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1 RESUMEN

Resumen: Ante la ausencia de un donante HLA idéntico para realizar un trasplante alogénico, se
plantea la necesidad de elegir un donante alternativo. Las opciones que se plantean, un donante
familiar haploidéntico o un donante no emparentado con disparidad en el HLA, aun despiertan
cierta controversia. El objetivo de este estudio es comparar los resultados de ambos
procedimientos en cuanto a supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad, fallo de
implante, incidencia de EICH aguda y crdnica, causas de mortalidad y mortalidad relacionada con
el procedimiento. Para ello, se analizaron 55 pacientes que se sometieron a un trasplante
alogénico de donante alternativo en el HUMV entre los afios 2012 y 2016. Los resultados en
cuanto a supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y recaida fueron similares para
ambos procedimientos. Sin embargo, en el trasplante haploidéntico la mortalidad relacionada
con el procedimiento fue menor, con tasas de fallo de implante y EICHc grave significativamente
mas bajas que en el grupo mismatch.

Palabras clave: trasplante, supervivencia, EICH, mortalidad.

Abstract: When an allogenic stem cell transplant is required and an identical HLA donor is not
available, an alternative donor becomes needed. Options usually considered such as an
haploidentical stem cell transplant and a mismatched unrelated donor transplant still generate
controversy. The aim of this study is to compare the results from both procedures regarding
overall survival, disease free survival, graft failure, incidence of acute and chronic GVHD,
mortality causes and procedure-related mortality. To achieve this goal, 55 patients who received
an allogenic transplant for an alternative donor were analysed. These transplants were
performed in the HUMV (Hospital Universitario Marqués de Valdecilla) between the years 2012
and 2016. Results in overall survival, disease free survival and relapse were similar for both type
of transplants. Nevertheless, haploidentical stem cell transplant showed a minor procedure-
related mortality. On the other hand, taxes of graft failure and serious GVHD were significantly
lower than the ones in the other group.

Key words: transplant, survival, GVHD, mortality.




2 INTRODUCCION

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) partié de la necesidad de tratar ciertas
patologias hematoldgicas que resultaban fatales para los enfermos en pocos afios. Inicialmente,
se utilizaba fundamentalmente como tratamiento de enfermedades malignas, como diversos
tipos de leucemias. Fue posteriormente cuando comenzd a aplicarse también a enfermedades
no malignas que ponian igualmente en riesgo la vida del paciente, como por ejemplo la aplasia
de médula ésea.

2.1 HISTORIA DEL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

La historia del trasplante de progenitores hematopoyéticos comenzé a desarrollarse en 1949 con
el estudio de Jacobson et al', donde demostrd que el hecho de proteger el bazo a un ratén que
iba a recibir radiacién lentamente permitia su supervivencia. Dos afios después, Lorenz et al?
establecieron que los ratones que recibian radiacidn podian ser protegidos de ésta mediante la
infusién de células homodlogas esplénicas o de la médula dsea. Los experimentos iniciales
parecian demostrar que este fendmeno de proteccion se debia a factores humorales. En 1954,
Barnes & Loutit3, de acuerdo con sus propios experimentos y los llevados a cabo por otros grupos
concluyeron que debia considerarse una posible hipétesis celular. Un afilo mas tarde, Main &
Preh* observaron que los ratones que recibian una dosis letal de radiacion podian ser rescatados
mediante la infusidon de médula ésea de otro ratdn, ademds de mostrar tolerancia posterior a un
injerto de piel del ratén donante. Poco tiempo después, Ford et al >(1956) demostraron que las
caracteristicas citogenéticas de la médula ésea de los ratones radiados correspondian a la de los
donantes, y, en ese mismo afio, Nowell et al® demostraron la presencia de células de rata en la
médula ésea de ratones irradiados que recibieron una infusion de células de estos animales.

En el afio 1957 se realizd el primer trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos’. Fue
llevado a cabo por E. Donnall Thomas, lo que le llevaria a ganar el premio Nobel de Medicina y
Fisiologia en 1990. Lo que hizo Thomas fue someter a pacientes con leucemia a una radiacion
corporal total o a dosis elevadas de quimioterapia, con el fin de conseguir una mieloablacion que
posteriormente revertiria con la infusién de MO del donante administrada por via intravenosa,
observando una reconstitucién hematopoyética completa precoz. El Unico trasplante que
concluyd con éxito de todos los que llevd a cabo fue entre gemelos idénticos, lo que probaba que
los efectos de la exposicion a dosis letales de radiacién podian ser revertidos con la
administracion intravenosa de MO.

En 1970, Bortin® publicaba una revisiéon de 200 trasplantes de MO en los que ninguno de ellos
habia concluido con éxito. El hecho de que se siguieran realizando intentos de trasplante en
humanos con estos resultados tan desalentadores fue controvertido, ya que habia quien
consideraba que no estaban justificados. Estos intentos frustrados fueron debidos en parte a la
falta de conocimiento sobre los antigenos de histocompatibilidad y, en parte, a que las dosis de
radiacion empleadas fueron insuficientes para lograr la inmunosupresion necesaria para que el
receptor pudiera tolerar el injerto alogénico.
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Figura 1. Bortin, M.M. (1970) A compendium of reported human bone marrow
transplants. Transplantation, 9, 571-587

En el afilo 1958 otro hombre que pasaria a la historia, George Mathg, tratd a seis fisicos que
habian enfermado como consecuencia de la exposicién a la radiacidon durante el accidente de un
reactor nuclear en Yugoslavia. Uno de ellos fallecié debido a la alta dosis de radiacion que habia
recibido durante el accidente, y otro apenas estaba afectado. El Dr. Mathé sometié a los otros
cuatro fisicos a dosis de radiacidn casi letales, y posteriormente les inyecté médula dsea de
donantes sanos. Los cuatro sobrevivieron. Sin embargo, lo que hizo que este cientifico pasara a
la historia fue lograr la primera curacidn de un paciente con leucemia mediante un trasplante de
médula dsea, a pesar de que posteriormente falleciera por complicaciones relacionadas con lo
que se identificd después como enfermedad injerto contra huésped crénica (EICH crénica)®. El
Dr. Mathe demostré que las células madre inyectadas sustituian a las células del receptor
previamente eliminadas por la radiacidn, restableciendo asi el dafio celular. Ademas, descubrid
que las células del donante eran capaces de luchar contra las células tumorales, y que las células

del receptor podian atacar a las del donante, convirtiéndose la prevencion del rechazo del injerto
en uno de los puntos clave del trasplante de médula dsea.

Para el afio 1967, las principales incégnitas sobre la tolerancia y el rechazo de este tipo de
trasplante habian sido establecidas. Los investigadores buscaban solucién al hecho de que las
células de la MO que se injertaban con éxito podian establecer una respuesta inmune contra los
tejidos del receptor, en lo que luego se llamé enfermedad de injerto contra huésped (EICH). La
gravedad de la respuesta inmune hacia el receptor, asi como la compatibilidad histica estaban
bajo el control de un sistema mayor y multiples sistemas menores de compatibilidad. La reaccion
de injerto contra huésped podia ser controlada con inmunosupresores como metotrexato,

mientras que la ciclofosfamida como Unico agente podia causar la inmunosupresion necesaria
para permitir el injerto exitoso°.




2.2 HLA (ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO)

2.2.1 Descubrimiento del HLA

Entre 1954 y 1958 se definieron los antigenos de histocompatibilidad, los antigenos leucociticos
humanos (HLA) utilizando anticuerpos en el suero de pacientes que habian recibido transfusiones
0 en mujeres embarazadas. La importancia de estos antigenos en los trasplantes de médula dsea
se puso de manifiesto en experimentos posteriores con perros, a los que se sometia a dosis
letales de radiacidn y posteriormente se les trasplantaba médula dsea compatible en el sistema
DLA (el equivalente al HLA en humanos). Aquellos perros que recibian un trasplante con
disparidad en el sistema DLA tras la dosis letal de radiaciéon, morian por rechazo del injerto o por
EICH. Sin embargo, la mayoria de los receptores de médula DLA-idéntica, especialmente aquellos
alos que les fue administrado metotrexato posteriormente para tratar de evitar la EICH, lograron
una buena supervivencia a largo plazo. Estos estudios, llevados a cabo por Donald Thomas,
sentaron las bases para comenzar a realizar trasplantes de progenitores hematopoyéticos entre
hermanos.
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Figura 2. Thomas, E.D., (1999) A history of haemopoietic cell transplantation. British
Journal of Haematology, 105, 330-339.

En 1968, Gatti et al*! realizaron el primer trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénico
exitoso en un paciente con inmunodeficiencia combinada severa cuyo donante era su hermano,
al que suponian HLA-idéntico. Sin embargo, en tipajes posteriores se descubrié que diferian en
un antigeno. Un afio mas tarde, en 1969, el equipo de TPH de Seattle (donde trabajaba Thomas)
comenzd a realizar trasplantes utilizando como donantes hermanos HLA-idénticos de los
pacientes que se encontraban en estadios finales de leucemia aguda o anemia aplasica. Con el
primer paciente, en fase bldstica de una leucemia mieloide crénica, ocurrié lo mismo que en el
caso anterior; se le realizé el trasplante de un hermano supuestamente HLA-idéntico y
posteriormente se vio que diferian en un antigeno. Este paciente logré recuperarse de una EICH
aguda, pero fallecié poco después a causa de una infecciéon oportunista por citomegalovirus
(CMV), lo que planteaba las complicaciones por inmunoincompetencia tras un TPH2,

En la década de los 70, la evaluacion del papel del trasplante de médula dsea (TMO) en el
tratamiento de la leucemia no era facil, ya que la mayoria de los pacientes habian sido
trasplantados en fases avanzadas de la enfermedad, tras el fracaso de la terapia convencional




con quimioterapia. Sin embargo, Thomas informé sobre 100 pacientes que habian recibido un
trasplante HLA-idéntico de sus hermanos. De estos 100 pacientes, 17 continuaban vivos 3 afios
mdas tarde y, de estos, 8 permanecieron sanos hasta el afio 2000 34, Estos datos iniciales
indicaban que el TMO de donante alogénico permitia curar y alargar la supervivencia de
pacientes con leucemia aguda o crénica en fase avanzada con esperanzas de vida iniciales de tan
solo unos meses. Estos datos ahora si justificaban el uso curativo del trasplante en estos
pacientes. A finales de los aifos 70, se publican los primeros datos de trasplantes de médula dsea
alogénicos realizados a pacientes que se encontraban en primera remisién de la enfermedad o
en fases precoces de la misma, demostrando un incremento en la supervivencia hasta del 60%.
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Figura 3. Thomas, E.D. et al (1977a). One hundred patients with acute leukemia
treated by chemotherapy, total body irradiation, and allogeneic marrow
transplantation. Blood, 49, 511-533.

En los afios 80, los resultados de los estudios previos llevaron a tratar de aplicar el trasplante de
progenitores hematopoyéticos a pacientes con enfermedades hematoldgicas malignas muy
agresivas y con gran probabilidad de fracaso de los tratamientos habituales®®. Una de estas
enfermedades fue la leucemia granulocitica crdnica, que no respondia a los tratamientos
habituales y presentaba una gran letalidad a los 4-5 afios. Los primeros intentos de tratar esta
enfermedad con TPH tanto con donantes singénicos'® como con donantes alogénicos!’
proporcionaron remisiones de la enfermedad durante largos periodos de tiempo en pacientes
preparados previamente con dosis elevadas de quimio-radioterapia.

La aplicaciéon del TMO en pacientes con enfermedades no malignas fue llevada a cabo por
primera vez también por Thomas en pacientes con anemia apldsica'®'®. La supervivencia fue
aproximadamente del 40% en pacientes que fueron trasplantados tras multiples fracasos en las
transfusiones u otras terapias. Este porcentaje mejoré notablemente cuando los trasplantes se
llevaban a cabo en fases iniciales de la enfermedad y ademas se agregaba un régimen
inmunosupresor basado en ciclofosfamida, globulina antitimocito, metrotexato y ciclosporina A
para la inmunoprofilaxis de la EICH?. El TPH se empezé a utilizar también en el tratamiento de
talasemia major?%22 y anemia de células falciformes?.

2.2.2 Papel del HLA

El antigeno leucocitario humano (HLA) juega un papel critico en el trasplante de progenitores
hematopoyéticos, por lo que la eleccién del donante requiere una evaluacién rigurosa de la




disponibilidad y la compatibilidad HLA entre el receptor y sus potenciales donantes.

Tradicionalmente, la seleccién del donante de progenitores hematopoyéticos se ha basado en la
seleccién de una persona HLA idéntica o casi idéntica al receptor (hermanos gemelos). Sin
embargo, no siempre se encuentra un donante vdlido para todos los pacientes, por lo que
actualmente existe la posibilidad de llevar a cabo trasplantes entre personas HLA no idénticas,
estén relacionadas o no. Los avances que se han producido en los ultimos afos permitiendo un
estudio mas detallado del HLA y del papel de los genes de los receptores de células NK (en el caso
de los trasplantes haploidénticos) han aportado un mayor conocimiento sobre los factores a
tener en cuenta en el donante, y esto se ha reflejado en una mejoria de los resultados en
trasplantes de donante no relacionado.

Los HLA pueden llevar a cabo la respuesta inmune tanto por la presentacion de determinados
péptidos como por el reconocimiento de fragmentos polimoérficos de moléculas extrafias de HLA,
lo que explica que la disparidad en este antigeno esté asociada a complicaciones como fracaso
del injerto, retraso en la reconstitucion del sistema inmune, EICH e incremento de la mortalidad.
Debido a la dificultad de la mayoria de los pacientes de encontrar un donante HLA idéntico, los
esfuerzos actuales estan centrados en identificar disparidades HLA que sean bien toleradas. La
influencia de factores no genéticos en la tolerabilidad de trasplantes entre HLA no idénticos es
evidente, de modo que la eleccidon de un donante se debe basar tanto en factores genéticos como
no genéticos.

2.2.3 Tipaje del HLA

Los loci de HLA de clase | y Il se localizan en el brazo corto del cromosoma 6. Son los genes mas
polimdrficos de todo el genoma humano, con un disefio en el que los genes estan mas agrupados
y siguen un patron en mosaico. Cada persona tiene 12 genes que codifican HLA-A, -B y -C, que
son los de clase |, y HLA-DR, -DQ y -DP, que son los de clase Il. La mayoria de estos genes son
altamente polimdrficos, pudiendo presentar desde 13 (HLA-DRB4) hasta 699 (HLA-B) alelos por
locus. Esta gran diversidad alélica ha dificultado a lo largo de |a historia el tipaje de alta resolucién
del DNA del HLA.

HLA Complex

Chromosome 6
Long arm Short arm

Figura 4. Rui Lin et al. The genetics of multiple sclerosis. Practical Neurology
12, Issue 5.
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La determinacion de los antigenos HLA se basa fundamentalmente en dos clases de métodos: los
seroldgicos y los basados en técnicas de genética molecular. Dentro de los métodos seroldgicos,
destaca el estudio de la microlinfocitotoxicidad, basado en poner en contacto linfocitos aislados
del sujeto a estudio con anticuerpos monoclonales anti-HLA situados en un panel capaces de
reconocerlos, a los que se adiciona suero de conejo como fuente de complemento. Tras el
periodo de incubacion requerido, se observa si ha habido una reaccién antigeno-anticuerpo?*.
Los métodos que se utilizan actualmente se basan en técnicas de genética molecular y son la
amplificacién de una secuencia especifica de un cebador por PCR (PCR-SSP), amplificacidon de una
secuencia especifica de oligonucledétido por PCR (PCR-SSO), secuencia basada en el tipaje (SBT) y
analisis de conformacién basados en una muestra de referencia (RSCA)?>26,

=  PCR-SSP/ PCR-S50: ambos se basan en el uso de cebadores para reaccionar o detectar
motivos polimérficos especificos y previamente conocidos que estén presentes en el
fragmento amplificado del alelo HLA. El principal inconveniente de estos métodos es que
ambos se basan en el screening de un niumero limitado de polimorfismos ya conocidos,
por lo que cuando en una muestra hay un alelo nuevo puede ocurrir un error en el tipaje.

=  SBT utiliza cebadores genéricos dirigidos hacia regiones conservadas de un locus, para
amplificar los exones polimérficos de todos los alelos. Aunque SBT es vélido para detectar
alelos HLA previamente conocidos, no es completamente capaz de tipificar nuevas
combinaciones de polimorfismos conocidos. Este inconveniente se puede resolver
separando los alelos por grupos o con una PCR alelo-especifica, clonando, o mediante el
uso de técnicas conformacionales.

= RSCA ha logrado alcanzar resultados de alta resolucidn sin los problemas presentados en
los métodos expuestos previamente.

El hecho de realizar un buen tipaje HLA a la hora de la eleccién del donante permite la reduccion
del riesgo de que se produzcan ciertas complicaciones (EICH) y ademas permite incrementar las
probabilidades de encontrar un buen donante.

2.2.4 Numero de disparidades HLA

Un estudio reciente ha comparado los resultados posteriores de pacientes que recibieron un
trasplante de un donante HLA 10/10 no relacionado y los que lo recibieron de un hermano HLA
idéntico. El estudio muestra que la supervivencia general, tiempo libre de enfermedad,
mortalidad relacionada con el trasplante, recaidas de la enfermedad y EICH agudo no dependen
del tipo de donante, de modo que un donante no relacionado bien seleccionado puede llegar a
presentar resultados tan buenos como un donante HLA idéntico?’- Sin embargo, la disparidad
inmunogenética entre donante y receptor se asocia a una peor progresidon del receptor,
especialmente en cuanto a una elevada incidencia de complicaciones relacionadas con el
trasplante, ya que a medida que la disparidad entre los HLA | y Il aumenta, lo hacen en la misma
medida el riesgo de fracaso del injerto, EICH y mortalidad?®%°.

2.2.4.1 Disparidades permitidas

Los loci HLA que mas influencia tienen sobre el resultado post-trasplante de aquellos que lo han
recibido de donantes no relacionados son HLA-A, -B, -C y -DRB1, ya que disparidades en estos
alelos son factores de riesgo para sufrir una EICH aguda y las disparidades en DRB1 aumentan la
incidencia de mortalidad. El programa japonés de donantes de médula mostré el efecto del
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emparejamiento de los alelos HLA de clase | sobre el desarrollo de EICH severa y aguda y la
importancia del emparejamiento de los alelos HLA-A y -B para una mayor supervivencia3%31, El
Fred Hutchinson Cancer Research Center (FHCRC) y el National Marrow Donor Program (NMDP)
mostraron la importancia del emparejamiento de HLA clase Il para evitar la EICH e incrementar
la supervivencia3%33,

El analisis de disparidades en HLA-DPB1 ha mostrado hallazgos de interés: Crocchiolo et alP*
informaron sobre un incremento de 2 afos de la supervivencia en trasplantes con disparidad
HLA-DPB1 permitida sobre aquellos con una disparidad en este alelo no permitida (54.8% vs
31.9%, P=0.005). Del mismo modo, Zino et al** encontraron un riesgo significativamente mayor
de mortalidad en pacientes con disparidades DPB1 no permisivas, en comparaciéon con aquellos
sin esas disparidades.

2.2.4.2 HLA-DQ y HLA-DP

Menos del 20% de los trasplantes emparejados para HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1 son también
compatibles para HLA-DPB1, debido al débil desequilibrio en la unidn entre los loci DR/DQ y el
locus DP. Por lo tanto, aproximadamente el 80% de los trasplantes de donante no relacionado
son llevados a cabo a través de la barrera que supone el HLA-DPB1. Las primeras investigaciones
llevadas a cabo sobre este asunto no terminaban de tener claro el significado del HLA-DP como
un posible factor determinante en el trasplante. Sin embargo, Schaffer et al’® determinaron que
la disparidad para HLA-DP suponia un factor de riesgo de mortalidad si se comparaba con el
emparejamiento DP. La mayoria de los estudios llevados a cabo en este aspecto ahora coinciden
en que HLA-DQB1 no necesita ser tomado en cuenta en un donante emparejado, pero existen
evidencias de que puede existir un efecto negativo aditivo en la disparidad DQB1 si existe
también una disparidad en otro locus®’.

Los papeles de los loci HLA-DQ y -DP no estan todavia completamente definidos. Sin embargo,
los resultados obtenidos hasta ahora sugieren fuertemente que cuando los pacientes tienen la
oportunidad de recibir el injerto de un donante emparejado, la seleccién de éste frente a otro
gue no lo esté puede reducir el riesgo de complicaciones post trasplante.

2.2.5 Importancia del estadio de la enfermedad

Es importante tener en cuenta este punto, ya que el efecto de realizar un trasplante con una
disparidad en un solo alelo puede variar mucho en funcién del diagndstico subyacente del
receptor. Diversos estudios avalan la idea de que, cuando se realiza un trasplante con una sola
disparidad HLA (9/10), el riesgo de mortalidad es mayor que en trasplantes HLA 10/10 en
pacientes con leucemia aguda en estadios iniciales, pero no en aquellos con la enfermedad ya
avanzada.

Estos resultados sugieren que el efecto negativo de la disparidad HLA queda compensado por la
gravedad de una enfermedad avanzada32. Por lo tanto, ante un paciente en un estadio inicial de
la enfermedad que no tiene un donante emparentado hay que sopesar si la mejor opcion es
esperar a que haya un donante disponible, de modo que se incremente la mortalidad debido a la
demora en el tratamiento desde que se realiza el diagndstico, o si realizar el trasplante de un
donante no emparentado en el momento del diagndstico, con el riesgo de mortalidad que
conllevan estos trasplantes.
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2.2.6 Incompatibilidad del ligando de los receptores de células NK (KIR)

Tanto las células Natural Killer (NK) como subpoblaciones de linfocitos T expresan los receptores
de NK. La actividad de las células NK estd controlada por el reconocimiento de moléculas HLA de
clase | en las células diana por los receptores NK activadores e inhibidores. En funcién del tipo de
KIR, la unién del HLA puede estimular o inhibir la capacidad de las NK de destruir células extrafias,
incluyendo las células tumorales. La coexistencia de la incompatibilidad de ambos tipos en las
mismas moléculas de HLA hace dificil mostrar las ventajas en la disparidad del ligando KIR
claramente. Las fuertes reacciones inmunes provocadas por el reconocimiento de las células T
de moléculas HLA incompatibles, probablemente puede superar el efecto favorable del
desparejamiento simultdneo del ligando KIR3?. Se han llevado a cabo diversos estudios acerca
del efecto de la disparidad en el ligando KIR sobre la progresiéon de un trasplante de donante no
relacionado en un injerto sin deplecion de células T, concluyéndose en la mayoria de ellos la
existencia de una relaciéon entre disparidad en el KIR y mayores tasas de recuperacién vy
supervivencia libre de enfermedad?®®41,

El gold standard actual es un donante emparejado para 8/8 alelos HLA. Sin embargo, es conocido
gue existen ciertas disparidades permisivas, que no dependen sélo de los potenciales efectos
adversos de las mismas, sino también de la urgencia del TPH, el efecto esperado injerto frente a
tumor (Graft versus tumor — GVT) y la eficacia potencial de una terapia alternativa disponible
para el paciente. El estudio del genotipo KIR en aquellos potenciales donantes no relacionados
sin disparidades HLA actualmente no esta generalizado. Sin embargo, su tipaje y la toma de
decisiones en funcién del mismo podrian cambiar la practica clinica en el futuro, especialmente
en ciertos tipos de trasplante haploidéntico.

2.2.7 Nivel de disparidad del HLA

El grado de disparidad afecta de forma diferente a la progresién del trasplante en funcién de si
es una disparidad a nivel antigénico o a nivel alélico. La disparidad antigénica esta
frecuentemente asociada con mds de diez sustituciones de aminoacidos en las moléculas HLA
gue pueden ser facilmente reconocidas por las células inmunocompetentes, de forma que se
produzca una respuesta inmunitaria®’. La disparidad a nivel alélico generalmente tan sdlo
conlleva una o unas pocas sustituciones de aminoacidos, lo que produce respuestas inmunes mas
leves. Existen datos contradictorios en cuanto a la importancia de seleccionar una disparidad a
nivel alélico en vez de antigénico®3*4,

Gracias al extenso estudio en el campo de los trasplantes alogénicos, se han descrito tres
conceptos basicos en torno a la disparidad del HLA: el vector de incompatibilidad entre donante
y receptor, el nUumero de disparidades HLA y los locus o loci especificos que son dispares. El
emparejamiento HLA es el factor predictivo mas consistente en cuanto al resultado tras un
trasplante de progenitores hematopoyéticos de un donante no relacionado. Existen ciertas
combinaciones de disparidades HLA que incrementan el riesgo de EICH, pero éstas pueden ser
compensadas por un riesgo menor de recurrencia post-trasplante de la enfermedad subyacente
(mayor Graft versus Leukemia - GVL).

Vector de incompatibilidad de una disparidad HLA:

Puede ser visto desde la perspectiva del donante o del paciente. Desde la perspectiva del
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donante, la presencia de diferencias HLA-A, -B, -C, -DRB1 en el receptor, estimula el
reconocimiento de injerto contra huésped (GVH) que estd asociado con un mayor riesgo de
desarrollar la propia enfermedad, lo que conlleva un incremento de la mortalidad respecto a los
trasplantes sin disparidad. Por el contrario, si hablamos desde la perspectiva del paciente, la
presencia de disparidad en el donante provoca un reconocimiento de huésped frente a injerto
(HVG), asociado a un riesgo aumentado de fracaso del injerto. El significado clinico del vector de
incompatibilidad fue descrito inicialmente en receptores de trasplantes de alto riesgo®. En estas
series, los pacientes que eran homocigotos para el locus HLA dispar tenian una tasa menor de
EICH aguda grados IlI-IV (18% vs 52%), pero una tasa mayor de fracaso del injerto (15% vs 6%)
gue los pacientes heterocigotos para el mismo locus. Esto confirma que disparidades en el vector
HVG son bien toleradas respecto a EICH, y que la direccion de la incompatibilidad tiene
consecuencias bioldgicas.

Numero de disparidades y locus en el que se encuentran:

Estos dos parametros son importantes para dar forma al porvenir clinico tras un trasplante de
estas caracteristicas. Tras varios estudios retrospectivos se ha demostrado un efecto negativo
aditivo de la disparidad en multiples locus HLA, es decir, el riesgo de EICH y mortalidad se
incrementa a medida que lo hace el nimero de disparidades HLA entre donante y receptor,
especialmente cuando hay disparidad en 3 o mas HLAs*®4’, En |a regidn de clase Il, los genes HLA-
DRB3, DRB4 y DRB5 son codificados en haplotipos especificos HLA-DRB1. Cuando donante y
receptor son dispares en HLA-DRB1, hay una elevada probabilidad de una disparidad adicional
en DRB3/4/5, por lo que cuando se identifica una disparidad HLA-DRB1, se requiere una
caracterizacion adicional de DRB3/4/5, y los esfuerzos realizados para disminuir el nimero de
disparidades HLA-DRB disminuiran los riesgos post trasplante del paciente.

El Center for International Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) llevé a cabo un
analisis cuyo principal objetivo era definir variables que puedan influenciar en la progresién del
paciente tras recibir un trasplante de un donante no relacionado“®. Se observé que la
supervivencia era mayor en aquellos pacientes cuyos donantes eran jévenes de entre 18 y 32
afios sin disparidad. Por cada 10 afios de aumento en la edad del donante, el riesgo de mortalidad
se incrementaba en un 5.5%. Otro factor relacionado con un peor funcionamiento post trasplante
es el numero de disparidades HLA (a mayor numero, peor pronodstico). Otros factores estudiados
tales como sexo o status serolégico de CMV no estan asociados con la supervivencia.

2.2.8 GVLy disparidad HLA

Diversos estudios han confirmado que el efecto negativo de la disparidad HLA en la EICH puede
compensarse con un menor riesgo de recaida en la enfermedad*°. En los trasplantes con
deplecion de células T, la disparidad simultdnea para HLA-DP y otros loci se asocia a mejores
resultados en pacientes con enfermedades mas avanzadas>_.

El papel de HLA-DP en GVL ha sido recientemente descrito por IMDP, donde se confirma el efecto
beneficioso sobre la GVL, y ademads se ha planteado que cada disparidad HLA no confiere
necesariamente el mismo efecto GVL beneficioso. Cuando se analizaron las disparidades HLA-A,
B, C, DRB1, DQB1 y DPB1, sélo las disparidades -C, y -DPB1 se asociaban con un menor riesgo de
recaida de la enfermedad. De hecho, las disparidades HLA-C se relacionan con un efecto
protector frente la recaida, ocurriendo algo similar con HLA-DPB1.
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2.3 TIPOS DE TRASPLANTE

2.3.1 Autdlogo

El donante de los progenitores hematopoyéticos es el propio enfermo que los va a recibir. Este
tratamiento se basa en intentar eliminar las células malignas mediante altas dosis de
guimioterapia, asociada o no a radioterapia, y posteriormente injertar células del propio paciente
para recuperar lo antes posible la funcién medular. Este tipo de trasplante presenta bajo riesgo
de complicaciones ya que no se produce rechazo, pero mayor riesgo de recidivas.

2.3.2 Singénico

El donante es un hermano gemelo univitelino, de modo que tras eliminar las células neoplasicas
con quimio y/o radioterapia, se sustituye la poblacion celular anémala por una normal
procedente de un hermano sano. En este tipo de trasplantes no existe efecto antileucémico del
injerto, ni EICH, ni rechazo del injerto ya que las células de donante y receptor son totalmente
idénticas, por lo que, igual que en el caso anterior este tipo de trasplantes presentan un menor
riesgo de complicaciones, pero una mayor tasa de recaida de la enfermedad.

2.3.3 Alogénico

En este tipo de trasplante al igual que en los casos anteriores, se trata de eliminar la poblacion
de células neoplasicas previamente al trasplante con quimio o radioterapia. Posteriormente, se
injertan las células madre provenientes de un donante sano. En este caso, las células del donante
tienen un efecto antileucémico, de modo que contribuyen a la eliminacidn de las células malignas
residuales. Esto es gracias a los linfocitos T del donante que se encuentran en el injerto. Sin
embargo, estas células también pueden reconocer como extrafias a las células del organismo del
receptor, desencadendndose en este caso la enfermedad de injerto contra huésped. Por lo tanto,
en el trasplante alogénico hay mayor riesgo de complicaciones, pero menor riesgo de recaidas.
El donante puede ser:

= Emparentado: el donante es un familiar. El que mas probabilidad tiene de ser compatible
es un hermano, y ésta es del 25%, siendo de menos del 5% en otros familiares.

= No emparentado: el donante no es familiar y su seleccién se basa en la compatibilidad
HLA con el receptor.

2.4 REGIMENES DE ACONDICIONAMIENTO ANTES DEL TRASPLANTE

Un paso fundamental para realizar un trasplante de progenitores hematopoyéticos (ya sea
autdlogo o alogénico) en pacientes con enfermedades malignas es el régimen de
acondicionamiento previo. Su administracion tiene como objetivos conseguir una
inmunosupresion suficiente como para evitar el rechazo posterior del injerto y destruir el mayor
numero posible de células tumorales.

En los afios 50 ya era conocido que las células leucémicas son altamente radiosensibles, por lo
qgue se utilizaban dosis letales de radiacion corporal total (TBI) en combinacién con agentes




15

guimioterdpicos. Sin embargo, con el tiempo se conocié que las células T del donante llevaban a
cabo reacciones inmunes frente a las células malignas del receptor (GVT), por lo que se
desarrollaron los regimenes de preparacidon de intensidad reducida y no mieloablativos,
permitiendo que el TPH fuera aplicable a pacientes mas mayores y clinicamente mds complicados
(con pluripatologia) que no podian ser sometidos a altas dosis de radiacion.

La eleccidon del régimen de acondicionamiento éptimo para cada paciente se hace teniendo en
cuenta ciertos factores relacionados con la enfermedad (como el diagndstico y estado de
remisién de la enfermedad), y otros relacionados con el paciente (como la edad, disponibilidad
de donante y presencia de comorbilidades).

2.4.1 Regimenes mieloablativos

Pueden basarse en una irradiacion corporal total o en altas dosis de quimioterapia. Los primeros
consisten en la administracion de 12-16 Gy (generalmente fraccionados) junto con otros agentes
quimioterapicos, fundamentalmente ciclofosfamida®>. Los basados en alta dosis de
guimioterapia sustituyen la TBI por uno o varios agentes quimioterapicos en altas dosis. El pilar
de este régimen son los agentes alquilantes debido a su perfil de toxicidad y su efecto sobre
células tumorales que no se encuentran en divisidon. Un régimen muy utilizado ha sido aquel
basado en la combinacion de altas dosis de busulfan (16 mg/kg) y ciclofosfamida (120 mg/kg)®®.
Estos regimenes provocan una ablacién de la hematopoyesis impidiendo la recuperacion
hematoldgica autdloga, por lo que requieren soporte celular.

2.4.2 Regimenes de intensidad reducida y no mieloablativos (RIC)

Los regimenes no mieloablativos solamente causan minimas citopenias, sin requerir soporte
celular. Aquellos regimenes de toxicidad reducida son el intermedio entre los dos anteriores,
diferencidndose del primero en las dosis de los agentes quimioterdpicos empleados (o
combinaciones de los mismos) y la reduccidon de dosis de radiacién corporal, y del segundo en
gue éste si requiere soporte celular.

Se basan fundamentalmente en reemplazar los agentes citotoxicos del régimen por otros menos
téxicos, pero con una funcion inmunosupresora que permita el éxito del injerto. El quimerismo
completo del donante se desarrolla rapidamente tras el régimen de intensidad reducida, pero
puede llevar meses en el no mieloablativo. Aunque un quimerismo combinado pueda ser
suficiente para corregir el fenotipo de ciertos desérdenes congénitos no malignos, suele ser
necesario el quimerismo completo del donante para lograr los efectos GVT deseados para
controlar las enfermedades malignas®’. Los regimenes mas utilizados incluyen fludarabina y dosis
intermedias de agentes alquilantes, como tiotepa, melfalan y busulfan, mientras que los no
mieloablativos a menudo asocian una dosis baja de TBI (2 Gy) con o sin fludarabina.

2.5 ELECCION DEL DONANTE. DONANTES ALTERNATIVOS

Cuando un paciente tiene que ser sometido a un trasplante de progenitores hematopoyéticos se
plantea el problema de la eleccion del donante. El donante ideal es un hermano gemelo
univitelino, genéticamente idéntico al paciente. Sin embargo, muy pocos pacientes lo tienen, por
lo que se busca a un familiar genéticamente idéntico. Las probabilidades de encontrarlo también
son bajas: los hermanos tienen una probabilidad de un 25% de ser totalmente compatibles con
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el paciente, y en otro familiar (padres, hijos...) la probabilidad pasa a ser menor del 5%. Por lo
tanto, para aquellos pacientes que carecen de familiares totalmente compatibles y de donante
no familiar HLA idéntico se han definido tres posibilidades de donantes alternativos de modo que
puedan acceder al trasplante. Estas alternativas son el trasplante haploidéntico familiar, el
trasplante con disparidad HLA de donante no relacionado y el trasplante de células de cordén
umbilical.

2.5.1 Trasplante haploidéntico familiar

Los genes en el cromosoma 6 donde se codifican los antigenos HLA estdn situados muy préximos
entre si, y como resultado de esto un individuo es probable que herede una coleccién completa
de genes de cada progenitor. Cada coleccion se denomina haplotipo. A pesar de que existe soélo
un 25% de posibilidades de compartir con un hermano los dos haplotipos parentales, es facil
encontrar a un miembro de la familia que coincida con el paciente en uno de los haplotipos, de
modo que pueda ser su donante. Se estima que aproximadamente el 95% de los pacientes puede
encontrar al menos un donante (el paciente promedio tiene dos o més opciones)>®. Ademas, este
tipo de trasplante puede proporcionar mas exactitud en la seleccidon del donante en términos de
edad, estado de CMV y compatibilidad ABO>°. Es importante en este tipo de trasplantes que, en
caso de fallo del injerto, existe la posibilidad de un segundo injerto del donante inicial o de otro
miembro de la familia que esté disponible como donante alternativo.

En comparacion con aquellos enfermos que tienen donantes completamente emparejados
disponibles, los pacientes sometidos a trasplantes haploidénticos tras un acondicionamiento con
mieloablacién, presentaban tasas mas elevadas de rechazo del injerto, con la extension del
desparejamiento HLA como predictor de la incidencia de riesgo de fallo del injerto®. Otra
complicacién histdrica notable fue la EICH aguda, que se desarrollaba mas a menudo y rapido
tras el trasplante: los pacientes que reciben trasplantes con disparidad tienen una oportunidad
mas elevada de desarrollar EICH grado II-IV (70%) en una media de 14 dias tras el trasplante, en
comparacion con la incidencia del 42% a los 22 dias para el grupo de aquellos sometidos a
trasplante sin ninguna disparidad®.

Una de las mayores limitaciones de este tipo de trasplante es la intensa aloreactividad
bidireccional entre las moléculas HLA incompatibles. Se ha trabajado en la manipulacion de los
linfocitos T del donante, de modo que se puedan suavizar los efectos del rechazo del injerto y de
la EICH. Para tratar de resolver este tipo de inconvenientes, se pueden tomar diferentes
estrategias basadas en dos modalidades. Por un lado, el inéculo puede estar libre de células T
usando diferentes técnicas seguidas de diversas medidas destinadas a incrementar el éxito del
injerto y reducir las complicaciones por infeccién (eliminacidon de células T con megadosis de
progenitores CD34+ seleccionados, eliminacidn de células T con condicionamiento de intensidad
reducida, deplecion CD45RA entre otras). Por otro lado, el trasplante puede llevarse a cabo
manteniendo los linfocitos T del donante, pero en este caso se llevan a cabo medidas para en el
paciente para reducir el riesgo de EICH (dosis elevada de ciclofosfamida post-trasplante,
rapamicina postrasplante...).

Hasta la fecha, se han llevado a cabo numerosos estudios para tratar de evaluar cdmo son los
acontecimientos posteriores al trasplante (tasa de éxito del injerto, de recaida, de EICH agudo y
crénico), asi como la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. Las técnicas
gue se emplean actualmente en el trasplante haploidéntico han tenido un impacto positivo en
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varios aspectos del resultado, como la supervivencia global, periodo libre de enfermedad e
incidencia de EICH aguda o crdnica. Los andlisis retrospectivos que se han llevado a cabo hasta el
momento indican que este tipo de trasplante puede competir con los llevados a cabo de
donantes con disparidad no relacionados. La facilidad del manejo post-trasplante con
ciclofosfamida ha permitido su adopciéon en todo el mundo. Segln la EMBT, existe una tendencia
al alza de este tipo de trasplantes, al tiempo que los trasplantes de sangre del cordon umbilical
se han estancado®?.

Con la estratificacidn del riesgo de la enfermedad, el papel de la enfermedad subyacente en la
posible recaida es cada vez mas claro. Para pacientes con un riesgo bajo o moderado, los
resultados de este tipo de trasplantes son esperanzadores debido al menor riesgo de recaida que
conllevan vy las bajas tasas de EICH tanto aguda como crénica, mientras que para conocer la
progresion de los pacientes con riesgo elevado son necesarios mas estudios.

2.5.2 Trasplante de donante con disparidad HLA no relacionado

Actualmente hay alrededor de 25 millones de personas en todo el mundo registradas como
donantes voluntarios de médula dsea. Puesto que la mayoria de los pacientes tienen que recurrir
a esta opcidn porque solo tienen como posibles donantes aquellos con disparidad HLA no
relacionados, se han llevado a cabo investigaciones con el fin de tratar de identificar posibles
combinaciones de disparidad HLA que aparentemente se toleren mejor que otras. Se basan en el
nivel de resolucién de la disparidad HLA (alélica o antigénica), la presencia de disparidad en
residuos de aminodacidos especificos y el nivel de expresién alotipico de la disparidad HLA tanto
de donante como de receptor.

2.5.2.1 Alelos y antigenos

La disparidad alélica del HLA se define como una diferencia entre dos alotipos HLA que pueden
ser detectados Unicamente con métodos de alta resolucién molecular, mientras que la disparidad
a nivel antigénico ocurre entre alotipos HLA que se detectan con aloantisuero dirigido contra
epitopos de la proteina HLA expresada.

2.5.2.2 Disparidad en residuos de aminoacidos especificos

Este modelo trata de probar la hipdtesis de que la presencia de residuos de aminoacidos
especificos de la proteina HLA expresada pudieran ser inmunogénicos y llevar a un
reconocimiento de donante frente a huésped, que se manifiesta clinicamente con un incremento
del riesgo de EICH aguda y de la mortalidad.

2.5.2.3 Expresion HLA

La expresion de HLA-C y HLA-DP afecta al control de las infecciones (SIDA y hepatitis B) y al riesgo
de las enfermedades autoinmunes (enfermedad de Crohn)°*°3. La expresidn elevada de HLA
puede facilitar la presentacion de antigenos extrafios llevando a un aumento de la vigilancia
inmunoldgica y, en consecuencia, un menor riesgo de progresion de la enfermedad. Por el
contrario, la misma expresién elevada de HLA puede provocar un ataque autoinmune de los
tejidos del huésped, llevando a la autoinmunidad como es el caso de la enfermedad de Crohn.

Se conoce que el nivel de expresion de los productos de los genes HLA-DRB3, DRB4, DRB5, DQB1
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es generalmente menor que los de HLA-A, B, Cy DRB1. En un analisis reciente de trasplantes
8/8%, la disparidad en un gen de baja expresidn no se asociaba a riesgos mas altos, sin embargo,
en los trasplantes 7/8, la presencia de tres o mas disparidades de baja expresion en alguno de los
genes mencionados anteriormente, se asociaba a una mortalidad general superior y a una mayor
mortalidad relacionada con el trasplante. La disparidad para alotipos HLA-C y HLA-DP de baja
expresion es mejor tolerada que aquella en alotipos de alta expresion. En los trasplantes de
donante no relacionado con una sola disparidad en HLA-C, a medida que el nivel de expresion de
la disparidad del alotipo HLA-C aumenta, el riesgo de EICH agudo o mortalidad no relacionada
con una recidiva aumenta también.

Estos datos demuestran que los polimorfismos presentes en regiones reguladoras de los genes
HLA tiene una significacion clinica, destacando la necesidad de un mayor entendimiento de la
expresion de HLA a la hora de definir disparidades permisivas.

En conclusién, hay datos suficientes que apoyan el uso de donantes no relacionados con
disparidades seleccionadas cuando no hay donantes compatibles disponibles. La seleccién del
donante debe tener en consideracién algunos pardmetros, como que el donante sea joven, exista
una Unica disparidad, evitar la disparidad de dos locus HLA-DRB1/DQB1°*, evitar la disparidad
simultanea de HLA-DRB3/4/5 cuando ya existe una disparidad HLA-DRB1 y evitar también la
disparidad de alotipos de alta expresion HLA-Cy HLA-DP en el paciente. Teniendo en cuenta estas
premisas, la disponibilidad de un donante no relacionado como terapia curativa puede ser
incrementada sin que lo hagan los riesgos para el paciente.

2.5.3 Trasplante de células procedentes del cordon umbilical

El uso de sangre de cordén umbilical como fuente de progenitores hematopoyéticos
trasplantables fue sugerido por primera vez por Hal Broxmeyer en 1982, por lo que la sangre
procedente del corddon umbilical es una fuente alternativa de progenitores hematopoyéticos
para aquellos pacientes que pueden beneficiarse de un trasplante alogénico. Estas células
pueden ser criopreservadas y almacenadas, manteniendo su capacidad de proliferaciéon durante
mas de 20 anos.

Inicialmente, el trasplante a partir de células procedentes de cordén umbilical era una practica
limitada a edades pediatricas debido a la pequefia cantidad de células que se obtienen del
corddn. Se han realizado trasplantes tanto de donantes relacionados como no relacionados,
obteniendo unas tasas elevadas de éxito para una gran variedad de enfermedades hematoldgicas
y enfermedades metabdlicas por almacenamiento en nifios.

Tras los prometedores resultados logrados en nifios, el inicio de la experiencia de este tipo de
trasplantes en adultos fue desalentador, con un 40% de pacientes fallecidos antes del dia 100
post-trasplante. Durante los afios posteriores se cuidé mas la seleccion del paciente, se les dio
un mejor cuidado de soporte y los investigadores se dieron cuenta de que la infusidn de una dosis
mayor de células se relacionaba con una mejor supervivencia. Varios estudios muestran que la
edad y enfermedad avanzada son predictores de un peor funcionamiento del injerto y, en
consecuencia, menor supervivencia. Se observd que la dosis celular que se infundia en el injerto
era crucial para que el funcionamiento del injerto y la supervivencia posterior del paciente, lo
cual mejord la supervivencia en adultos.
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Debido a la necesidad de mejorar la eficacia de este tipo de trasplante, se plantearon dos
opciones: el trasplante doble de células de corddn o la seleccion del HLA. El trasplante doble
mejoro la supervivencia en adultos, lo que permitié conocer, tras estudios posteriores, el hecho
de que la dosis celular es critica para el funcionamiento del injerto y la supervivencia. Ademas, el
empleo del acondicionamiento no mieloablativo o de intensidad reducida permitia a pacientes
de mds edad o con mas comorbilidades ser trasplantados de modo seguro. Varios estudios
posteriores avalaron estas observaciones, mostrando una supervivencia libre de enfermedad tras
un trasplante doble en adultos del 30 al 50%. Sin embargo, existen datos recientes sobre un
incremento de la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con leucemia en primera
remisidon que reciben un trasplante doble, pero sin ninguna ventaja en pacientes en segunda
remisidn respecto al trasplante Unico. Estos datos, por tanto, justifican lo apropiado de este tipo
de trasplantes en nifios, pero la necesidad de mds estudios en su aplicacién adultos.

Por otro lado, los avances en la seleccion de la mejor unidad de sangre de corddn para realizar el
trasplante se han traducido en unos mejores resultados (el grupo Eurocord ha sefialado un
incremento de la supervivencia libre de enfermedad de un 23% antes del afio 2000 a un 38% en
los ultimos afos en trasplantes simples con mieloablacidn previa). En un anadlisis de 1061
trasplantes simples cuyos receptores eran tanto nifilos como adultos enfermos de leucemia o
mielodisplasia, se dio una menor tasa de mortalidad relacionada con el trasplante en aquellos
receptores de antigeno 6/6 HLA-A, -B, alelo -DRB1, independientemente de la dosis celular
recibida. En una escala proporcional se observé que, en receptores de unidades dispares, a mayor
disparidad mayor requerimiento de dosis celular. La presencia de anticuerpos HLA contra las
unidades que se van a injertar se considera un factor de mal prondstico tanto para el trasplante
simple como para el doble.

Varios investigadores han trabajado en posibles estrategias de expansién de células precursoras
de corddn umbilical para aumentar la dosis celular. Delaney et al empleando el ligando Delta-1
demostraron la expansion de células repobladoras a corto plazo y un incremento en el tiempo
de injerto de neutrdfilos a los 16 dias. Se han obtenido algunos éxitos en el uso de nicotinamida
en combinacién con citoquinas para la expansién ex vivo de estas células en el contexto de un
doble trasplante. Otros métodos para mejorar la eficacia del trasplante de corddn consisten en
incrementar el homing y la nutricion de estas células en el microambiente hematopoyético. En
ese campo se incluyen estudios experimentales que emplean la fucosilacién de las células, la
inhibicion de la dipeptidilpeptidasa 4 y el pretratamiento de las células del donante con una PGE
modificada. Una aproximacion es la regulacion ascendente de la expresiéon de CXCR4, que es
expresada en CD 341 de las células progenitoras para incrementar la migracién a la médula ésea.

En conclusion, el trasplante de progenitores hematopoyéticos provenientes de corddn umbilical
en nifios tiene una supervivencia superior o similar a los trasplantes estandar. En adultos el
resultado a este tipo de trasplantes es cada vez mejor, segun los resultados que se van
obteniendo en estudios aleatorizados. Algunos de estos resultados muestran que el trasplante
de corddn con disparidad es factible, y en el futuro puede ser posible lograr resultados similares
que con el trasplante HLA-idéntico. Sin embargo, este tipo de trasplantes aun tiene que
enfrentarse a unos cuantos desafios como por ejemplo el retraso en la reconstitucién inmune
tras este tipo de trasplantes, que conlleva una incidencia incrementada de infecciones virales
tardias potencialmente mortales.




20

3 HIPOTESIS

Cuando un paciente tiene la necesidad de ser sometido a un trasplante de progenitores
hematopoyéticos el donante ideal es un familiar HLA idéntico. Como muy pocos pacientes tienen
esta opcion, el siguiente paso es buscar un donante HLA idéntico no relacionado. A pesar de ello,
existe aproximadamente un 30% de pacientes en los que no se encuentra un donante dptimo.
En estos casos se recurre a donantes alternativos (trasplante haploidéntico familiar, no
relacionado con disparidad en HLA o trasplante de células de sangre de cordén umbilical).

En el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), centro de referencia a nivel nacional,
los trasplantes alogénicos en los que se recurre al empleo de donantes alternativos son
fundamentalmente de donante no relacionado con disparidad en uno o dos antigenos
(“mismatch”) o de donante familiar haploidéntico. Ambos tipos de trasplante emplean un
régimen de acondicionamiento e inmunosupresor totalmente diferentes, especialmente este
ultimo. En el primer caso la inmunosupresion se basa en combinaciéon de un inhibidor de
calcioneurina (tacrolimus generalmente) con metotrexate en pauta corta o micofenolato
asociado o no con ATG (gammaglobulina anti-timocitica); en el segundo caso se basa en el uso
de altas dosis de ciclofosfamida post-trasplante asociado a pauta corta de micofenolato y
tacrolimus.

Diferentes series y estudios mundiales muestran que la disparidad en HLA es un factor critico en
la supervivencia global a corto y largo plazo; sin embargo, con el uso de ciclofosfamida post-
trasplante en el modelo del trasplante haploidéntico parece evitarse este factor de mal
prondstico que supone la presencia de 3 o 4 disparidades. Nuestra hipdtesis de trabajo es que
el uso de ciclofosfamida post-trasplante es el factor que mas influye en los resultados del
trasplante haploidéntico y puede suponer una ventaja el hecho de utilizar éste como fuente de
donante alternativo frente al no relacionado mismatch. De confirmar esta observacion
analizando los resultados de los trasplantes realizados en el HUMV, se podria valorar modificar
tanto la eleccién de donante como el tratamiento inmunosupresor en este grupo de pacientes
gue requieran un donante alternativo.
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4 OBJETIVOS

Objetivo principal: Evaluar y comparar la supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) en pacientes con donante alternativo comparando el trasplante de donante
haploidéntico familiar vs el trasplante de donante no relacionado con disparidad.

Objetivos secundarios:

a) evaluar y comparar las tasas de fallo de implante en ambos grupos.

b) evaluar y comparar la incidencia de EICH aguda y crénica en ambos grupos.

C) evaluary comparar la mortalidad relacionada con el procedimiento en ambos grupos.
d) analizar y comparar las causas de mortalidad en ambos grupos.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO

Estudio descriptivo observacional retrospectivo sobre dos cohortes de pacientes.

5.2 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con alotrasplante de progenitores hematopoyéticos realizados en el Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla desde el afio 2012 hasta el 2016. El estudio se realiza sobre
dos grupos de pacientes sometidos a diferentes tipos de trasplante alogénico: TPH familiar
haploidéntico y mismatch de donante no relacionado.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para someterse al trasplante ademas
de ceder la informacién derivada del mismo para realizar diferentes estudios y transmitir datos
a diferentes registros segun la normativa vigente.

5.3 TAMANO MUESTRAL ESTIMADO

El tamafo muestral total es de 55 pacientes, de los cuales 30 fueron sometidos a un trasplante
haploidéntico familiar y otros 25 a un trasplante de donante no relacionado con disparidad en
HLA.

Criterios de inclusién: Pacientes sometidos a alotrasplante de progenitores hematopoyéticos
haploidéntico familiar o mismatch, mayores de 18 anos sin restriccion del tipo de
acondicionamiento ni de la fuente de progenitores hematopoyéticos.

Criterios de exclusion: Pacientes menores de 18 afios en los que se haya perdido informacion o
un seguimiento adecuado.

Muestreo: Pacientes que cumplen todos los criterios de inclusion.
Variables clinicas:

e Datos demograficos y relativos al paciente: cddigo de paciente, fecha de nacimiento,
edad, sexo, comorbilidad basal evaluada mediante HCTI-CI score (indice de comorbilidad
pre-trasplante).

e Datos de la enfermedad: Fecha de diagndstico de la enfermedad, diagndstico de la
enfermedad, estado de la enfermedad al trasplante (remisién completa, remision parcial,
en progresion, refractaria al tratamiento), EBMT risk score, DRI (bajo, intermedio, alto,
muy alto), trasplantes previos.

e Datos del trasplante: Fecha del trasplante, tipo de donante (familiar, no emparentado),
compatibilidad HLA (haploidéntico, con disparidad), grado de disparidad (antigénico o
alélico), tipo de disparidad (A, B, C), fuente de células progenitoras hematopoyéticas
(médula dsea o sangre periférica), acondicionamiento (mieloablativo o no mieloablativo),
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estado seroldgico para CMV (donante/receptor), profilaxis de EICH, ATG (si/ no), quimera
al dia 30 (completa / incompleta), fallo de implante (si/no), fecha del tltimo seguimiento,
estado del paciente en el Ultimo seguimiento.

e Datos de las complicaciones agudas: Fecha de retirada de la inmunosupresion, EICH
agudo (EICHa) (si/no), tipo de EICHa, grado EICHa, tratamiento de la EICHa, respuesta al
tratamiento, infeccién por CMV (si/no), enfermedad por CMV (si/no), tratamiento de
enfermedad por CMV.

e Datos de las complicaciones crénicas: EICHc (si/no), fecha de aparicidn, tipo de EICHCc,
grado de EICHc (leve, moderado o grave) tratamiento de primera linea, respuesta al
tratamiento.

e Datos del cese de la inmunosupresidn: fecha del cese de cada farmaco.

e Datos del paciente en el dltimo seguimiento: vivo/muerto, estado de la enfermedad en
ultimo seguimiento (remision completa, remision parcial, en progresion). Fecha del
ultimo seguimiento. Causa de exitus (si procede). Necropsia (si/no).

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

= La supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad fueron comparadas con el
log-rank test y las curvas de estas variables fueron trazadas empleando el método Kaplan-
Meier.

= Los valores para las variables categdricas fueron analizados mediante el test x? para
comparar las caracteristicas de los dos grupos de trasplante.

= Los valores fueron considerados significativos con un valor “p” inferior a 0.005.
= Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa IBM SPSS Statistics 21.
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6 RESULTADOS

Se analiza una muestra de 55 pacientes trasplantados en el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (HUMV) entre los afios 2012 y 2016. De estos, 30 pacientes fueron sometidos a un
trasplante haploidéntico familiar y los 25 restantes a un trasplante de donante no relacionado
con disparidad en HLA.

En los pacientes con trasplante mismatch, la inmunosupresiéon se basd en el uso de
gammaglobulina antitimocitica ATG Fresenius a una dosis total de 21 mg/kg fraccionada en tres
dias (desde el dia -3 hasta el dia-1), seguida a partir del dia +1 post-trasplante de un inhibidor de
calcioneurina (tacrolimus /ciclosporina) asociado con metrotrexate en pauta corta o
micofenolato. Por el contrario, en el trasplante haploidéntico la inmunosupresidn se basé en el
uso de ciclofosfamida a altas dosis (50 mg/kg) en los dias +3 y +4 post-trasplante seguido a partir
del dia +5 de tacrolimus y micofenolato. En este grupo de trasplante se empled G-CSF de forma
habitual hasta el prendimiento.

En los trasplantes de donante no relacionado mismatch, la reduccion de la terapia
inmunosupresora se realizé en general a partir del dia +80 post-trasplante, siempre que no
presentaran EICH agudo. En los trasplantes haploidénticos, el micofenolato se suspendid
precozmente (dia +28) y se comenzé una pauta descendente de tacrolimus a partir del dia +50
en caso de que no hubiera EICH, con objeto de supenderlo en torno al dia +130 post-trasplante.
En ambos casos, la inmunosupresidn se prolongaba en caso de que apareciese EICH.

La profilaxis anti-neumocistis se realizé con cotrimoxazol con una pauta de dos veces por semana
a partir del implante, considerandose el uso de pentamidina inhalada mensual si éste no era
suficiente. En todos los pacientes trasplantados independientemente del tipo de trasplante que
les fue realizado se monitorizé la aparicidon de infeccién por citomegalovirus al menos una vez
por semana desde el prendimiento, mientras que en la mayoria de los mismatch se realizé
también una determinacion del virus de Epstein Barr (EBV) en los primeros 100 dias. En ninguno
de los grupos se empled profilaxis antimicrobiana durante el periodo de aplasia segun la practica
habitual del centro, realizdndose mayoritariamente profilaxis antifingica con fluconazol en el
primer pico febril.

TACROLIMUS / CICLOSPORINA + MTX / MMF Reduccidn s
D-3a-1 plao D+l D +80
ATG INFUSION
21mg/Kg

Figura 5. Esquema de inmunosupresion para el trasplante de donante no
relacionado con disparidad en el HLA.




25

TACROLIMUS Pauta descendente de Tacralimus
Cy 50
me/Ke o
DiA0 D+3 D#4 D45 D +28 D +50 D +130

INFUSION

Figura 6. Esquema de inmunosupresion para el trasplante haploidéntico familiar.

Ambos grupos no ofrecian diferencias significativas considerando edad al trasplante, sexo,
enfermedad hematoldgica, estado de la enfermedad al trasplante, trasplante autélogo previo e
indice de riesgo de la enfermedad para recaida (DRI) (Ver tabla 1).

Sin embargo, presentaban diferencias significativas en relacion con el acondicionamiento
empleado, la profilaxis frente a EICH, la fuente de progenitores empleaday el HCT-Cl score previo
al trasplante.

El acondicionamiento empleado fue ablativo en el 92% de los trasplantes mismatch, mientras
que en los trasplantes haploidénticos fue del 30% (p=0.00). La profilaxis frente a EICH se realizé
con tacrolimus y micofenolato en el 100% de los trasplantes haploidénticos, mientras que en el
grupo de trasplantes mismatch la recibieron el 64% de los pacientes, empledndose otras
combinaciones farmacoldgicas en el resto de pacientes de ese grupo (p=0.005).

En cuanto a la fuente de progenitores hematopoyéticos empleada también se observaron
diferencias significativas, siendo en el grupo del trasplante haploidéntico utilizada principalmente
médula dsea (83.3%), al contrario que en el grupo mismatch (48%) (p=0.05). El indice de
comorbilidad pre-trasplante (HCT-Cl score) era mayor o igual a 3 en el 76.7% de los que recibieron
trasplante haploidéntico, mientras que en el grupo mismatch era del 40% (p=0.016).
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Tabla 1.Caracteristicas demograficas de los pacientes en funcién del tipo de trasplante.

MISMATCH HAPLOIDENTICO P value
N % N %
Numero 25 30
Edad, mediana (rango) 53 (6-68) 48 (24-74) 0.84
Sexo femenino 11 44 13 43.3 0.96
Acondicionamiento
- Ablativo 23 92 9 30 0.00
- Intensidad 2 8 21 70
reducida
Profilaxis EICH
- Tacrolimus+MMF 16 64 30 100 0.005
- Tacrolimus+MTX 6 24
- Ciclosporina+MMF 1 4
- Ciclosporina+MTX 2 8
Enfermedad
- LMA 8 32 14 46.7
- LLA 3 12 1 3.3
- SMD 6 24 2 6.7 0.1
- LNH 2 8 2 6.7
- EH 1 4 8 26.7
- Otros 5 20 3 10
Status enfermedad
- 1RC 12 48 16 53.3
- 2RC 4 16 2 6.7 0.51
- 23RC 0 0 2 6.7
- RP 5 20 7 23.3
- Refractario 4 16 3 10
Trasplante autdlogo
previo 0.07
- Si 2 8 8 26.7
- No 23 92 22 73.3
Fuente de progenitores
- Médula 6sea 12 48 25 83.3 0.05
- Sangre periférica 13 52 5 16.7
DRI
- Bajo 1 4 4 13.3
- Intermedio 15 60 16 53.3
- Alto 6 24 9 30 0.47
-  Muyalto 0 0 0 0
- No evaluable 3 12 1 33
HCT-TI score
-0 2 8 2 6.7
- 12 13 52 5 16.7 0.016
- 23 10 40 23 76.7
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6.1 SUPERVIVENCIA GLOBAL, SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD E

INCIDENCIA DE RECAIDA

Con una mediana de seguimiento de 15 meses (rango 0-59) la supervivencia global estimada a
los 12 meses fue del 69% en el trasplante haploidéntico y del 60% en el trasplante mismatch, no
siendo un resultado estadisticamente significativo (p=0.51). La supervivencia libre de
enfermedad en este mismo periodo de tiempo fue del 65% para el trasplante haploidéntico
familiar y del 56% para el mismatch, no alcanzando tampoco significacion estadistica (p=0.53).

HAPLO MISSMATCOH
[ Oni-
TI0_TPH Cuadraco 9 Cuadrado | S
Log Rank (Mantel-Cox) MAMO 442 | 506
MISSMATOH as2 | 506 ‘;

Supervivencia global

NPO_TPM
HARLO
MSSMVATOM
HAMO-censyrado
MISSMVATON -Censurado

Supervivencia acumulada

2 T T Y T T
10.CO 2000 30,00 40,00 50.00 €0.00

Meses de seguimiento

Grdfico 1. Supervivencia global en ambos grupos.
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Comparaciones por pares
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Grdfico 2. Supervivencia libre de recaida en ambos grupos.

La incidencia acumulada de recaida en el grupo que recibié un trasplante haploidéntico familiar
fue del 21%, mientras que en el grupo de pacientes que recibieron un trasplante mismatch fue
del 14%, no tratdndose de una diferencia significativa (p=0.83). En cuanto al status de la
enfermedad en que se encontraban los pacientes en el momento del trasplante, de aquellos
sometidos a trasplante haploidéntico familiar el 57.1% se encontraba en primera remision
completa y el 42.9% en remision parcial. En el grupo de los pacientes sometidos a un trasplante
de donante no relacionado con disparidad en HLA, un 40% se encontraba en primera remision
completa, otro 40% en segunda remision completa y el 20% restante en remision parcial.

6.2 FALLO DE IMPLANTE Y EICH

En el grupo de los pacientes que recibieron un trasplante haploidéntico familiar no se ha
registrado ningun fallo de implante primario, mientras que se han registrado dos fallos de
implante secundario (6.7%). Asimismo, entre los pacientes sometidos a un trasplante de donante
no relacionado con disparidad en HLA se registraron 5 fallos de implante, lo que supone el 20%
de este grupo. De estos 5 fallos de implante, 2 fueron primarios (8%) y los 3 restantes secundarios
(12%).

Se analizd la incidencia de EICH en ambos grupos, distinguiendo entre EICHa y EICHc. Fueron
valorables para EICHa todos los pacientes del grupo haploidéntico y 23 de los 25 pacientes del
grupo mismatch. La presencia de EICHa fue demostrada en 10 pacientes de los sometidos a
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trasplante haploidéntico familiar (33.3%), mientras que en el grupo de pacientes que recibieron
trasplante de donante no emparentado con disparidad en HLA fue registrada en 12 pacientes
(48%). En relacidn con la gravedad de la EICH, se dividié en moderada (grados II/IV) y grave
(grados 111/1V). Aquellos pacientes sometidos a un trasplante haploidéntico familiar presentaron
menores tasas de enfermedad grado II/IV que los sometidos a un trasplante mismatch (33% vs
52%, p=0.17), existiendo diferencias significativas en las formas graves de EICHa (26% vs 6.7%,
p=0.05).

Por otro lado, fueron valorables para EICHc 23 de los 30 pacientes del grupo haploidéntico y 18
de 25 del grupo mismatch. Presentaron la enfermedad el 50% de los pacientes sometidos al
trasplante haploidéntico y el 32% de los pacientes sometidos al trasplante mismatch. En cuanto
a los grados de gravedad en el EICHc, se clasificaron como leve, moderado o grave segun la escala
NIH para EICHc. En el grupo de los trasplantes haploidénticos se registraron 7 de grado leve
(30.4%) y 6 de grado moderado (26.1%), mientras que en el grupo mismatch se registraron 2 de
grado leve (11.1%) y 1 de grado moderado (5.6%), no alcanzando estas variables significacion
estadistica. Sin embargo, si se alcanzan en el grado grave de la enfermedad. Presentaron EICHc
grave 2 pacientes sometidos a trasplante haploidéntico (8.7%) frente a 5 en el grupo mismatch
(27.8%), p=0.01.

6.3 MORTALIDAD RELACIONADA CON EL PROCEDIMIENTO Y PRINCIPALES

CAUSAS DE MORTALIDAD EN AMBOS GRUPOS

Se analizé la incidencia de exitus en ambos grupos, asi como las causas de los mismos. En el grupo
de los pacientes sometidos a un trasplante haploidéntico familiar hubo 12 fallecidos (40%),
mientras que en el grupo de pacientes que recibieron el trasplante de un donante no
emparentado con disparidad en HLA se registraron 15 (53.6%).

En cuanto a las causas de mortalidad, se analizaron dividiéndolas en dos grupos principales:
mortalidad por recaida/progresiéon de la enfermedad y mortalidad relacionada con el
procedimiento. En el grupo de pacientes que recibieron trasplante haploidéntico, fallecieron por
recaida/progresion 4 pacientes (13.3%), mientras que 7 pacientes (24%) fallecieron a causa de la
toxicidad relacionada con el procedimiento. En el otro grupo de pacientes, fallecieron por
recaida/progresion de la enfermedad 4 pacientes (16%), mientras que 8 fallecieron por toxicidad
relacionada con el procedimiento (33%), sin alcanzar estos datos significacidon estadistica
(p=0.59). Estos datos indican que el grupo mismatch tiende a presentar una mortalidad mayor
relacionada con el procedimiento que el grupo haploidéntico. La mortalidad a los 100 dias fue
mayor en el grupo mismatch (29% vs 20%), al igual que ocurre con la mortalidad al afio (33% vs
24%, p=0.59).
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Grdfico 3. Mortalidad relacionada con la recaida/progresion de la enfermedad.
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Grdfico 4. Mortalidad relacionada con el procedimiento
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7 DISCUSION

La hipdtesis con la que fue concebido este estudio trataba de demostrar una superioridad en
cuanto a la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad en aquellos enfermos
sometidos a un trasplante alogénico de tipo haploidéntico familiar frente a aquellos que recibian
el trasplante de un donante no emparentado con disparidad en HLA. Este resultado se esperaba
gue estuviera condicionado principalmente por las diferentes pautas de inmunosupresién que
reciben estos dos grupos pacientes, pudiendo plantearse, en caso de observar grandes
diferencias, ciertas modificaciones que conlleven una disminucién de la toxicidad y, en
consecuencia, un incremento en la supervivencia.

Sin embargo, en contra de la hipétesis de partida y tras el analisis estadistico de las variables
utilizadas en ambos grupos, no se han hallado practicamente diferencias en la supervivencia
global ni en la supervivencia libre de enfermedad entre ambos grupos, siendo bastante similares
entre si. No obstante, pese a los resultados obtenidos en este estudio, no se puede descartar la
hipdtesis de partida ya que la muestra no tiene el suficiente nimero de pacientes como para que
estos resultados sean estadisticamente significativos (p=0.51).

Con todo, a pesar de no haber podido demostrar la hipdtesis, son destacables las tasas de
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad logradas en el grupo mismatch, siendo
mayores que las descritas habitualmente en la literatura médica®® [Ho VT et al. HLA-C mismatch is
associated with inferior survival after unrelated donor non-myeloablative hematopoietic stem
cell transplantation.], lo que indicaria que el manejo de estos pacientes y la inmunosupresién
utilizada en el servicio de hematologia en el HUMV es ampliamente eficaz.

Sin embargo, los pacientes que recaen son similares en ambos grupos a pesar de que en el
trasplante mismatch se incluyeron regimenes de acondicionamiento mas agresivos (ablativos)
que, a priori, podrian traducirse en un mejor control de la enfermedad. No obstante, |a tasa de
recaidas es baja en comparacién con el estado actual de la literatura médica para trasplante
haploidéntico familiar® [Luznik L. et al. Post-transplantation cyclophosphamide for tolerance
induction in HLA-haploidentical BMT] y trasplante de donante no emparentado con disparidad
en HLA® [Morishima Y, et al. Biological significance of HLA locus matching in unrelated donor
bone marrow transplantation.], lo que parece indicar que la estrategia seguida en este centro de
reduccion acelerada de lainmunosupresidn en trasplantes haploidénticos y de reduccién de dosis
de ATG en trasplantes mismatch pude ser un camino eficaz.

La incidencia de EICHa asi como su graduacién segun gravedad ha sido muy similar en ambos
grupos. Sin embargo, en la EICHc si se han encontrado diferencias, tanto en la incidencia como
en la gravedad de la misma. Analizando a los pacientes valorables para esta enfermedad, la
incidencia de EICHc ha sido mayor en el grupo de pacientes que recibieron un trasplante
haploidéntico familiar frente a los que lo recibieron de un donante no relacionado dispar. No
obstante, a pesar de presentar una mayor incidencia, los pacientes del grupo haploidéntico
sufrian la enfermedad en un grado mas leve, mientras que los pacientes del grupo mismatch
presentaron significativamente un mayor porcentaje de casos graves de EICHc.

Por ultimo, la variable de la mortalidad es la que ha arrojado unos resultados mas sorprendentes.
Mientras que se esperaba obtener una supervivencia mas elevada en el grupo de los pacientes
con trasplante haploidéntico, la mortalidad se preveia que fuera mayor en los pacientes que
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recibieron el trasplante de un donante no relacionado con disparidad en HLA. Sin embargo, de
nuevo los resultados obtenidos estdn muy ajustados entre ambos grupos por lo que, a pesar de
no ser significativos (p=0.592), parecen indicar que en el HUMV se estan consiguiendo resultados
relativamente exitosos en lo que se refiere al trasplante de donantes alternativos.
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8 CONCLUSION

A pesar de que el estudio no es significativo estadisticamente debido al pequefio tamafio de la
muestra seleccionada, todos los datos parecen indicar que tanto la supervivencia global como la
supervivencia libre de enfermedad son muy similares en ambos grupos, por lo que, a falta de
estudios posteriores, actualmente no estaria justificado el uso de ciclofosfamida post-trasplante
en aquellos pacientes que reciben un trasplante con disparidad en HLA de un donante no
emparentado, especialmente en casos con bajo conflicto antigénico.

Ademas, la toxicidad relacionada con el procedimiento parece ser mayor en este grupo, ya que
presentan, entre otros, un mayor porcentaje de fallos de implante y de casos graves de EICH, a
pesar de partir de una morbilidad previa al trasplante mas baja que el grupo haploidéntico.

Por ultimo, el analisis de la mortalidad global aunque no alcanza significacién estadistica parece
inclinarse positivamente hacia el grupo de los que recibieron un trasplante haploidéntico
familiar.
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