacientes estudiados, mostrando todos ellos
un predominio de LGG en la extension de SP. Aquellos pacientes que presentaron estas
eLTC relativas estaban caracterizados por ser de mayor edad, haber recibido un
acondicionamiento de IR, haber recibido ATG como profilaxis de la EICR aguda, recibir
un in6éculo de DNE, y por presentar dos eventos clinicos en el post TPH temprano: la
reactivacion del CMV vy el desarrollo de una EICR aguda grave (Tabla 6.1 y 6.2) . Tan
solo un caso de neutropenia, transitoria, sin ningun tipo de relevancia clinica fue descrita

en este grupo de paciente con eLTC. Este episodio de neutropenia alcanzo6 niveles por
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debajo de 1 x 10%/L, se inici6 en el dia +100 y se resolvid sin ninglin tipo de intervencion

en el dia +180.

Cuando tomamos en consideracion el numero de episodios infecciosos relevantes
en cada uno de los periodos post-TPH (Tabla 7), hubo mas episodios en el grupo de los
pacientes que desarrollaron eLTC en el periodo temprano post-alo-TPH.
Fundamentalmente, presentaron mas infecciones fungicas entre los dias 0 y +41 (p=0,02)
y viricas (todas reactivaciones de CMV) entre los dias +41 y +180 (p= 0,03). No

encontramos diferencias significativas a partir del dia +180.

Los 17 pacientes con eLTC relativa que sufrieron una infeccion fingica invasiva
dentro de los primeros 40 dias tras la infusion presentaron cifras mas bajas de células NK,
CD8+ y CD4+ en el dia +30 desde la infusion comparados con el resto de la cohorte pero
solo la diferencia entre los linfocitos CD4+ alcanzd la significacion estadistica (0,129 vs.

0,238 x 10°/L , p=0,02).
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Tabla 7. Eventos infecciosos clinicamente relevantes segiin el periodo post-alo-TPH en funcion de la
presencia o ausencia de eLTC relativas o absolutas. En cada celda: numero de eventos infecciosos;
numero de pacientes con, al menos, un episodio infeccioso relevante/nlimero de pacientes que permanecen

en seguimiento al final del periodo.

Pacientes P.acientes Pacientes Pacientes sin
Periodo Total con eLTC sin eLTC P con eLTC eLTC absolutas P
relativas relativas absoluta (n=140)
(n=75) (n=79) (n=14)
0-40 dias
Total 161; 115/154, 85:61/75, 76; 54/79, | 0.06 18; 11/14, 141; 104/140, 0.7
(74%) (81%) (69%) (77%) (74%)
Bacterianas 115;103/154, 58; 52/75 57, 51/79, | 0.67 15; 10/14, 102; 93/140, 0.7
(66%) (69%) (64%) (71%) (66%)
Virales 23;20/154, 10; 8/75, 13; 11/79, 0.5 3;2/14, 20; 18/140, 0.4
(13%) (11%) (14%) (14%) (13%)
Fungicas 23;22/154, 17; 16/75, 6; 6/79, 0.02 2;2/14, 21;20/140 0.4
(15%) (21%) (8%) (14%) (14%)
Parasitarias 0 0 0 NT 0 0 NT
41-180 dias
Total 49; 39/154, 34; 23/75, 21;16/79, | 0.09 6;2/14, 33,37/140, 0.5
(26%) (30%) (21%) (14%) (26%)
Bacterianas 20; 13/154, 11; 8/75, 9;5/79, 0.3 3; 2/14, 13; 11/140 0.3
(8%) (11%) (9%) (14%) (8%)
Virales 25;22/154, 17; 15/75, 8;7/79, 0.03 2;2/14, 23;20/140, 0.6
(14%) (20%) (9%) (14%) (14%)
Fungicas 8; 8/154, (5%) 5; 5/75, 3; 3/79, 0.4 1; 1/14, 7, 7/140, (5%) 0.7
(7%) (4%) (7%)
Parasitarias 1/154 1/75 0/79 NT 0/14 1/140 NT
181-365 dias
Total 30; 24/154, 13; 10/75, 17; 14/79, 0.4 3;2/14, 27; 22/140, 0.8
(16%) (13%) (18%) (14%) (16%)
Bacterianas 14; 11/154, 6; 4/75, 8;7/79, 0.5 1; 1/14, 13; 10/140, 0.3
(7%) (5%) (9%) (7%) (7%)
Virales 8; 7/154, (5%) | 3;3/7, (4%) 5; 4/79, 0.3 1; 1/14, 7; 6/140, (7%) 0.3
(6%) (7%)
Fungicas 7; 7/154, (5%) 4; 4/75, 3, 3/79, 0.7 | 1;1/14 (7%) | 6, 6/140, (4%) 0.4
(5%) (4%)
Parasitarias 1/154 0/75 1/79 NT 0/14 1/140 NT
366-730 dias
Total 17; 16/128, 8;7/61, 9;9/67, 0.8 2;2/11, 15; 14/117, 0.8
(13%) (11%) (13%) (18%) (12%)
Bacterianas 10; 9/128, (7%) 5;4/61, 5;5/67, 0.7 1; 1/11, 9, 8/117, (7%) 0.4
(7%) (7%) (9%)
Virales 5; 5/128, (4%) 2;2/61, 3, 3/67, 0.8 0; 1/11, 5; 5/117, (4%) 0.5
(3%) (4%) (0%)
Fungicas 2; 2/128, (2%) 1; 1/61, 1; 1/67, 0.9 | L;1/11,(9%) | 1;1/117,(1%) 0.17
(1%) (1%)
Parasitarias 0/128 0/61 0/67 NT 0/11 0/117 NT

Nota: En negrita, los valores p considerados significativos en la univariante: p <0.150. Abreviaturas: eLTC:
expansiones de linfocitos T citotoxicos. NT: no realizado test estadistico por bajo o nulo nimero de eventos.
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No encontramos diferencias en la incidencia de muertes relacionadas con la
infeccion a lo largo del segundo y tercer afo tras el alo-TPH en funcidn de si se presentaba
o no eLTC relativa (4% en ambos grupos, n=3). La mediana de supervivencia relacionada
con la infeccion fue de 133 y 145 meses (p=0,5) para los pacientes que desarrollaron o no

una e TC relativa.

Con una mediana de seguimiento de 42 meses (rango interquartilico 22-75 meses),
la mediana de SG de toda la cohorte todavia no ha sido alcanzada. No encontramos
diferencias en cuanto a la SG en funcion de la presencia o ausencia de eLTC relativa,
presentando una mediana de 115 frente a 143 meses respectivamente (p=0,4; HR=1,3;
95% IC, 0,6-2,7; Figura 5.1 A). La mediana de tiempo hasta la recaida tampoco ha sido
alcanzada en ninguno de los grupos, que no parecen presentar distintos riesgos de recaida

de la enfermedad de base (p=0.6; HR=0.8; 95% IC= 0.4-1.7; Figura 5.1 B).

Figura 5.1. Curvas Kaplan-Meier mostrando las diferencias en supervivencia global
(A) y tiempo hasta la recaida (B), entre los pacientes en funcion de que presentaran

una eLTC relativa.
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eLTC absolutas.

Catorce pacientes en toda la cohorte desarrollaron un recuento de linfocitos T CD8+
por encima de 2x 10°/L de manera persistente (durante mas de 6 meses). Ademas, estos
pacientes cumplian también criterios para su inclusion dentro de las eLTC relativas. Las
caracteristicas de estos 14 paciente las resumimos en las Tablas 8.1 y 8.2. La deteccion
de una eLTC absoluta se asocid de una manera significativa con el desarrollo de EICR
cronica (en 13 de 14 pacientes, p=0,02); esta asociacion ademas se apoyaba en una mayor
frecuencia de casos moderados y graves de EICRc (p=0,03). No observamos ninglin caso
de neutropenia, y en 7 de estos 14 pacientes encontramos un componente monoclonal en
suero y/o positivad en el test de anticuerpos antinucleares. Se comunicaron dos
manifestaciones caracterizadas como autoinmunes en este grupo de paciente con eLTC
absolutas: un episodio de anemia hemolitica autoinmune (AHAI) y un paciente que

experimento polimiositis.

Tabla 8.1. Caracteristicas demograficas, de la enfermedad de base y del

procedimiento de TPH de los 14 pacientes que desarrollaron una eLTC absoluta.

Julia Mufioz Ballester

Edad | Género Enfermedad eﬁ?éifnoec(liae d Ré.gi.men dp DE Identidad | Fuente TBI | ATG
de base al TPH acondicionamiento HLA de PH
UPNI18 61 F LAM 2°RC IR Si Si SP No | No
UPN21 55 M LP-T 1*RC IR Si Si SP No | No
UPN25 50 F LAM 2°RC MA No Si SP Si Si
UPN43 41 M LAM 2°RC MA Si Si SP Si No
UPN46 54 M LAM 1°RC MA Si Si SP No | No
UPNS55 66 M LAM Refractaria IR Si Si SP No | No
UPNS5 41 M LAL 1*RC MA No Si MO Si No
UPNO92 47 M SMD/SMP 1*RC IR Si No MO No | No
UPNI111 | 38 M LAL 1°RC MA No Si SP Si Si
UPNI113 | 35 M LAM 1°RC IR Si Si SP No | No
UPN114 | 65 M LAM 1*RC IR Si Si SP No | No
UPN125 | 37 M LAM 1*RC MA Si Si SP Si No
UPN144 | 62 M LAM 1*RC IR Si Si SP No | No
UPN145 | 43 F SMD/SMP RP IR No Si MO No | No

Abreviaturas: DE: Donante emparentado, F: femenino, Fuente PH.: fuente de progenitores hematopoyéticos, IR: Intensidad

reducida, LAL: Leucemia aguda linfoblastica, LAM: Leucemia aguda mielobléstica, LP-T: Leucemia pre-T, M: masculino, MA:

Mieloablativo, MO: médula 6sea, RC: Remision completa, RP: Remision parcial, SMD/sMP: Sindrome mielodispléasico/

Sindrome mieloproliferativo, SP: Sangre periférica, TBI: irradiacion corporal total, TPH: trasplante
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Tabla 8.2. Eventos clinicos de los 14 pacientes que desarrollaron una eLTC absoluta.

EICRa EICR | Maxima linfocitosis | Reactivacion Neutropenia | CM
(Glucksberg) | (NIH) | alcanzada x 10°/L CMV p

UPNI18 2 3 3,971 No No Si
UPN21 No 3 3,963 No No No
UPN25 No No 2,154 Si No No
UPN43 No 3 2,198 No No No

UPN46 No 3 3,167 No No Si

UPNS55 1 3 2,329 Si No Si
UPNSS5S No 3 2,453 No No No
UPN92 1 1 2,183 Si No No
UPNI111 No 3 2,164 Si No No
UPNI113 No 3 2,254 No No No
UPN114 1 3 3,079 No No No
UPN125 3 3 2,561 Si No No

UPN144 No 3 2,163 No No Si
UPN145 No 3 2,455 No No No

Abreviaturas: CMV: citomegalovirus, EICRa: Enfermedad injerto contra receptor aguda, EICRc:

Enfermedad injerto contra receptor cronica, CM: componente monoclonal

No encontramos ninguna diferencia cuando analizamos el nimero de eventos
infecciosos relevantes en funcion del periodo de trasplante (Tabla 7). La incidencia de
muertes relacionadas con la infeccion a lo largo del 2° y 3° afios tras el trasplante fue de
1 y 5 casos dentro de los grupos con o sin eLTC absolutas (p= 0,7) La mediana de
supervivencia relacionada con la infeccion fue de 131 y 141 meses (p=0,4) en funcion de

la presencia o no de este tipo de eLTC absolutas.

Debido al limitado numero de pacientes con eLTC absolutas, el andlisis de SG
segun método Cox no obtuvo significacion estadistica (p=0,2; HR= 1,3, 95% IC 0,6-2,7;
Figura 5.2 A) , a pesar de una mediana de supervivencia manifiestamente distinta de 132
meses en el grupo sin eLTC absoluta frente una mediana de tiempo no alcanzada en el
grupo que presento este tipo de expansiones persistentes. Ninguno de los 14 pacientes
con una eLTC absoluta recayd mientras que 31 pacientes (22%) sin este tipo de

expansiones lo hizo (p=0,04; HR = 5,2; 95% IC, 1,1-11,2; Figura 5.2 B).
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Figura 5.2. Curvas Kaplan-Meier mostrando las diferencias en supervivencia global

(A) y tiempo hasta la recaida (B), entre los pacientes en funcion de que presentaran

una eLTC absoluta.
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En lo que respecta al seguimiento de estas expansiones de LTC la Figura 5.3A

ilustra los valores de la ratio CD8+/CD4+ durante la evolucién de los 75 pacientes que

presentaron una eLTC relativa. Los valores de esta ratio mostraron una distribucion

normal en cada uno de los momentos considerados, mostrando en el dia + 30 una media
(+/- desviacion estandar) de 1,5 +/- 0,9 en, 3,2 +/- 1,8 en el dia +100, 3,5+/- 1,5 en el dia
+365, 3,1 +/- 1,8 en el dia +730, 3,1+/- 1,5 en el dia +1095, 2,6+/- 1,8, en el dia +1440,

1,8+/- 1 en el dia + 1825, con uno de los pacientes alcanzando el mayor maximo de la

ratio (11) en el dia +100.
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Figura 5.3. Dinamica de las expansiones relativas. A) Representacion lineal a lo largo
del tiempo tras alo-TPH de la ratio CD8+/CD4+ en los 75 pacientes con eLTC relativa.
B) Grafico de valores acumulados de 25 pacientes con una eLTC relativa y un
seguimiento minimo de 1440 dias desde el alo-TPH. Cada linea representa, en cada punto
temporal, la suma del valor en porcentaje respecto al total de casos, de un nuevo caso a

los reproducidos por debajo.
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La Figura 5.3 B es un grafico lineal de valores acumulados, con el objetivo de
representar la tendencia a lo largo del tiempo de la ratio CD8+/CD4+; tendencia que
incluye solo aquellos pacientes con una eLTC relativa y un seguimiento minimo de 5
afos. La linea inferior representa el porcentaje respecto al total de casos de la ratio
CD8+/CD4+ de un paciente, acumulandose los casos inferiores en cada una de las lineas
siguientes. De tal manera que la linea superior representa el porcentaje acumulado de los
25 casos con eLTC relativa y seguimiento prolongado, respecto al total de casos con
eLTC. Este grafico muestra de una manera clara la tendencia de la ratio a lo largo del
tiempo. Existe una tendencia a su incremento en todos los pacientes entre los dias + 30 y
+ 100, y en el 92 % de los casos esa tendencia ascendente se mantiene entre los dias +100
y al afio tras el trasplante. En ese momento, los pacientes muestran una transicion hacia
una tendencia decreciente de la ratio que se reduce de manera significativa en todos los
casos entre los dias + 365 y + 1095, momento en el que en la mayoria de los enfermos,

se alcanza una meseta.

En la cohorte de pacientes con eLTC absolutas, el recuento de células CD8+
comenzaba a diferenciarse de manera significativa respecto de los pacientes sin eLTC

absoluta en el dia +100 (0,750 Vs. 0,492 x 10°/L , p =0,03) , y el comportamiento de la
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ratio seguia una tendencia similar al descrito anteriormente en los casos de eLTC relativa

(Figura 5.4 Ay B).

Figura 5.4. Dinamica de las expansiones absolutas. A) Representacion lineal a lo largo
del tiempo tras alo-TPH del recuento de linfocitos CD3+CD8+ en los 14 pacientes con
eLTC absoluta. B) Grafico linea de valores acumulados de 11 pacientes con una eLTC
absoluta y un seguimiento minimo de 1440 dias desde el alo-TPH. Cada linea representa,
en cada punto temporal, la suma del valor en porcentaje respecto al total de casos con

eLTC, de un nuevo caso a los reproducidos por debajo.
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El incremento del recuento de células CD4+, comparado con el resto de poblaciones
celulares, tras el dia +1095, fue el responsable de que la ratio se normalizara en el largo
plazo en el caso de las eLTC absolutas (Figuras 5.5 A 'y B para las eLTC relativas; Figura
5.5 C y D para las eLTC absolutas).
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Figura 5.5. Dinamica del recuento de linfocitos CD8+ y CD4+. (A y B): representacion
lineal del recuento de linfocitos CD8+ (A) y CD4+ (B) en el grupo de eLTC relativas a
lo largo del tiempo. (C y D): representacion lineal del recuento de CD8+ (C) y CD4+ (D)
en el grupo de eLTC absolutas. Nota: en los grupos A y B los 14 pacientes que cumplian

criterios de eLTC absolutas fueron excluidos.
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Caracteristicas inmunofenotipicas y moleculares.

En 17 pacientes con eLTC pudimos analizar de manera transversal un panel
inmunofenotipico extendido: 5 casos con eLTC absoluta y 12 casos con eLTC relativa
(Tabla 9). La muestra a analizar fue elegida del punto temporal en el que la ratio o el
recuento absoluto cumpliera nuestro criterio definitorio de eLTC. En todos los casos
encontramos un fenotipo de célula CD8+ citotoxica expresando cadenas alfa/beta en el
receptor de células T. Encontramos pequefias diferencias en la expresion de CD25, CD16
y CD1a. Un paciente con una eLTC relativa mostrd una expresion intensa del marcador
CD56: su ratio se normalizd en el dia +730 sin haber sufrido ningin evento de

caracteristica inmune.
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Tabla 9. Caracteristicas inmunofenotipicas ampliadas de 5 casos con eLTC absoluta y 12 casos de eLTC relativa.

eLTC | Paciente  CD3 CD8 CD4 CD7 1a CD2 | CD25 | CD5 H;RA " ap y6 CD56 CD57 CDI16 TCR STAT3
R UPN2 + + - + - + + + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN23 + + - + + + + + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN24 + + - + + + + + + + | - - + - Clonal Neg
A UPN25 + + - + + + + + + | - - + + Clonal Neg
R UPN27 + + - + - + - + + + | - - + - Oligoclonal Neg
R UPN28 + + - + - + - + + + | - - + - Oligoclonal Neg
A UPN46 + + - + + + - + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN66 + + - + - + + + + + - - + + Clonal Neg
A UPN92 + + - + - + + + + + | - - + - Clonal Neg
A UPN114 + + - + + + + + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN122 + + - + - + - + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN126 + + - + - + - + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN128 + + - + - + - + + + | - - + - Oligoclonal | Neg
R UPN131 + + - + - + + + + + - + + + Clonal Neg
R UPN135 + + - + - + - + + + | - - + - Clonal Neg
R UPN136 + + - + - + - + + + | - - + - Polyclonal Neg
A UPN144 + + - + + + + + + + | - - + - Clonal Neg

Abreviaturas: A: Absolutas, e LTC: expansiones de linfocitos T citotoxicos, Neg: negativo, R: relativas

111



“Impacto Clinico de la Distribucion de las Poblaciones Linfocitarias en el Indculo y en Sangre Periférica Post-Trasplante
Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos”

De los 75 pacientes con expansion de linfocitos T citotoxicos disponiamos de ADN
en 68 casos (incluidos los 14 pacientes con eLTC absoluta). E1 ADN correspondia en
todos los casos a una fecha en que la ratio y el contaje absoluto cumplian los criterios que
establecimos para la definicion de expansion persistente y, en los casos en los que fue
posible, siempre elegimos la muestra que coincidiera con el pico mas alto de la ratio o del
recuento. Para incrementar la sensibilidad de la técnica de PCR, se seleccioné ADN de
células inmuno-seleccionadas CD3+ en 54 de 68 casos. Ademas, todas estas muestras
fueron estudiadas para la presencia del reordenamiento de TCR y para la presencia de

mutaciones en el exén 21 del gen STATS3.

En el grupo de pacientes con eLTC relativa, el estado de reordenamiento del gen
TCR fue descrito como clonal, oligoclonal o policlonal en el 77%, 16% y 7% de los casos,
respectivamente. El reordenamiento del gen TCR fue descrito como clonal en todos los
casos de expansiones absolutas LTC (n= 14). No encontramos mutaciones somaticas en

el exon 21 del gen STAT 3 en ninguno de los casos relativos o absolutos de eLTC.

3.4. Discusion

Las expansiones periféricas independientes de la generacion en el timo de células
CD8+, derivadas a partir del indculo en la fase inicial de la recuperacion inmune tras alo-
TPH es un fenomeno fisioldgico bien estudiado. Sin embargo, la descripcion de casos con
LLGG sintomaticas y con comportamiento agresivo en el periodo post-alo-TPH ha
generado cierta incertidumbre en cuanto a la naturaleza fisiologica de estas expansiones,
sobre todo en los casos en los que la eLTC persiste mas alla del periodo temprano post-
alo-TPH. En nuestro estudio, el 28% y el 9% de los pacientes sometidos a alo- TPH
mantuvieron una expansion relativa o absoluta mas alla de los 2 afios post-alo-TPH. Tanto
el contexto clinico como la elevada proporcion de casos sugieren que se trate de
expansiones fisiologicas; un fenomeno benigno que en nuestro trabajo quedé confirmado
por la ausencia de mutaciones en el exon 21 del gen STAT3 y por la correccion a largo
plazo del desequilibrio en la ratio CD8+/CD4+. Este trabajo, clinico, molecular e
inmunofenotipico indica que la presencia de una “verdadera” LLGG T en el periodo post-

alo-TPH es excepcional.
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En la literatura se han descrito porcentajes muy distintos de pacientes afectados por
este tipo de expansiones tras trasplante de oOrgano so6lido o de progenitores
hematopoyéticos. Estas diferencias son atribuibles, en parte, al uso de diversas
definiciones y a la incorporacion de nuevas técnicas moleculares e inmunofenotipicas en
el seguimiento de los pacientes post-alo-TPH.3%*218 La LLGG qued6 definida por un
incremento persistente en el porcentaje de LGG en una extension de SP, normalmente
con una cifra de linfocitos entre 2 y 20 x 10°/L sin otra causa identificable. *** Sin
embargo, hoy en dia se reconoce que incluso recuentos linfocitarios dentro de la
normalidad pueden ser compatibles con el diagndstico de LLGG.?* En nuestro estudio,
intentando aplicar de manera estricta las definiciones de LLGG de la OMS, tuvimos en
consideracion dos definiciones distintas de eLTC. Por un lado una expansion cuantitativa
absoluta (> o = 2,0 x 10°/L), y por otro lado una expansion relativa en forma de ratio
CD8+/CD4+ > o = 1,5. En ambos casos exigimos que la expansion asi definida,
persistiera por mas de 6 meses. En nuestra cohorte, no usar un umbral cuantitativo
absoluto para definir una expansion linfocitaria supondria establecer el diagnostico de
expansion persistente en el 49% de los pacientes trasplantados. Con una caracterizacion
inmunofenotipica o molecular adicional (como la presencia de un marcador NK o de un
reordenamiento monoclonal) no conseguiriamos reducir ese porcentaje tan elevado de
manera significativa: CD 57 se expreso en todos los casos con eLTC y en un 80% de estos
casos el estudio molecular del receptor TCR mostraba un patrén neopléasico. Las
mutaciones adquiridas en STAT3, responsables de la persistencia de clones de linfocitos
T citotdxicos, son un fenémeno frecuente en la LLGG, y ese tipo de clones mutados
también se han indentificado en determinadas enfermedades con base autoinmune como
la aplasia medular y el sindrome mielodisplasico hipocelular.??!*** Nuestro estudio
descarta la presencia de mutaciones adquiridas en el exén 21 de STAT3 en las células
responsables de esas expansiones persistentes de LTC durante el seguimiento de

pacientes sometidos a alo-TPH.

El enfoque traslacional de nuestro trabajo incluy¢ la evaluacion del impacto clinico
de estas eLTC. Encontramos que la presencia de expansiones relativas fue mas frecuente
en aquellos pacientes que reactivaron CMV y/o desarrollaron EICR aguda asi como en
aquellos casos que fueron sometidos a un acondicionamiento de IR o recibieron ATG
como parte de la profilaxis frente a EICR. El uso de ATG fue la variable que presentod

una mayor asociacion con el desarrollo de expansiones de LTC lo que concuerda con los
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hallazgos recientemente comunicados que correlacionan el uso de ATG con la
proliferacién de un mayor numero de células T de memoria CD8+, fundamentalmente
debida al descenso de linfocitos T CD8+ inmaduros provocados por el uso de este

agente.??

Nos parece destacable, al considerar solo los casos con expansion absoluta, que la
persistencia de estos linfocitos CD8+ efectores se asocid en nuestro estudio a EICR
cronica, en la mayor parte de los casos cuando esta era de grado severo. Podriamos
hipotetizar que el incremento de la ratio CD8+/CD4+ en el post-alo-TPH es
desencadenado por estos eventos del periodo temprano post-alo-TPH, alcanzando una
verdadera linfocitosis T absoluta en el contexto de EICR cronica grave. La dindmica de
estas expansiones, tanto las de naturaleza relativa como absoluta parecen seguir un patroén
similar en todos los casos, con una reduccion de la ratio CD8+/CD4+ que se inicia a partir
del afio post-alo-TPH. En el caso de las expansiones absolutas, la normalizacion de esa
ratio a largo plazo se produjo en todos los casos por un incremento proporcional de los
linfocitos CD4+, sin que se produjera un descenso significativo de los CD8+. Esta
“expansion tardia compensatoria” de los linfocitos T CD4+ es otro argumento que apoya
la naturaleza fisioldgica, en contraposicion a una naturaleza clonal maligna, de los casos

con expansiones absolutas.

El desarrollo y mantenimiento de un repertorio de células T amplio es un requisito
fundamental para la competencia del sistema inmune. En el periodo temprano tras el
trasplante alogénico de PH el repertorio de células T procede de lo aportado en el indculo
del donante.?*!?32 Por esta razon, quisimos explorar si la distorsion en la amplitud del
repertorio de células T provocado por la proliferacion de estas expansiones (clonales u
oligoclonales) tenia repercusiones a nivel clinico en forma de infecciones. Encontramos
un mayor niumero de infecciones fingicas y episodios de reactivacion de CMV en el
periodo temprano tras el trasplante alogénico de PH en el grupo de pacientes que
presentaba una expansion relativa de LTC. En relacion a esto, la estimulacion cronica por
antigenos de CMYV ha sido postulado como un desencadenante potencial de las eLTC, ya
que la asociacion significativa de estas expansiones y la reactivacion de CMV es un
hallazgo comunicado de manera recurrente.’®*’ Sera necesario disefiar estudios con un
seguimiento mas estrecho de la reconstitucion inmune para determinar de manera
definitiva si el desarrollo de estas expansiones de LTC estan precedidas de manera

constante por estos eventos infecciosos del periodo temprano del alo-TPH. Las ILD han
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mostrado, tanto en estudios basicos como clinicos, que los linfocitos T maduros
procedentes del donante constituyen un componente crucial en el tratamiento de las
recaidas que acontecen tras el alo-TPH.?32*%23 Ademas, la presencia de una
proliferacion de LTC ha sido relacionada con el efecto antitumoral en pacientes con

leucemia linfatica cronica (LLC) tras alo-TPH.?

Por todo ello, quisimos explorar si la presencia de este tipo de expansiones en esta
cohorte se relacionaba con diferencias significativas en cuanto a supervivencia global o
tiempo hasta la recaida. Sorprendentemente, ninguno de los 14 pacientes en los que
identificamos una expansion absoluta de LTC experimento6 una recaida de la enfermedad
de base. Por un lado, esta asociacion se sustenta en que encontramos estas expansiones
absolutas en pacientes en su mayoria con EICR cronica severa, que es un mecanismo
fundamental en el efecto anti cancerigeno del trasplante alogénico.*®?*” Por otro lado, el
espectro tan amplio de enfermedades de base incluido en nuestra cohorte nos obliga a
interpretar esta asociacion entre expansiones absolutas y supervivencia libre de
enfermedad con cautela. Ya que estos pacientes con expansion absoluta y libres de recaida
presentaban niveles elevados de linfocitos T CD8+ ya en el dia +100, la enumeracién de
esta subpoblacion y el andlisis de su potencial valor predictivo del desarrollo de EICR

cronica severa surge como un andlisis derivado de nuestro trabajo a realizar en el futuro.

La principal limitacidon de nuestro estudio es la heterogeneidad, ya citada, en cuento
a la enfermedad de base por la que se realizé el trasplante alogénico de PH, lo que
inevitablemente sesga los andlisis de supervivencia. Ademads, el escaso nimero de
pacientes que cumplian los requisitos para ser diagnosticados de una expansion absoluta
de LTC podria provocar la infraestimacion de algunas asociaciones; estas dos

limitaciones subrayan la importancia de los estudios colaborativos multicéntricos.

En resumen, la aparicion de una eLTC persistente es un evento frecuente tras alo-
TPH, asociado a determinadas variables tanto del procedimiento como del seguimiento.
La ausencia de mutaciones adquiridas en STA73 y la correccion a largo plazo de estas
expansiones apoya su naturaleza benigna lo que se manifiesta clinicamente en la ausencia

de impacto negativo tanto en el pronodstico como en la incidencia de eventos infecciosos.
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3.5. Conclusiones

- La aparicién de una eLTC persistente es un evento frecuente tras alo-TPH, con una
incidencia aproximada de un 50% de los casos, siendo mas comun en los enfermos

que recibieron acondicionamiento de IR.

- Los pacientes que presentaron una eLTC persistente presentaron una mayor
frecuencia de reactivacion de CMV y de EICR aguda. Esta asociacion mantuvo la

significacion al ajustar por el tipo de acondicionamiento.

- La mayoria de los pacientes mostraron esta expansion en el dia +100, alcanzando su
pico cuantitativo al afio tras el procedimiento, cuando comenzé una tendencia a la

normalizacién, que se alcanzo en todos los casos al tercer afio post-alo-TPH.

- La ausencia de mutaciones adquiridas en STA73 apoya la naturaleza benigna de estas
expansiones, que viene expresada en la clinica por un nulo impacto de estas

expansiones en el prondstico.

- Ninguno de los pacientes en los que identificamos una eLTC absoluta experimento
una recaida de la enfermedad de base. Esto probablemente es debido a que la
presencia de estas expansiones se encuentra relacionada con la EICR crénica severa,
que es un mecanismo fundamental en el efecto anti cancerigeno del alo-TPH. Ya que
estos pacientes con expansion absoluta y libres de recaida presentaban niveles
elevados de linfocitos T CD8+ ya en el dia +100, la enumeracion de esta subpoblacion
y el anélisis de su potencial valor predictivo del desarrollo de EICR cronica severa

surge como un analisis derivado de nuestro trabajo a realizar en el futuro.
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4. CAPITULO II: “Valor pronéstico del compartimento natural killer
CD56"%" en el inéculo infundido en el desarrollo de enfermedad injerto
contra receptor cronica tras trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos”

4.1. Introduccion.

El éxito de los alo-TPH de PHSP se ve limitado por una tasa mayor de desarrollo de
EICR crénica,?® atribuida a la infusion de un mayor niimero de linfocitos T.2*° Otros trabajos
han sugerido como responsables de la EICR cronica a la cantidad de progenitores CD34+
del donante infundidos,?* a la poblacion de linfocitos T activados en etapa tardia,>*! o a la
cantidad de células nucleadas totales infundidas.?** Por otro lado, las poblaciones inmunes
asociadas a una mayor tasa de EICR aguda en alo-TPH de SP incluye a células dendriticas
y T reguladoras, sin que, en estos estudios, se haya encontrado una asociacion de dichas

poblaciones con la forma cronica.?4*4

Recientemente, Kariminia y colaboradores han revisado los datos del estudio clinico
CBMTG 0601, para intentar arrojar luz sobre este tema. En dicho estudio se comparaba el
uso de PH de MO frente a aquellos obtenidos de SP. En ambos casos se administraba al
donante la misma dosis de G-CSF, realizdndose la colecta segin el mismo esquema
temporal. Ademads, la poblacion de estudio eran todos receptores adultos (por encima de 16
afios de edad) con DE (HLA 8/8 o 7/8). La aleatorizacion permitia eliminar los sesgos en
cuanto a otros factores de confusion potenciales, como el régimen de acondicionamiento o
la enfermedad de base.>* A partir de los datos de ese ensayo, los autores determinaron una
serie de poblaciones inmunes en los productos de donacién procedentes tanto de MO como
de SP, en ambos casos estimulados con G-CSF. Inicialmente, encontraron asociaciones
significativas entre dos poblaciones inmunes y el desarrollo de EICR crénica y de su forma
extensa. Tanto la poblacion de linfocitos T CD4+ IFN gamma+ como la de células NK
reguladoras CD56”%" presentaron una relacién inversa y significativa con el desarrollo de

EICR crénica, sugiriendo su papel regulador del proceso.

Posteriormente, pusieron en contexto con el resto de las poblaciones inmunes estos
hallazgos y encontraron que: i) no existia ninguna otra correlacion significativa entre otras

poblaciones y eventos clinicos, pero si anadian dos asociaciones significativas, la relacion
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inversa entre la cantidad infundida de CD56”¢" NK vy el desarrollo de EICR aguda, y la de
la cantidad de células T CD4+ IFN gamma+ con la mortalidad relacionada con el trasplante;
i1) estas asociaciones se mantuvieron tras realizar una andlisis secundario que incluyera a
aquellos pacientes que murieron o recayeron antes de dos afos post-trasplante; y iii) la
inclusion de ambos tipos de indculos (tanto MO como SP) incrementaba la asociacion de
estas poblaciones con el desarrollo de EICR crénica, pero al medir el impacto de manera
separada, la poblacién CD56"%" NK presentaba un mayor impacto en el subgrupo de

pacientes en el que los progenitores habian sido recogidos de SP.

En este estudio hemos querido validar con nuestra cohorte de pacientes, el papel que juega

la cantidad de células CD56"¢" infundidas en el desarrollo de la EICR.

4.2. Pacientes, material y métodos

Pacientes

Se incluyeron pacientes que, de manera consecutiva, fueron sometidos a un alo-TPH
de sangre periférica dentro del programa de trasplante alogénico del servicio de Hematologia
y Oncologia Médica del hospital Universitario Morales Meseguer entre los afios 2003 y

2017, que ademas cumplieron los siguientes criterios:

1) Que tuvieran una determinacion cuantitativa de las subpoblaciones linfocitarias mediante

CMF multiparamétrica en el in6culo donado.
i1) Que el esquema de movilizacion del donante incluyera G-CSF.
iii) Que el indculo no fuera manipulado en su composicion.

iv) Pacientes con muertes o recaidas tempranas, antes del dia +100 o que experimentaron

fallo de injerto primario o secundario fueron excluidos en un primer analisis.

Se estudiaron dos cohortes de pacientes: intentando reflejar los criterios de inclusion
del trabajo pivotal de Kariminia y colaboradores. En la primera cohorte se excluyeron
aquellos pacientes con alo-TPH de DNE, de donante haploidéntico y aquellos pacientes con
muertes o recaidas tempranas, antes del dia +100. Esta cohorte seleccionada estaba
compuesta por 104 pacientes. En un segundo analisis, se considero el total de 207 pacientes

incluidos inicialmente. Los pacientes que recibieron ILD y que cumplian todos los criterios

121



“Impacto Clinico de la Distribucion de las Poblaciones Linfocitarias en el Indculo y en Sangre Periférica Post-Trasplante
Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos”

anteriormente citados, fueron censurados en la fecha de ILD. Se obtuvo consentimiento
informado para el acceso a los datos clinicos de acuerdo a protocolos acordados por el
Comité de Etica de Investigacion Clinica del hospital Universitario Morales Meseguer y a la

declaracion de Helsinki.

Proceso de aféresis

Se realizé un hemograma y recuento de células CD34+ en sangre periférica a partir del
dia 4 de movilizacion. El procedimiento de leucoaféresis se inicio si la concentracion de
CD34+ superaba los 15/uL. Los dispositivos que se emplearon para la colecta de células
mononucleares fueron el separador celular Cobe Spectra (Terumo BCT®) con el programa
de CMN (linfocitoaféresis) y el separador Spectra Optia (Terumo BCT®), procesandose la
volemia estimada para que el rango de CD34+ por kilogramo de peso del receptor solicitado

se alcanzara (generalmente 4-8 x 10%/Kg).

Estudios de citometria de flujo

Las muestras para la determinacion mediante CMF de las poblaciones linfocitarias se
obtuvieron de alicuotas del in6culo, tras completar el proceso de recoleccion. Las muestras
se marcaron con las siguientes combinaciones de fluorocromo-anticuerpo: FITC-anti-CD3,
PE-anti-CD4, y PerCP-anti-CD19 FITC, y una segunda combinacion con anti-CD3, PE-
anti-CD56, y PerCP-anti-CD8. Todos los anticuerpos fueron adquiridos de Becton-

Dickinson, usandose controles isotipo en cada experimento.

Las poblaciones CD3+, CD3+/CD8+, CD3+/CD4+, CD3-/CD56+ y CD19+ fueron
identificadas segun estrategias de seleccion descritas previamente.>*® En lo que respecta a la
poblacion NK CD56”¢" (Figura 6), se identifico en un primer paso la poblacién linfocitaria
por su baja intensidad en la grafica que enfrenta la dispersion angular y frontal de luz. Las
c€lulas natural killer se determinaron mediante seleccion de poblacion linfocitaria que fuera
negativa para CD3 y positiva para CD56. Los compartimentos de células NK CD56%" y
CD56%™ fueron discriminados en funcién de su densidad de fluorescencia. El compartimento
CD56"%" present6 una intensidad media de fluorescencia (IMF) de 836 (rango, 550-1000)
frente al compartimento CD56%" que mostraba una IMF de 238 (rango, 130-450).

Se utiliz6 un citémetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson) para la adquisicion

de, al menos, 20.000 eventos en cada experimento y el analisis se realizo mediante el uso del
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programa Paint-a-Gate y CellQuest (Becton Dickinson) para la obtencion de los porcentajes

e IMF de células que cumplieran los criterios de seleccion.

Figura 6. Estrategia de seleccion —gating—, en la determinacion de porcentaje e
intensidad de fluorescencia media de los compartimentos bright y dim dentro de los
linfocitos NK. a) Inicialmente, seleccionamos la poblacion (en rojo) de menor intensidad en
ambos ejes de la grafica que enfrenta la dispersion luminica angular y frontal. b) En segundo
lugar, dentro la poblacion que hemos seleccionado en el paso a, seleccionamos aquellos
elementos CD3-/CD56+. c) El ultimo paso consiste en dividir la poblacion que haya
satisfecho las condiciones previas en funcion de la intensidad de expresion de CD56, en un
cluster brillante (bright-violeta en la grafica) y otro de intensidad intermedia (dim-azul en la
grafica).
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Estadistica

Las variables categoricas se presentan mediante proporciones y las variables continuas
mediante media + desviacion estandar o mediante mediana (rango intercuartilico), en
funcién del método mas representativo seglin la variable expresada. Se empleo el test de

Kolmogorov-Smirnov para verificar la distribucién normal de las variables continuas.

Para correlacionar las variables con los eventos clinicos evaluados hemos realizado un
analisis univariante mediante modelo de regresion de Cox. Posteriormente hemos realizado
un andlisis multivariante incluyendo las variables que alcanzaron una p<0,150 en el analisis

univariante.
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Para la dicotomizacion de las variables continuas determinamos los valores de area
bajo la curva, especificidad y sensibilidad utilizando la Receiver Operator curve (ROC) de
cada una de ellas. Se eligio el punto de corte en funcion de los valores de area bajo la curva
(AUC). Si el AUC era >600 6 <400, se optd por el valor de la variable con mayor
especificidad y sensibilidad; si el valor de AUC ROC se encontraba entre los valores de 600

y 400, se opt6 por dicotomizar en funcién del valor de percentil 75.

El analisis se realizo mediante SPSS 21. 0 (SPSS, Inc; Chicago, Illinois, EEUU).

4.3. Resultados

Estudio Descriptivo: Caracteristicas clinicas de la cohorte

En la tabla 10 se resume los principales datos de caracterizacion de los pacientes de
nuestra cohorte, incluyendo datos sobre la enfermedad de base, demograficos (edad al
trasplante) y las variables clinicas y bioldgicas del procedimiento, consideradas relevantes

para el estudio.

Mostramos los datos correspondientes a la cohorte inicialmente seleccionada, que
refleja los mismos criterios de inclusion que el trabajo de Kariminia,?!? y los de la cohorte
incluida en un segundo andlisis. Las diferencias significativas entre ambas cohortes reflejan,
fundamentalmente, los criterios de exclusion para la primera cohorte: pacientes con alo-TPH
no emparentado y haploidéntico, y la exclusion de los pacientes que, por fallecimiento o
recaida, no alcanzaron la fecha para el diagnostico de EICR crénica (dia +100), hecho que,
de manera indirecta, supone un sesgo de exclusion de los casos con peor pronostico tras alo-

TPH.

En la cohorte inicialmente seleccionada de 104 pacientes, obtuvimos una mediana de
edad de 47 anos (33-57 afios) al alo-TPH, encontrando un muy discreto predominio del sexo
masculino (51%) en el caso del receptor. La enfermedad de base al diagndstico mostraba un
47% de pacientes diagnosticados de leucemia aguda mieloide/sindrome mielodisplasico

frente a un 53% con otras enfermedades.

Destacamos la presencia de un 26% de disparidad entre receptor y donante en cuanto
a la seropositividad para CMV vy el equilibrio en los porcentajes entre regimenes de

acondicionamiento mieloablativo y de intensidad reducida (52% y 48%, respectivamente).
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En la tabla 11 se puede observar que las células NK representaban el menor porcentaje
dentro de las poblaciones linfocitarias y como, dentro de éstas, el compartimento bright,

representaba solo un 0,5%.

Tabla 10. Principales caracteristicas al trasplante de los pacientes incluidos en el

estudio.
Cohorte Total Cohorte Seleccionada
(n=207) (n=104)

Edad (afios), mediana (p25-p75)

Receptor 46 (31 -57) 47 (33 -57)

Donante 42 (27 -53) 45 (33 - 57)
Varén/Mujer, n(%)

Receptor 115 (55,6) /92 (44,4) 53(51)/ 51(49)

Donante 118 (57,1)/ 88 (42.,9) 51(49) / 53(51)
Disparidad Género, n(%) 99 (47,8) 51 (49,0)
Donante mujer / Receptor varon 53 (25,6) 30 (29,1)
Peso(Kg), mediana (p25-p75)

Receptor 71 (60 -81,5) 69,2 (60 — 80)

Donante 72 (62 -84,9) 69 (59 - 80,2)
Seropositividad a CMV, n (%)

Receptor 167 (80,7) 84 (81,6)

Donante 143 (69,1) 80 (78,4)

Disparidad Receptor/Donante 61 (29,5) 26 (26,5)
Diagnoéstico enfermedad de base, n (%)

SMD/LAM 95 (45,9) 49 (47,1)

Otras 112 (54,1) 55(52,9)
RC al Alo-TPH, n (%) 127 (61,4) 32 (30,8)
TPH previo, n (%)

Autologo 33 (15,9) 2(1,9)

Alogénico 10 (4,8) 19 (18,3)
Donante, n (%)

Emparentado 166 (80,2)

No emparentado 41 (19,8)
HLA, n (%)

Idéntico 153 (73,9) 99 (95,2)

Parcialmente idéntico 20 (9,7) 5(4.8)

Haploidéntico 34 (16,4) -
Fuente de progenitores, n (%)

Sangre periférica 187 (90,3)

Médula 6sea 20 (9,7)
Régimen de acondicionamiento, n (%)

Mieloablativo 99 (47,8) 54 (51,9)

Intensidad Reducida 108 (52,2) 50 (48,1)
Irradiacion en acondicionamiento , n (% 51 (24,6) 24 (23,1)
ATG, n(%) 39 (18,8) 2(1,9)
Profilaxis EICR, n (%)

CyA /MTX 134 (64,7) 98 (94,2)

Otros 73 (35,3) 6 (5.8)
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Abreviaturas: Alo-TPH: trasplante alogénico, ATG: timoglobulina, CMV: citomegalovirus, CyA: ciclosporina
A, EICR: enfermedad injerto contra receptor, LAM: leucemia aguda mieloide, MTX: metrotrexate. RC:

remision completa, SMD: sindrome mielodisplasico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las dos cohortes
analizadas y las poblaciones de linfocitos del inoculo (Tabla 11). La mediana (rango
intercuartilico) del porcentaje de células NK CD56”%" que se obtuvo en el anélisis por
citometria de flujo del indculo donado fue de 0,5% (0,3 -0,7) en la cohorte total y de 0,4%

(0,3 —0,6) en la seleccionada para el primer analisis.

Tabla 11. Distribucion celular en el in6culo. Los porcentajes de los distintos

compartimentos inmunes se calculan respecto del total de linfocitos.

Compartimento celular Cohorte Total Cohorte Seleccionada
(n=207) (n=104)
Células nucleadas x10%/Kg, mediana (RIQ) 85(05,4-11)5) 10,1 (7,4-12,9)
CD34+ x10%/Kg, mediana (RIQ) 5,1 (3,8-6,4) 5,2 (4,2-6,3)
Compartimentos inmunes, porcentaje respecto al total ¢ Cohorte Total Cohorte Seleccionada
linfocitos, mediana (RIQ) (n=207) (n=104)
CD3+/CD4+ 43,8 (37,9 -48.5) 45,5 (41,1 —50,3)
CD3+/CD8+ 25,2 (20,4 —-31,0) 24,9 (19,9 -31,3)
CD3-/CD56%"sht 0,5 (0,3 -0,7) 0,4 (0,3-0,6)
CD3-/CD564™ 7,1 (5,0-9,7) 6,8 (5,3-9,4)
CD19+ 16,2 (12,4 -20,2) 14,0 (11,4 -18,0)

Abreviaturas: RIQ: rango intercuartilico.

En cuanto al evento de interés del estudio, el desarrollo de EICR croénica, la Tabla 12
muestra la distribucion de los pacientes en cuanto al grado de la misma, y la mediana de dias

desde el dia de la infusion hasta el diagndstico, en cada una de las cohortes analizadas.
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Tabla 12. Distribucion de los pacientes en funcion del grado y tiempo de desarrollo de

EICR aguda y croénica.
Cohorte Total Cohorte Seleccionada
(n=207) (n=104)
Grado de EICR aguda, n(%)
T 0 93 (44.,9) 52 (50,0)
= 1 43 (20,8) 21 (20,2)
=2 >2 71 (34,3) 31 (29,8)
=
=
Dias desde Alo-TPH,
mediana (p25 -p75) 3524 -74) 38 (26,5 -67.5)
8 | Grado de EICR cronica, n(%)
~§ No 115 (55,6) 38 (36,5)
; Leve/Moderada 55(26,5) 35(33,6)
O Grave 37 (17,9) 31 (29,8)
R | Dias desde Alo-TPH,
186.5 (132,5 -280,5) 180 (134 -274)

mediana (p25 -p75)

Abreviaturas: Alo-TPH: trasplante alogénico, EICR: enfermedad injerto contra receptor.

Distribucion del componente CD56"¢" en funcion del tipo de EICR crénica

En la cohorte 1 (104 pacientes), los pacientes que desarrollaron EICR cronica y cronica
severa habian sido infundidos con una menor cantidad de células CD56”¢" (Figura 7). En
la cohorte 2 (207 pacientes) también se confirmoé que el desarrollo de EICR cronica severa

se relacionaba con el nimero de células reguladoras recibido (Figura 8).
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Figura 7. Porcentaje de células CD56°%¢" NK en el inoculo de los pacientes incluidos en
la cohorte 1 (n=104) en funcion de: a) si desarrollaron EICR cronica o no; (b) si

desarrollaron EICR cronica severa o no.
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Figura 8. Porcentaje de células CD56”"%¢" NK en el inoculo de los pacientes incluidos en
la cohorte 2 (n=207) en funcion de: a) si desarrollaron EICR crénica o no; (b) si

desarrollaron EICR cronica severa o no.
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Analisis factores de riesgo EICRc severa en la cohorte seleccionada de 104
pacientes

Analizamos en la cohorte 1 factores relacionados con caracteristicas clinica y

biologicas del donante y del receptor, patologia de base, acondicionamiento y
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subpoblaciones linfocitarias infundidas en cuanto a su relacion con el desarrollo de EICR
severa. Como se muestra en la tabla 13 tan solo una variable clinica (disparidad en sexo
siendo receptor masculino y donante femenino) y dos variables bioldgicas (porcentaje de
CD56%Mm y CD56”8" respecto al total de linfocitos) se relacionaron con el riesgo de

desarrollo de EICR cronica severa en el analisis univariante.

Tabla 13. Analisis univariante en la cohorte seleccionada de 104 pacientes
(progenitores de SP/donante emparentado idéntico) de parametros relacionados con

el desarrollo de EICR cronica severa.

Cox Univariante

Variable Dicotomizacion Punto
de corte p RR IC95
% CD4+ en total de linfocitos AUC=0,557 50,33 0,571 1,251 0,576 2,760
(p75)
% CD8+ en total de linfocitos AUC= 0,501 31,27 0,822 1,257 0,171 9,235
(p75)
%CD19+ en total de linfocitos AUC=0,550 13,90 0,206 1,595 0,774 3,289
(5=0,613;1-E=0,479)
%CD56“™ NK en total de AUC=0,423 6,52 0,029 2,199 1,082 4,468
linfocitos (§=0,452;1-E=0,630)
%CD56”¢" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,008 3,348 1,371 8,178
linfocitos (§=0,194;1-E=0,466)
Edad del receptor al Alo-TPH AUC=0,518 57 0,709 1,193 0,473 3,007
(p75)
Edad del donante AUC=0,603 45 0,362 1,390 0,684 2,823
(5=0,645;1-E=0,457)
Disparidad CMV Si/No --- 0,143 1,743 0,829 3,663
Reactivaciéon/infeccion CMV Si/No - 0,522 0,775 0,355 1,692
antes del dia +100
Disparidad en sexo Receptor --- 0,019 2,361 1,150 4,845
[receptor masculino/donante masculino/donante
femenino] femenino vs. Resto
Acondicionamiento con Si/No - 0,644 1,220 0,525 2,834
irradiacion corporal total
Profilaxis EICRa con CyA/MTX Si/No - 0,411 21,724 0,014 33,491
Uso de Timoglobulina en Si/No - 0,549 20,914 0,001 43,761
acondicionamiento
Acondicionamiento Mieloablativo Si/No -—- 0,501 1,275 0,629 2,583
Estado de la enfermedad de base Respuesta completa vs - 0,829 1,089 0,501 2,370
al Alo-TPH Resto
Enfermedad de base: SMD/LAM SMD/LAM vs. Resto - 0,651 1,177 0,580 2,390
vs. Resto
HLA idéntico Si/No - 0,688 0,664 0,090 4,887

Nota: En negrita, los valores de p <0,150 en univariante para que fueran incluidos en estudio multivariante.
Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos;
CMYV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto contra receptor; CyA, ciclosporina A; MTX, metotrexato; ATG,
timoglobulina; SMD, sindrome mielodisplasico; LAM, leucemia aguda mieloide; HLA, antigeno leucocitario
humano; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza
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Cuando se llevo a cabo el estudio multivariante, tan solo dos variables, el porcentaje

de CD56"%" NK en total de linfocitos en el inoculo y la disparidad en género mantuvieron

la independencia prondstica con un riesgo relativo de sufrir EICR cronica severa de 3,2 y

2,5 veces, respectivamente (tabla 14).

Tabla 14. Analisis multivariante, incluyendo aquellas variables que en el univariante

presentaran p<0,150, en la cohorte (104 pacientes) respecto de desarrollar EICR

cronica severa.

Dicotomizacién Punto Cox Multivariante
Variable de p RR IC 95
corte

%CD56“" NK en total de AUC=0.423 6,52 0,441 1,353 0,627 2,921
linfocitos (5=0,452;1-E=0,630)

%CD56"" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,012 3,327 1,301 8,507
linfocitos (5=0,194;1-E=0,466)

Disparidad CMV Si/No -—- 0,438 1,350 0,632 2,884
Disparidad en sexo Receptor - 0,018 2,503 1,172 5,347
[receptor masculino/donante masculino/donante

femenino] femenino vs. Resto

Nota: En negrita, los valores de p considerados significativos: p <0,05.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer;; CMV, citomegalovirus; EICR, enfermedad

injerto contra receptor; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza

Quisimos también analizar si existian parametros relacionados no solamente con el
desarrollo de EICR crénica severa, si no con la presencia de esta complicacion inmunologica
post-trasplante, en cualquiera de sus posibles grados. Como se muestra en la tabla 15, en
esta cohorte de 104 pacientes tan solo cuatro variables cumplieron la condicion establecida
de valor de p (<0, 150) para ser consideradas en el estudio multivariante: %CD56%" NK en
total de linfocitos, %CD56”¢" NK en total de linfocitos, disparidad en el género (receptor

masculino/ donante femenino) y el estado de la enfermedad de base al alo-TPH (RC vs. otra)
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Tabla 15. Analisis univariante en la cohorte 1 de parametros relacionados con el

desarrollo de cualquier grado de EICR cronica.

Punto Cox Univariante
Variable Dicotomizacion de p RR IC 95
corte

% CD4+ en total de linfocitos AUC=0,557 50,33 0,244 1,368 0,808 2,315
(p75)

%CD8+ en total de linfocitos AUC=0,501 31,27 0,641 1,399 0,342 5,728
(p75)

% CD19+ en total de linfocitos AUC=0,550 13,90 0,262 1,322 0,812 2,151

(5=0,613;1-E=0,479)

%CD56“™ NK en total de AUC=0,423 6,52 0,023 1,751 1,079 2,841

linfocitos (5=0,452;1-E=0,630)

% CD56"%" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,034 1,752 1,042 2,947

linfocitos (5=0,194;1-E=0,466)

Edad del receptor al Alo-TPH AUC=0,518 57 0,623 0,865 0,486 1,541
(p75)

Edad del donante AUC=0,603 45 0,591 1,143 0,702 1,862

(5=0,645;1-E=0,457)

Disparidad CMV Si/No --- 0,228 1,383 0,816 2,344

Reactivacion/infeccion CMV Si/No - 0,717 1,116 0,616 2,023

antes del dia +100

Disparidad en sexo Receptor -—- 0,028 1,775 1,065 2,958

[receptor masculino/donante masculino/donante

femenino] femenino vs. Resto

Acondicionamiento con Si/No -— 0,473 1,235 0,694 2,198

irradiacion corporal total

Profilaxis EICRa con Si/No - 0,230 0,570 0,228 1,426

CyA/MTX

Uso de Timoglobulina en Si/No -—- 0,377 20,954 0,024 1,8011

acondicionamiento

Acondicionamiento Si/No - 0,297 1,294 0,797 2,100

Mieloablativo

Estado de la enfermedad de Respuesta completa vs -—- 0,104 1,518 0,918 2,509

base al Alo-TPH Resto

Enfermedad de base: SMD/LAM vs. Resto --- 0,548 0,862 0,531 1,399

SMD/LAM vs. Resto

HLA idéntico Si/No -—- 0,514 0,625 0,153 2,561

Nota: El punto de corte para la dicotomizacion de las variables continuas: se eligio el p75 si el AUC de la curva ROC
se situd entre 0,450 y 0,549. En caso contrario, se eligié el valor con mejor sensibilidad y especificidad segin la
curva ROC. Nota: En negrita, los valores de p <0,150 en el analisis univariante que fueron considerados en el
multivariante.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos;
CMYV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto contra receptor; CyA, ciclosporina; MTX, metotrexato; ATG,
timoglobulina; SMD, sindrome mielodisplasico; LAM, leucemia aguda mieloide; HLA, antigeno leucocitario
humano; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza
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Cuando estos resultados se analizaron con una aproximacion multivariante a partir

del andlisis anterior, tan solo la disparidad en género (donante mujer y receptor varon)

mantuvo la significacion prondstica con un riesgo relativo de sufrir EICR croénica de 1,9

(tabla 16).

Tabla 16. Analisis multivariante, incluyendo aquellas variables que en el univariante

presentaran p<0,150, en la cohorte 1 en relacion con el desarrollo de cualquier grado

de EICR cronica.

Variable

% CD56“™ NK en total de
linfocitos

%CD56"%" NK en total de
linfocitos

Disparidad en sexo

[receptor masculino/donante
femenino]

Estado de la enfermedad de
base al Alo-TPH

Punto
Dicotomizacion de
corte
AUC=0,423 6,52
(5=0,452;1-E=0,630)
AUC=0,386 0,52
(5=0,194;1-E=0,466)
Receptor -
masculino/donante

femenino vs. Resto

Respuesta completa vs -

Resto

Cox Multivariante

P
0,109
0,119

0,015

0,140

Nota: En negrita, los valores de p considerados significativos p <0,05.

RR IC 95
1,508 0,913
1,551 0,893
1,904 1,133
1,476 0,880

2,492
2,691

3,200

2,477

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer;; CMV, citomegalovirus; TPH,

trasplante de progenitores hematopoyéticos; EICR, enfermedad injerto contra receptor; AUC, area bajo

la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza.

La figura 9 representa el tiempo hasta el desarrollo de EICR crénica en cualquier grado

(A) y en EICR croénica severa (B) en funcion del % de células NK 56”7 en el total de

linfocitos infundidas. Tanto la figura 9.A como la B muestra como aquellos pacientes con

> 0,52 % de células NK 56”%" en el total de linfocitos infundidos presentaban una mediana

de tiempo hasta el desarrollo de EICR crénica en cualquier grado (en el caso de la A) y en

EICR croénica severa (para la B) significativamente mayor de la de aquellos pacientes que

presentaban células NK 567" < 0,52%.
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Figura 9. Kaplan Meier, para la cohorte 1, en funcion de presentar < 6 > de 0,52%

CD56%¢" NK en total de linfocitos en el inéculo, para los eventos: A) cualquier grado

de EICR cronica; B) EICR cronica severa.
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Analisis de factores de riesgo EICRc en cohorte 2.

En un segundo analisis se afnadieron aquellos pacientes con alo-TPH de donante no
emparentado, de donante haploidéntico y aquellos pacientes con muertes o recaidas
tempranas, antes del dia +100. Esta cohorte global estaba compuesta por 207 pacientes. De
manera similar a lo realizado en la cohorte 1 quisimos saber si en este grupo de pacientes

existian factores prondsticos de desarrollar EICR severa, tal como muestra la tabla 17.
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Tabla 17. Analisis univariante en la cohorte 2 respecto de desarrollar EICR cronica

severa.
Punto Cox Univariante
Variable Dicotomizacion de p RR IC 95
corte

% CD4+ en total de linfocitos AUC=0.557 50,33 0,262 1,516 0,733 3,135
(p75)

% CD8+ en total de linfocitos AUC=0.501 31,27 0,980 1,009 0,488 2,087
(p75)

% CD19+ en total de linfocitos AUC=0.550 13,90 0,629 0,852 0,444 1,632

(5=0.613;1-E=0.479)

%CD56“™ NK en total de AUC=0.423 6,52 0,238 1,475 0,774 2,811

linfocitos (5=0.452;1-E=0.630)

% CD56"" NK en total de AUC=0.386 0,52 0,001 3,716 1,697 8,138

linfocitos (§=0.194;1-E=0.466)

Edad del receptor al Alo-TPH AUC=0.518 57 0,540 0,783 0,358 1,714
(p75)

Edad del donante AUC=0.603 45 0,062 1,856 0,970 3,549

(5=0.645;1-E=0.457)

Disparidad CMV Si/No - 0,224 1,511 0,777 2,936

Reactivacion/infeccion CMV Si/No - 0,308 1,431 0,718 2,852

antes del dia +100

Disparidad en sexo Receptor -—- 0,051 1,964 0,997 3,868

[receptor masculino/donante masculino/donante

femenino] femenino vs. Resto

Acondicionamiento con Si/No -— 0,756 0,891 0,431 1,842

irradiacion corporal total

Profilaxis EICHa con Si/No - 0,927 1,017 0,715 1,446

CyA/MTX

Uso de Timoglobulina en Si/No - 0,055 3,176 0,974 10,357

acondicionamiento

Acondicionamiento Si/No - 0,891 1,046 0,549 1,994

Mieloablativo

Estado de la enfermedad de Respuesta completa vs - 0,840 1,072 0,546 2,108

base al Alo-TPH Resto

Enfermedad de base: SMD/LAM vs. Resto --- 0,353 1,358 0,711 2,893

SMD/LAM vs. Resto

HLA idéntico Si/No --- 0,021 0,248 0,076 0,808

Donante no emparentado Si/No --- 0,101 0,419 0,148 1,183

Nota: El punto de corte para la dicotomizacion de las variables continuas: se eligio el p75 si el AUC de la curva
ROC se situo entre 0,450 y 0,549. En caso contrario, se eligid el valor con mejor sensibilidad y especificidad segin
la curva ROC.

En negrita, los valores de p con p <0,150 en el andlisis univariante que fueron posteriormente utilizados en el
multivariante.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, Natural killer; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos;
CMV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto contra receptor; CyA, ciclosporina; MTX, metotrexato; ATG,
timoglobulina; SMD, sindrome mielodisplasico; LAM, leucemia aguda mieloide; HLA, antigeno leucocitario
humano; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza
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De las dos variables biologicas (% CD56%™ y % CD56"%" en material infundido) y
las cinco clinicas (edad del donante, disparidad de sexo entre donante y receptor, empleo
de ATG, identidad HLA y donante familiar o no), tres variables, el porcentaje de CD56”¢"
NK en total de linfocitos en el inoculo, la disparidad en género y la identidad HLA
mantuvieron la independencia prondstica en el Cox multivariante en la cohorte total. Los
dos primeros parametros se relacionaron on un riesgo relativo de sufrir EICR cronica
severa de 3,968 y 2,552 respectivamente. La identidad total en el HLA se mostr6 como

factor protector, con un RR de 0,250 (tabla 18).

Tabla 18. Analisis multivariante, incluyendo aquellas variables que en el univariante

presentaran p<0,150, en la cohorte 2 respecto de desarrollar EICR cronica severa.

Punto Cox Multivariante
Variable Dicotomizacion de p RR I1C 95
corte
%CD56"%" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,001 3,968 1,758 8,955
linfocitos (5=0,194;1-E=0,466)
Edad del donante AUC=0,603 45 0,366 1,381 0,686 2,781
(5=0,645;1-E=0,457)
Disparidad en sexo Receptor --- 0,010 2,552 1,250 5,209
[receptor masculino/donante masculino/donante
femenino] femenino vs. Resto
Uso de Timoglobulina en Si/No -—- 0,605 1,534 0,303 7,757
acondicionamiento
HLA idéntico Si/No --- 0,024 0,250 0,075 0,833
Donante no emparentado Si/No --- 0,943 0,949 0,223 4,041

Nota: En negrita, los valores de p considerados significativos: p <0,05.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer;; CMV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto

contra receptor; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza

Analizamos también en esta cohorte el valor predictivo de diversas variables en
relacion con el riesgo del desarrollo de cualquier tipo de EICR crénica (tabla 19). En este
caso, dos parametros biologicos (% CD4+ en total de linfocitos y % CD56” 8" en total de
linfocitos) y cinco clinicos (edad del donante, disparidad de sexo, uso de ATG, HLA
idéntico y tipo de donante no emparentado) se asocian de manera significativa con la

presencia de EICR cronica.
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Tabla 19. Analisis univariante en la cohorte 2 respecto de desarrollar cualquier grado

de EICR crénica.
Punto Cox Univariante
Variable Dicotomizacion de p RR IC 95
corte

% CD4+ en total de linfocitos AUC=0,557 50,33 0,010 1,814 1,155 2,850
(p75)

% CD8+ en total de linfocitos AUC= 0,501 31,27 0,064 0,607 0,358 1,030
(p75)

% CD19+ en total de linfocitos AUC=0,550 13,90 0,571 0,887 0,585 1,344

(5=0,613;1-E=0,479)

2% CD56“™ NK en total de AUC=0,423 6,52 0,080 1,446 0,957 2,185

linfocitos (5=0,452;1-E=0,630)

%CD56"" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,007 1,795 1,174 2,744

linfocitos (5=0,194;1-E=0,466)

Edad del receptor al Alo-TPH AUC=10,518 57 0,402 0,809 0,492 1,329
(p75)

Edad del donante AUC=0,603 45 0,036 1,556 1,028 2,353

(5=0,645;1-E=0,457)

Disparidad CMV Si/No -—- 0,407 1,203 0,778 1,860

Reactivacion/infeccion CMV Si/No - 0,067 1,545 0,969 2,463

antes del dia +100

Disparidad en sexo Receptor - 0,016 1,722 1,106 2,681

[receptor masculino/donante masculino/donante

femenino] femenino vs. Resto

Acondicionamiento con Si/No - 0,742 1,084 0,671 1,752

irradiacion corporal total

Profilaxis EICHa con Si/No -— 0,253 0,869 0,683 1,106

CyA/MTX

Uso de Timoglobulina en Si/No - 0,008 2,440 1,262 4,717

acondicionamiento

Acondicionamiento Si/No -— 0,423 1,183 0,784 1,785

Mieloablativo

Estado de la enfermedad de Respuesta completa vs --- 0,312 0,808 0,534 1,222

base al Alo-TPH Resto

Enfermedad de base: SMD/LAM vs. Resto - 0,801 0,948 0,628 1,431

SMD/LAM vs. Resto

HLA idéntico Si/No --- 0,029 0,507 0,276 0,932

Donante no emparentado Si/No - 0,025 0,521 0,295 0,921

Nota: En negrita, los valores con p <0.150 del analisis univariante que fueron posteriormente incluidos en el analisis
multivariante.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos;
CMYV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto contra receptor; Cya, ciclosporina; MTX, metotrexato; ATG,
timoglobulina; SMD, sindrome mielodisplasico; LAM, leucemia aguda mieloide; HLA, antigeno leucocitario
humano; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza.
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Cuando llevamos a cabo el estudio multivariante, al igual que en la cohorte 1, tanto

el % de CD56”" infundidas como la disparidad de sexo se relacionaron con el riesgo de

desarrollo de EICR crénica con RR de 1,693 y 2,020 respectivamente, aunque en el caso

de la cohorte 2, la identidad HLA entre donante y receptor no resultd ser una variable

relevante en este riesgo (tabla 20).

Tabla 20. Analisis multivariante, incluyendo aquellas variables que en el univariante

presentaran p<0,150, en la cohorte 2 respecto de desarrollar EICR crénica de

cualquier grado.

Punto Cox Multivariante
Variable Dicotomizacion de p RR IC 95
corte
% CD4+ en total de linfocitos AUC=0,557 50,33 0,210 1,392 0,830 2,333
(p75)
% CD8+ en total de linfocitos AUC=0,501 31,27 0,408 0,785 0,442 1,393
(p75)

%CD56“™ NK en total de AUC=0,423 6,52 0,300 1,275 0,805 2,018
linfocitos (§=0,452;1-E=0,630)
%CD56"" NK en total de AUC=0,386 0,52 0,029 1,693 1,055 2,716
linfocitos (5=0,194;1-E=0,466)
Edad del donante AUC=0,603 45 0,578 1,137 0,723 1,790

(5=0,645;1-E=0,457)
Reactivacion/infeccion CMV Si/No - 0,307 1,304 0,783 2,170
antes del dia +100
Disparidad en sexo Receptor - 0,004 2,020 1,259 3,241
[receptor masculino/donante masculino/donante
femenino] femenino vs. Resto
Uso de Timoglobulina en Si/No - 0,527 1,362 0,524 3,540
acondicionamiento
HLA idéntico Si/No -—- 0,090 0,586 0,316 1,087
Donante no emparentado Si/No --- 0,684 0,823 0,323 2,099

Nota: El punto de corte para la dicotomizacion de las variables continuas: se eligi6 el p75 si el AUC de la curva ROC
se situo entre 0,450 y 0,549. En caso contrario, se eligio el valor con mejor sensibilidad y especificidad segun la
curva ROC.

Nota: En negrita, los valores considerados significativos p <0.05.

Abreviaturas: CD, cluster de diferenciacion; NK, natural killer;; CMV, citomegalovirus; EICR, enfermedad injerto
contra receptor; AUC, area bajo la curva; RR, riesgo relativo; IC, intervalo de confianza.
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La figura 10 representa el tiempo hasta el desarrollo de EICR cronica en cualquier
grado (A) y en EICR cronica severa (B) en funcion del % de células NK 56”7 en el total
de linfocitos infundidas. Tanto la figura 10.A como la B muestra como aquellos pacientes
con > 0,52 % de células NK 56”%" en el total de linfocitos infundidos presentaban una
mediana de tiempo hasta el desarrollo de EICR crénica en cualquier grado (en el caso de la
A) yen EICR crénica severa (para la B) significativamente mayor de la de aquellos pacientes

que presentaban células NK 562" < (,52%,

Figura 10. Kaplan Meier, para la cohorte 2, en funcion de presentar < 6 > de 0.52%
CD56%e" NK en total de linfocitos en el indculo, para los eventos: a) cualquier grado

de EICR cronica; b) EICR cronica severa.
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4.4. Discusion

En el alo-TPH de progenitores hematopoyéticos la SP ha ido desplazando como
fuente del indculo a la MO a lo largo del tiempo y en la actualidad mas del 75% de estos
procedimientos emplean este producto rico no solo en células CD34+ sino también en
otras poblaciones celulares. El menor numero de complicaciones y mayor comodidad
para el donante y una mejor dindmica y tasas de injerto en el receptor se han propuesto
como las causas de esta tendencia, a expensas de una frecuencia de EICR mas elevada,
cuando se compara con los procedimientos realizados usando como fuente la MO en el
contexto de los trasplantes de DE.?*’ Esta mayor incidencia de EICR se ha relacionado
con distintas poblaciones celulares del inoculo, desde poblaciones T, B a células

dendriticas.?*%2%

Recientemente, el grupo canadiense de trasplante de progenitores hematopoyéticos,

en el contexto de un ensayo aleatorizado fase 3 con alo-TPH de donante emparentado,*!?

compard6 el impacto del uso de PH procedentes de SP o MO, en ambos casos tras recibir
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G-CSF. Como era esperable, los receptores de indculos procedentes de MO que habian
recibido G-CSF mostraron una menor frecuencia de EICR cronica.?*® En un subanalisis
posterior de la composicion inmune del indculo, los autores encontraron que esa menor
tasa de EICR cronica en los receptores de inoculo de medula dsea se relacionaba de
manera significativa con presentar una mayor proporcién de células NK CD56%/%"
(reguladoras).?*> Ademas, este mismo grupo en otro estudio cuyo objetivo era encontrar
biomarcadores que permitieran diagnosticar la EICR, mostraron la importancia de este
compartimento celular al observar una correlacion significativa entre un numero
disminuido de células CXCR3+CD56"%" y el desarrollo de EICR croénica en adultos, lo

1.25% A su vez relacionaron niveles elevados de

que les otorga una evidencia adiciona
CXCL10 (biomarcador que presentd mayor significacion estadistica) con una

disminucion del porcentaje de estas células NK reguladoras, CXCR3+CD56%# 250

En nuestro trabajo, hemos validado esa relacion significativa de la proporcion de
células NK CD56”8" en el indculo movilizado con G-CSF de SP en el contexto del alo-
TPH de DE. Hemos mostrado su independencia pronoéstica respecto de otros factores,
subpoblaciones inmunes y variables clinicas, que han sido asociados con la EICR cronica.
Ademas, en un segundo andlisis incluyendo toda la cohorte de pacientes con alo-TPH,
independientemente de fuente de progenitores y/o donante familiar, esa relacion
independiente se mantuvo. La asociacion entre la fraccion CD56"%¢"NK en el indculo y
la EICR cronica fue mayor en caso de que esta tltima fuera de grado severo, tanto en la
cohorte que mimetizaba los criterios de inclusion del grupo canadiense (cohorte 1), como
en la cohorte total (cohorte 2). Queremos resaltar la importancia y utilidad de esta
correlacion en el grupo de pacientes con EICR cronica severa, tal y como destacaron
recientemente un panel de expertos: “el grupo en el que es crucial el desarrollo de
biomarcadores que permitan su prevencion, ya que las formas leves de EICR crénica no
han mostrado empeoramiento de la mortalidad y/o morbilidad y su prevenciéon no se

estima critica ya que podria, paradojicamente llevar a una peor evolucion”.?®!

Al contrario de lo que ocurre con el compartimento CD56%™, cuya principal accion
es citolitica, la fraccion CD56”" de las células NK presentan un papel regulador, con
un predominio de la maquinaria de secreciéon de citoquinas frente a una capacidad
citotoxica atenuada. Las principales citoquinas que producen, dependiendo de las
condiciones precisas de cada situacion, son INFy, TNFa, factor estimulante de colonias

de granulocitos y macrofagos, IL-10 e IL-13. 65166176 Egte desequilibrio hacia un
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fenotipo celular menos citotoxico y mas inmunotolerante se postula como el principal
mecanismo de acciébn que puede explicar la relacion de una disminuciéon del
compartimento CD56"%" y el desarrollo de EICR. Las dos funciones fundamentales de
las CD56”%" NK en el desarrollo de la EICR estan relacionadas con el grado de
activacion de las células dendriticas tolerogénicas a partir de los monocitos y la
generacion de células T reguladoras via secrecion de IL-10. 81182252 Dentro de las células
natural killer, sélo la fraccion CD56”8" expresa los receptores de alta afinidad para la
IL-2, siendo capaces de proliferar a concentraciones picomolares de esta citoquina.'é? De
manera interesante, la poblacion CD56”%¢" NK se incrementa en los pacientes con cancer
solido tratados con dosis diarias bajas de IL-2.2°> Ademas, la expansion de las células
CD56"8" NK, y su correlacion con la respuesta al tratamiento, ha sido comunicada en
dos estudios en los que se analizaba el tratamiento de la esclerosis multiple y uveitis con
daclizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el receptor de la IL-
2.194254 De acuerdo con nuestros resultados y los comunicados recientemente, 2!2 resulta
tentador revisar el papel de este anticuerpo monoclonal en el arsenal terapéutico de la
EICR y su potencial modulaciéon en funcion de las dindmicas del compartimento

CD5 6bright NK255,256

Actualmente se reconoce que la manipulacion de indculo con el fin de alterar su
composicion celular puede tener impacto en el desarrollo posterior de EICR crénica. Por
ejemplo, la deplecion de células T y B in vivo con ATG o alemtuzumab, o la deplecion
in vivo de células T y B en el contexto del trasplante haploidéntico usando CY post-
trasplante puede reducir la incidencia de EICR crénica.>>”**® En el contexto de los
inoéculos movilizados con G-CSF, un estudio encontrd6 que la cantidad de las
subpoblaciones T de memoria y naive se correlacionaban con el numero de infecciones y
el desarrollo de EICR aguda y, ademas, la proporcion de dichas poblaciones dependia de
si la fuente de progenitores procedia de una médula 6sea estimulada con G-CSF.?%
También se han comunicado resultados que no llegan a validar estas asociaciones. Es el
caso del estudio BMT CTN 0201, en el cual se encontré que la proporcion de células
dendriticas y células T naive en el indculo de médula 6sea infundido se asociaban con
una mejora en la supervivencia global pero no con el desarrollo de EICR cronica.!>* Sin

embargo ninguno de estos trabajos incluyd entre sus determinaciones la fraccion

CD56"8" NK.
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El uso de biomarcadores en la prediccion, diagndstico y monitorizacion del
tratamiento de las complicaciones relacionadas con el alo-TPH es un campo en
crecimiento. En el contexto de la EICR aguda, recientemente se han iniciado los primeros
ensayos clinicos en los que la determinacion de biomarcadores guia la intervencion con
inmunosupresores (Protocolo 1501 Blood and marrow trasplant clinical trials
network).?® Sin embargo, en el caso de la EICR cronica, el establecimiento de
biomarcadores predictivos sigue un curso mas lento por diversas causas, entre las que
destacan los casos de solapamiento con la EICR aguda, una horquilla de tiempo mucho
mas amplia para el debut de la complicacion, un impacto mas variable en funcion del
organo afectado y la falta de un nimero adecuado de pacientes en estudios multicéntricos.
El hallazgo de la proporcion células CD56%" NK como predictor de EICR crénica
severa en un estudio que parte de un ensayo clinico controlado, y su validacion en nuestra
cohorte, independiente y mas cercana a la clinica del “ mundo real” son dos factores a
favor de su uso como biomarcador. Sin embargo, seria necesaria la estandarizacion de la
determinacion citométrica (monoclonales, eventos, gating...) para la generalizacion de los
resultados. En nuestra opinion, la principal limitacion de nuestro estudio, asi como el de
Kariminia y colaboradores, reside en la determinacion de un niimero de poblaciones
inmunes limitada, resultando imprescindible el disefio de estudios, a poder ser
multicéntricos, que pongan en contexto todos los compartimentos celulares asociados con

el desarrollo de EICR cronica.

Tanto el estudio de Karimina como el nuestro se centra en productos movilizados
con G-CSF, que representa el esquema mas generalizado, del que se cuenta con mayor
experiencia y sigue constituyendo la estrategia de movilizacion estandar. Plerixafor, un
antagonista selectivo reversible del receptor de quimiocina CXCR4, se ha mostrado como
un agente movilizador seguro y rapido, aunque su eficacia en monoterapia parece ser
inferior a la conseguida histéricamente con G-CSF. Sin embargo, estudios recientes
sugieren la posibilidad de una menor tasa de EICR crénica con el uso de plerixafor.?®!-262
Recientemente, Wong y colaboradores han comunicado que Plerixafor es capaz de
movilizar un producto enriquecido en células NK?%" postulando que ese incremento
podria ser el responsable de la menor tasa de EICR cronica con este agente.?%> Aunque es

una hipotesis atractiva, sin embargo, estos resultados deben ser validados en un contexto

clinico.
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4.5. Conclusiones

- En nuestro trabajo, en una serie pacientes que cumplieran los criterios de inclusion
del estudio pivotal de referencia hemos validado la relacion significativa entre la
proporcion de células NK CD56”%€" y ]a EICR crénica y ademas hemos mostrado
su independencia prondstica con respecto a otros factores, subpoblaciones
linfocitarias y variables clinicas que también han sido asociadas con la EICR

cronica

- Ampliando los criterios de inclusion a una serie mas cercana a una cohorte de alo-
TPH en la clinica rutinaria, se mantiene la relacion significativa entre la proporcion
de células NK CD56”%" y la EICR crénica y su independencia pronostica con
respecto a otros factores, subpoblaciones linfocitarias y variables clinicas que

también han sido asociadas con la EICR cronica

- i X i 1acié
Tanto en la cohorte seleccionada como en la extendida, esta asociacion entre la
i 4 ol . r u r . u
fraccion NK CD56"7¢" en el indculo y la EICR crénica fue mayor en caso de que

esta ultima fuera de grado severo.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

- La aparicidon de una expansion persistente de linfocitos T citotoxicos tras alo-TPH es
un evento relativamente frecuente, que se asocia a variables propias del
procedimiento, como el acondicionamiento de IR o el uso de ATG , y con eventos del

periodo post-alo-TPH, como la reactivacion del CMV.

- A pesar del hallazgo frecuente de reordenamientos clonales y oligoclonales del TCR
en los linfocitos T, la ausencia de mutaciones en S7A73 y la tendencia a la
normalizacién de dichas expansiones a largo plazo, apoyan su naturaleza fisiologica,
confirmada clinicamente por la ausencia de consecuencias clinicas negativas en la

evolucion post-trasplante.

- En nuestro trabajo hemos validado la relaciéon entre la proporcion de células NK
CD56"%" y 1a EICR y ademas hemos mostrado su independencia pronostica con
respecto a otros factores, subpoblaciones linfocitarias y variables clinica que también
han sido asociadas con la EICR. Esta asociacion entre la fraccion NK CD56”% en el

indculo y la EICR cronica fue mayor en caso de que esta ultima fuera de grado severo.
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