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RESUMEN

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es un tratamiento
establecido para los nifilos con leucemias en los cuales la quimioterapia no remite la
enfermedad. Se ha descrito el efecto injerto contra leucemia (EICL) que contribuye a la
eliminacion de células neoplasicas al momento del trasplante, o bien, aquellas que
pudieran generarse posteriormente. Este fendmeno estda mediado por linfocitos T,
principalmente. Paralelamente, se tiene el efecto adverso de enfermedad injerto contra
huésped (EICH), también mediada por linfocitos T, y que dicha patologia puede ser
mortal, o bien, crénica, impactando en la reconstitucion hematoldgica e inmunolégica del
paciente pediatrico.

Los linfocitos T son células del sistema inmune generados a partir de precursores
hematopoyéticos que migran de la médula ésea al timo y del timo emigran linfocitos T
naive a la periferia como CD4+ y CD8+. Estos se encargaran de repoblar érganos
linfoides secundarios que ante una infeccién viral, bacteriana, o presencia de células
tumorales tendran la capacidad de activarse, proliferar y tener una respuesta efectora. De
acuerdo al fenotipo se puede determinar la frecuencia y numero absoluto de las mismas a
diferentes tiempos post-TCPH.

Por ello, es importante conocer el perfil de los linfocitos T y su asociacion con el estado
clinico para que el médico tratante realice una integracion de los resultados, signos y
sintomas y tome decisiones terapéuticas teniendo como blanco la leucemia, la presencia

de EICH agudo o croénico, asi como la susceptibilidad a los padecimientos infecciosos.



ANTECEDENTES:

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es una alternativa
terapéutica de enfermedades de elevada mortalidad, y se ha convertido en un
tratamiento potencialmente curativo para muchas de las neoplasias onco-hematoldgicas y
de los trastornos no malignos como: las hemoglobinopatias congénitas, aplasias
medulares e inmunodeficiencias primarias. El TCPH es el tratamiento establecido para los
nifos con leucemias en los cuales la remision de la enfermedad no ha sido posible con los
esquemas de quimioterapia habituales. El TCPH que se realiza es de origen alogénico en
el 85% de los casos, lo que conlleva a un tratamiento inmunosupresor prolongado,
condicionando un alto riesgo de complicaciones infecciosas y recaidas. Se ha descrito
también el efecto injerto contra leucemia (EICL) que contribuye a la eliminacién de células
neoplasicas al momento del trasplante, o bien, aquellas que pudieran generarse
posteriormente.(?) Las células del sistema inmune tienen un origen comun en una célula
progenitora hematopoyética (CPH), localizada en la médula ésea, a partir de la cual la
diferenciacion da lugar a los diferentes tipos de células sanguineas. Las CPH se
caracterizan principalmente por dos capacidades: 1) autorrenovacion y 2) diferenciacion
en diversas células hematopoyéticas. Estas pierden la capacidad de autorrenovacion y
adquieren la capacidad de multiplicarse y diferenciarse, dando lugar, a su vez, a las
células precursoras que tienen caracteristicas especificas de cada linaje celular. Por lo
tanto, siempre que existan las condiciones adecuadas para las CPH, puede alcanzarse

una reconstitucién inmunoldgica y hematoldgica completa y eficiente. ¢4

Segun el donador, existen dos modalidades de TCPH: autélogo y alogénico. Sin embargo
se debe considerar la compatibilidad de HLA, de lo cual derivan los TCPH de tres tipos: a)
HLA genotipicamente idéntico (familiar), b) HLA fenotipicamente idéntico (familiar o no

familiar) y c) HLA no idéntico. 6%

Las principales indicaciones son las siguientes:

* Enfermedades neoplasicas (hematolégicas y tumores sélidos) que no remiten con
tratamiento a base de quimioterapia a dosis tolerables, pero que puedan ser curadas con
tratamientos mieloablativos (con alta toxicidad medular) y la infusion de CPH para

reconstituir y restablecer la hematopoyesis normal.



En los TCPH alogénicos existe participacion del sistema inmunoldgico con actividad
antitumoral considerando la eliminacién de las clonas leucémicas remanentes. El
acondicionamiento previo consiste en quimioterapia con o sin radioterapia a dosis mas

mieloablativas a lo normal.

+ Enfermedades no neoplésicas (aplasias medulares, hemoglobinopatias congénitas,
inmunodeficiencias y otros errores congénitos) en las que, la médula 6sea no es
funcionante, o bien, ésta no es capaz de producir ciertos elementos celulares sanguineos

en numero y funcién adecuados por defectos genéticos.

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es un tratamiento
establecido para nifios con leucemia, de acuerdo con las indicaciones mencionadas
previamente; sin embargo, realizar este proceso requiere de un equilibrio inmunolégico en
el cual se deben controlar las diversas interacciones de las células T y NK (Natural Killer),
para minimizar los efectos de la enfermedad aguda de injerto contra huésped (EICH) e
infecciones, principalmente virales, asi como el proceso de injerto contra leucemia. Por
ello, se han propuesto varios biomarcadores clinicos para predecir y evaluar la EICH sin
embargo esta patologia sigue siendo de interés para el area clinica y basica porque se

requiere de una respuesta inmunoldgica compleja. *®

Los periodos prolongados de inmunosupresion ocasionados por el régimen de
acondicionamiento asi como el tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedero,
resultan en el desarrollo de infecciones serias, las cuales representan una de las dos
causas mas frecuentes de mortalidad posterior al trasplante alogénico. Diversas
evidencias sugieren que después de someterse a un TCPH la recuperacion de linfocitos
alogenicos en sangre periférica se asocia con un mejor pronéstico y que un recuento bajo
de los mismos a los 30 dias post trasplante predice un peor pronéstico. Las células T CD4
+ y CD8+ tienen un papel importante en la fase efectora cuando interaccionan con las
células NK para mediar la produccion de agentes inflamatorios y la destruccion celular

por citotoxicidad.(®)

La recuperacion de las células inmunes innatas generalmente toma semanas a meses,
sin embargo, la reconstitucion completa de la inmunidad adaptativa suele retrasarse de
meses a anos. Este retraso dependera de las caracteristicas del trasplante, llegando a

tardar hasta afos para obtener un numero adecuado de células linfoides con una
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funcionalidad éptima pues la reconstitucion inmunolégica cualitativa tiene un periodo muy
largo de recuperacion lo cual afecta la capacidad de respuesta ante los agentes
infecciosos oportunistas, lo cual aumenta el riesgo de EICH y la posibilidad de recaida en

la leucemia.(V"-14)

La reconstitucién del sistema inmune principalmente del componente celular es de vital
importancia ya que después de la quimioterapia y radioterapia pretrasplante, toda la
hematopoyesis normal del receptor, asi como los componentes del sistema inmune
celular y humoral son afectadas gravemente. Dentro de los mecanismos de defensa se
encuentra la participacion de los linfocitos T, principalmente en el control de infecciones
por bacterias, virus, protozoos y hongos y mediante la regulacién de la produccién de

anticuerpos especificos por los linfocitos B. (1319

En la etapa postrasplante se llega a producir un ligero aumento en la produccion de
anticuerpos esto puede ser debido a la transferencia de: a) Linfocitos B inmunes del
donante; b) Células presentadoras de antigeno del donante sensibilizadas, c) Linfocitos T
inmunes del donante que cooperan con cualquiera de los linfocitos B antigeno-especificos

del donante o del receptor. (1**%)

La inmunidad celular es el tipo de defensa del hospedero mediado por los linfocitos T y
sirve de mecanismo de defensa contra los patégenos intra y extracelulares, La funcion de
los linfocitos T efectores CD4+ es reclutar y activar a los fagocitos (macréfagos y
neutrdéfilos) y otros leucocitos para eliminar a los microorganismos intra y extracelulares y
ayudar a los linfocitos B a producir anticuerpos. Los Linfocitos T CD4+ son cruciales en la
eliminacion de patdégenos por medio de los fagocitos mientras que los linfocitos efectores
CD 8+ son responsables de la erradicacion de los patégenos como virus que infectan y
replican de todas las células. La inmunidad celular se refiere al proceso de lisis de los
patégenos mediado por los fagocitos y estimulados por los linfocitos CD4+. Algunos
linfocitos CD4+ activan a otras células como los eosindfilos, para que destruyan tipos
particulares de microorganismos. Aunque estas funciones no estaban descritas en el
modelo original de inmunidad celular son funciones importantes de los linfocitos efectores,

principalmente en el mantenimiento de la integridad del paciente. (19

Los factores de riesgo asociados al TCPH pueden desencadenar condiciones graves y

potencialmente mortales cuando no son ponderadas de manera correcta (la mortalidad
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relacionada con el trasplante). La reconstitucién inmunolégica del hospedero y el equilibro
de los componentes efectores es de vital importancia para el clinico. El proceso de TCPH
tiene algunas situaciones que deben considerarse de manera puntual, tal es el caso de la
enfermedad injerto contra hospedero (EICH) que es la principal causa de morbimortalidad
posterior al trasplante alogénico, es un sindrome clinico derivado de la accion de las
células inmunocompetentes del donador contra los tejidos del receptor. Fue descrito
inicialmente en modelos experimentales en murinos como una enfermedad secundaria en
la cual se habia sometido a unos ratones a diferentes esquemas de radiacién y
posteriormente se transfundian con células esplénicas normales de otro individuo lo que
ocasionaba una serie de manifestaciones a nivel intestinal, hepatico y en piel. La
incidencia de EICH grados Il a IV es de 40%, pero puede variar desde 10% a 80% segun

los factores de riesgo. ('"-19)

Los pacientes con un seguimiento a largo plazo del TCPH que son sometidos esquemas
de condicionamiento que contemplan quimioterapia a altas dosis y radioterapia corporal
total, llegan a tener complicaciones que pueden ocurrir en los primeros afio o inclusive
afios mas tarde. Dentro de las complicaciones mas graves, sin duda se encuentran las
infecciones recurrentes y la EICH, pero hay otras que deben considerarse en estos
pacientes para realizar un diagnéstico temprano, ya que impactan en la morbilidad y
mortalidad relacionadas con el TCPH. Las complicaciones se pueden dividir en agudas y
crénicas, entre las cuales se encuentran complicaciones hematicas, cardiovasculares,
gastrointestinales, hepaticas, pancreaticas, renales, metabdlicas, neuroldgicas vy

pulmonares, cuyo tratamiento depende de cada caso. (719

Recientemente, la fisiopatologia de la EICH aguda ha sido descrita como un proceso de
tres pasos en donde la participacion de las células T donantes es fundamental. Estos

pasos consisten en:

1) El efecto de la radiacion pretrasplante / régimen de acondicionamiento de
quimioterapia, el cual produce dano en el tejido del receptor, incluyendo ruptura de
la barrera epitelial intestinal y la liberacién de citocinas inflamatorias.

2) La activacion de células presentadoras de antigeno, liberacién y amplificacion de
factores inflamatorios.

3) Activacion y expansion de las células T del donador.



Para el inicio de la EICH en el TCPH se ha descrito que existe una serie de eventos en los
que el dafio tisular inicial conduce a la liberacion de lipopolisacaridos que ejercen una
regulacion positiva de citocinas inflamatorias, asi como la activaciéon de células
presentadoras de antigeno (CPA) y la activacion de linfocitos citotoxicos T del donante
(LTD), lo que conduce finalmente a dafio epitelial por las células T activadas y citosinas,
favoreciendo un aumento de la permeabilidad intestinal y la liberacion de citocinas
inflamatorias. Este modelo de EICH representa la base conceptual para los estudios
disefiados para reducir la liberacién de las citocinas proinflamatorias y el uso del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Los datos clinicos han apoyado este modelo con evidencia

de aumento de los niveles de lipopolisacaridos y TNF-a en los receptores de trasplante.

Sin embargo, en los diferentes modelos descritos se tienen muchas limitaciones pues no
explican de manera detallada o critica todos los eventos que ocurren en un paciente
posterior al TCPH de tipo alogénico, ademas de que no se describen los mecanismos

reguladoras que pueden limitar la extension o gravedad de la EICH y del EICL.

Los mecanismos efectores en la EICL y de la EICH se basan principalmente en la
compatibilidad de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) en donde la EICL
representa una forma de respuesta aloinmune contra el antigeno menor de
histocompatibilidad (miHLA).

La base para la mejor diferenciacién y clasificacion entre EICL y EICH es la observacion
clinica, pues en la EICH se representa un estado mas generalizado de la inflamacion, con
el dafo tisular con liberacion de citocinas inflamatorias. Por el contrario, la EICH de tipo
croénico se presenta mas como una respuesta humoral especifica contra antigenos de los

tejidos epiteliales y células hematopoyéticas.

Los principales 6rganos afectados en la EICH son la piel, higado e intestino, siendo las
manifestaciones mas comunes a nivel cutaneo, las cuales se caracterizan por un
exantema maculopapular eritematoso generalizado. El exantema puede ser asintomatico,
pruriginoso o doloroso, y de predominio en las zonas expuestas, como palmas y plantas,
asi como retroauricular y periorbitario. La ictericia progresiva es una de las
manifestaciones hepaticas mas frecuentes. A nivel intestinal, se puede manifestar como

nausea, anorexia, dolor, sialorrea. En casos graves puede existir un dafio significativo en
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la mucosa, con falla de la funcion intestinal que causa enteropatia perdedora de proteinas
con hipoalbuminemia, sangrado de tubo digestivo o ileo. Todas estas afectaciones
secundarias pueden comprometer la vida del paciente y generar complicaciones en el
manejo del injerto dentro de los primeros 6 meses del trasplante, por lo cual es
indispensable para el clinico contar con una serie de pruebas de laboratorio que permitan
predecir la EICH y asi se puedan considerar las diferentes alternativas reguladoras y

terapéuticas. (1%

En el periodo postrasplante inmediato, la reconstitucién del sistema inmune comienza con
las células B, en donde las células medulares expresan el antigeno temprano CD10. Los
primeros 12 meses posterior al trasplante las células B se caracterizan por expresar
CD1c+, CD5+, CD23+ y CD38+, asi como IgM+. Cuando no existe la presencia de EICH,
las células periféricas que expresan CD19+ y CD20+, regresando a la normalidad
después de 3-6 meses postrasplante, en los pacientes sometidos a trasplantes autélogos
la recuperacibn es mas rapida, dado el aumento de células T auxiliadoras
CD4+/CD45R0O+.(19-2%)

La baja presencia de células T cooperadoras para la estimulacién de las células B, resulta
en un inconveniente para el cambio de clase de inmunoglobulina de IgM a IgG, después
de la exposicion antigénica. @Y En general, la recuperacion inmunologica depende de un
numero de factores y se produce mas rapidamente en los trasplantes en los cuales la
fuente de obtencion de células CD34+ es sangre periférica comparado con una obtencién
directa de médula 6sea, esto es porque en la movilizacién de células en sangre periférica
se obtiene 10 veces mas células T y B y existe un aumento importante de células CD4+,
asi como una relacion CD4/CD8 mas alta que en las recolecciones directas de médula

Osea.®

Derivado de las variaciones mencionadas del sistema inmune, los pacientes cursan con
diferentes infecciones en el periodo postrasplante. Esto ocasiona que existan
predisposiciones a infecciones en diferentes periodos esquematizados en 3 fases, que

comienza desde el dia 0 del trasplante. ("9

Fase |, pre implante. Desde el dia 0 hasta el primer mes del trasplante, durante este
periodo los pacientes tienen 2 factores de riesgo para la infecciéon principalmente, 1) la
neutropenia y 2) la ruptura de la barrera cutaneo-mucosa. Por lo general los periodos de

10



fiebre que se presentan son de origen bacteriano y en esta etapa es muy dificil identificar
oportunamente el agente causal, por lo que el tratamiento debe realizarse de manera
empirica. Los agentes que prevalecen son bacterias Gram positivas, sin embargo la
presencia de levaduras como Candida sp debe considerarse de manera importante en
periodos prolongados de neutropenia. En las neutropenias graves debe considerarse de
forma importante la presencia de Aspergillus y en ocasiones la presencia del virus herpes

simple debe ser contemplada como una reactivacion. 2429

Fase Il, pos-implante. Esta fase es considerada desde el dia 30 hasta el dia 100 y se
caracteriza por una deficiencia en la inmunidad mediado por células; esta etapa puede
verse afectada por la presencia de la EICH y es importante considerar una vigilancia
puntual de la inmunosupresion por que las reactivaciones de las infecciones por los
herpes virus y particularmente el Citomegalovirus son mas frecuentes y puede generar
cuadros graves de neumonia, hepatitis y colitis, no deben excluirse los cuidados para
disminuir los riesgos de las infecciones de los gérmenes gramnegativos, en esta etapa
aumenta considerablemente el riesgo de infecciones por Pneumocystis carinii 'y

Aspergillus sp. ?527)

Fase lll, o conocida también como Fase tardia y esta se clasifica a partir de los 100 dias
postrasplante. En esta etapa las infecciones son mas frecuentes en los pacientes con
trasplante alogénico que sufren de EICH, los pacientes cursan con una afectaciéon en la
inmunidad humoral y celular y los pacientes tienen riesgo de sufrir infecciones por CMV,
virus varicela-zoster, virus Epstein-Barr, siendo comunes las infecciones de vias
respiratorias de etiologia viral, ademas de las infecciones bacterianas por patégenos

encapsulados como el H. influenzae y el S. pneumoniae. 227

Para la regeneracion de linfocitos T postrasplante se deben tener en consideracion varios
factores entre los que destacan dos mecanismos celulares:

1) Células residuales del receptor, posterior al acondicionamiento pretrasplante.

2) Numero de células T maduras del donador que fueron infundidas posterior al

acondicionamiento del receptor.

Las células T del donante participan activamente en la regulacién del EICL y del EICH,
por tal motivo es indispensable mantener un balance adecuado en la cantidad y actividad

de estas células.
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La reconstitucion de los linfocitos T es un proceso lento que tarda de 24 a 48 meses,
teniendo variables importantes para este proceso, dentro de las que destacan las
siguientes:

1) Edad de paciente o receptor de CPH

)
2) Régimen de acondicionamiento ya sea mieloablativo o no mieloablativo
3) Numero de células T infundidas al momento del TCPH
4) La presencia de EICH agudo o crénico.

La reconstituciéon de células T se genera a partir de una CPH y de la actividad y
participacién de las células estromales del timo, posterior a la participacion del timo, las
células T (virgenes) migran a 6rganos periféricos o0 secundarios para expandirse por
estimulos antigénicos y sefiales homeostaticas que aseguran el abastecimiento de

linfocitos T de manera constante en las periferias (Imagen 1).

Proceso de reconstitucién hematopoyética

Ry Y P — \
Acondicionamiento
C
Expansion conversion

14 dias

Deplecién

-

Expansién Conversion

. Precursores hematapoyéticos

. Linfocitos T mativo

@ Linfocitos T de memoria

. Linfocitos T aloreactivas
Meédula Osea

%ﬁm as estromales

Imagen 1.- Mecanismo de reconstitucion de los linfocitos T postrasplante,
modificado de Krenger W. Blood: 2011;117: 6768-6776

La regeneracion post-trasplante de un compartimiento de células T se realiza dos vias, la
primera es la timo-independiente y el timo-dependiente. Los linfocitos T circulantes post
trasplante provienen de 2 fuentes dentro de ellas estan las celular residuales del receptor
pues son las células T que sobreviven al acondicionamiento y la otra fuente esta formada

por las células T maduras del donante, que fueron transfundidas en conjunto con las
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células CD34+. La cinética y la expansion de las células T, ya sea temprana o tardia
posterior al TCPH puede variar dependiendo la enfermedad de base, el tipo de trasplante,

la dosis de células T del donante y la intensidad del acondicionamiento.

La expansion de las células T naturalmente se desencadena por la estimulacion por
antigenos o mediante una proliferacion homeostatica en respuesta a un periodo de
linfopenia, este ultimo proceso se designa "Expansion periférica homeostatica" (HPE) y
depende de Interacciones de baja afinidad con auto-péptido / Complejo mayor de
histocompatibilidad en conjunto con la exposicion a altos niveles de citoquinas. Esta
forma de proliferaciéon de células T no afecta a la a la diversidad de TCR en contraste con
el sesgo del repertorio, la eficiencia de la HPE en la restauracion de la diversidad del
repertorio periférico estara limitada por el repertorio inicial de las células T maduras que
sirven de fuente para la expansién. En la ausencia de células T naive de nueva
produccion exportadas del Timo, el compartimiento de células T de sangre periférica
realiza cambios graduales como resultado de frecuentes interacciones con patégenos, el
repertorio TCR humano estd progresivamente restringido como consecuencia de las
expansiones oligoclonales de antigenos especificos de las células T, que pueden llegar a

convertirse en células de memoria.

La via regenerativa independiente del timo es mas eficiente para asegurar inicialmente la
competencia inmunitaria requerida para la proteccién contra infecciones post-trasplante.

Las células T resistentes al acondicionamiento del receptor y las células T maduras
derivadas de donantes pueden contribuir a la inmunidad adaptativa presente

inmediatamente después del trasplante.

La Importancia de la identificacidon de fenotipo de linfocitos T en la periferia en pacientes

sometidos a TCPH se resume de la siguiente manera.

+ Linfocitos T Naive. Reconstitucion de la poblacion de linfocitos T CD4 y CD8
proveniente principalmente del trasplante, las células alogénicas se injertaron
exitosamente.

+ Linfocitos T Activados. Los linfocitos T estan (porque los marcadores de
activacion duran horas después del primer encuentro antigénico) reconociendo un
antigeno (infeccion viral, fungica, bacteriana, reconocimiento de células

neoplasicas o por reconocimiento alogénico: EICH aguda o cronica).
13



+ Linfocitos T de Memoria. Existié una activacion previamente y la progenie de
esos linfocitos han permanecido en el organismo y puede responder en un
segundo reconocimiento del antigeno (infeccidon viral, fangica, bacteriana,
reconocimiento de células neoplasicas o por reconocimiento alogénico: EICH
cronico) de manera eficiente en magnitud de proliferacion y capacidad efectora

(produccion de citocinas y citotoxicidad).

La cinética de reconstitucion de las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8: naive,
activados y de memoria posterior al TCPH permitira obtener el perfil celular de
subpoblaciones que pudieran asociarse al estado clinico del paciente pediatrico:
infecciones, EICH aguda o crénica, injerto contra leucemia, o bien, la caracterizacién de

la cinética de reconstitucion de dicha poblacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores de riesgo asociados al TCPH pueden desencadenar condiciones graves y
potencialmente mortales cuando no son ponderadas de manera correcta. La
reconstitucién inmunoldgica del receptor y el equilibro de los componentes efectores son
de vital importancia para el equipo clinico, considerando que la cinética de reconstituciéon
de las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8: naive, activados y de memoria posterior al
TCPH permitira obtener el perfil celular de subpoblaciones que se asocian al estado
clinico del paciente pediatrico: infecciones, EICH aguda o crénica, injerto contra leucemia,
o bien, la caracterizacion de la cinética de reconstitucién de dichas poblaciones. Por lo
que la pregunta de investigacion del presente trabajo es: ;Cual es la cinética de
reconstituciéon de las subpoblaciones: naive, activados, efectores, TCM y TEM de

linfocitos T en sangre periférica posterior al TCPH en pacientes pediatricos?

JUSTIFICACION

Es relevante identificar y cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T naive, activados,
efectores y de memoria posterior al TCPH, para que el equipo clinico realice una
integracion de los resultados, signos y sintomas y otras determinaciones (presencia de

infecciones, EICH y pérdida del injerto) para tomar decisiones terapéuticas adecuadas.

OBJETIVOS

General

1. Caracterizar (fenotipo, frecuencia y numero absoluto) las subpoblaciones de
linfocitos T: naive, activados y de memoria en sangre periférica de los pacientes
con leucemia aguda sometidos a TCPH y evaluar si existe relacion con el estado

clinico (infeccién, EICH, reconstitucion) del paciente.
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Particulares

1. Determinar la presencia y fenotipo de los linfocitos T en pacientes con leucemia

aguda linfoblastica sometidos a TCPH.

2. Comparar la frecuencia y fenotipo de las células T en pacientes con leucemia
aguda sometidos a TCPH y evaluar si existe una asociacion con los datos clinicos

del paciente.

HIPOTESIS

La presencia de linfocitos T naive, activados, efectores y de memoria esta asociada al
estado clinico, entonces, la cinética de dichas subpoblaciones determinadas en sangre
periférica estaran asociadas con la presencia de los signos y sintomas clinicos

(Infecciones, EICH y pérdida del injerto) en pacientes pediatricos sometidos a TCPH.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes pediatricos sometidos a TCPH
Criterios de inclusién

+ Pacientes de ambos sexos entre 1 y 18 anos de edad que ingresen a la unidad de
trasplante para la realizacion de trasplante de progenitores hematopoyéticos de

tipo alogénicos.
Criterios de exclusion
» Pacientes cuyo cuidador primario no acepte participar en el estudio
Criterios de eliminacién
» Pacientes que en algun momento deseen salir del protocolo
Diseio del estudio

Se realizara un estudio prospectivo, longitudinal y descriptivo de pacientes con TCPH.
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Tamano de la muestra

La proporcion poblacional calculada (utilizando la formula de proporciones y el IC al 95%)
es 19 pacientes, para lo cual se ha considerado incluir un minimo de 20 pacientes
sometidos a TCPH.

Tipo de muestreo: No probabilistico, por conveniencia

En donde las caracteristicas de los valores y formula utilizada son los siguientes:

a2 1.96 Nivel de confianza 95%

Z,N
Z Tamaio de la poblacion (65 d
= xf2/VPq N 6520 | diagnésticos de leucemiay 20 el de TCPH
2 ok 2 programados por aiio)
PqZss + (N —1e ' S

0.31 Proporcion de individuos que Sl poseen la
B ) caracteristica de interés

q 0.69 Proporcién de individuos que NO poseen la

caracteristica de interés

e 0.05 Error maximo tolerable

Tiempos de toma de muestra y realizacion de pruebas

Se tomaron 1.0 mL de sangre periférica en los pacientes en las semanas 1, 2, 3, 4, 8, 12,
16, 20, 24, 30, 36, 40, 48, postrasplante y se realizé cuantificacion y fenotipificacion de
las células T postrasplante mediante citometria de flujo incluyendo los siguientes
marcadores: CD3, CD4, CD8, CD69, CD45RA, CD45RO, CD62L, CD127, CCR7 y
CRTAM.

El fenotipo de las células T se realizé por citometria de flujo utilizando un promedio de

50,000 eventos para la deteccion, cuantificacion y tipificacion de las células T.

Variables
Variables independientes:

Subpoblaciéon de linfocitos T: 1) Linfocitos T CD4+ naive, 2) Linfocitos T CD8+ naive, 3)
Linfocitos T CD4+ Activados, 4) Linfocitos T CD8+ Activados, 5) Linfocitos T CD4+ de Memoria, 6)
Linfocitos T CD8+ de Memoria,
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Variables de desenlace intermedio:

Fueron consideradas las siguientes caracteristicas clinicas de los pacientes: 1)
infecciones bacterianas, 2) Infecciones Virales, 3) infecciones fungicas, 4) presencia de

EICH (en los diferentes grados del | al IV).

Variables confusoras:

Se considera el grado de injerto (cuantificacion de Quimerismo).

Definiciéon de poblaciones celulares de acuerdo a la expresion de marcadores (CD’s)

Poblacion Definicion Tipo de variable | Método de | Unidades
determinacion

Linfocitos T CD4 Linfocitos madurados en el timo Cuantitativa Citometria de Frecuencia vy
o CD8 naive que no han reconocido un continua flujo numero
antigeno. absoluto/ml
Linfocitos que expresen: CD3, sangre
CD8 o CD4, CD45RA+ CRTAM- periférica
CD45R0O- CD69-
Linfocitos T CD4 Linfocitos que  reconocieron Cuantitativa Citometria de Frecuencia vy
o0 CD8 Activados  recientemente un Antigeno. continua flujo numero
Linfocitos que expresen: CD3, absoluto/ml
CD8 o CD4, CD45RA- CRTAM+ sangre
CD45R0O+ CD69+, CD62L- periférica
Linfocitos T CD4 Linfocitos progenie de un linfocito Cuantitativa Citometria de Frecuencia vy
o CD8 activado previamente. continua flujo ndmero
Memoria Linfocitos que expresen: CD3, absoluto/ml
CD8 o CD4, CD45RA-, CCR7+/-, sangre
CRTAM+ CD45RO+ CD69+, periférico
CD62L-
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PLAN DE ANALISIS DE DATOS

« Se utilizé estadistica descriptiva con frecuencias absolutas y relativas

(porcentajes), asi como graficos en barras.

* Analisis inferencial para establecer la asociaciéon de las variables en estudio,

mediante tablas de contingencia.

* Anadlisis de varianza (ANOVA) para establecer asociaciones con los datos clinicos.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se efectud de acuerdo los lineamientos internacionales de la declaracion de

Helsinki.

Como incluye investigacion en seres humanos, las consideraciones éticas se basaran en
lo dispuesto en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion
para la Salud y el Cddigo Penal (Titulo V., articulo 100, fracciones I, I, Il y IV) que
menciona que la investigacion en seres humanos debera adaptarse a los principios
cientificos y éticos que justifiquen la investigacion, podra efectuarse sélo cuando el
conocimiento que se pretenda producir no pueda obtenerse por otro medio idéneo, podra
efectuarse so6lo cuando exista una razonable seguridad de que no se expone a riesgos ni
dafios innecesarios al sujeto en experimentacion y debera contar con el consentimiento
por escrito del sujeto en quien se realizara la investigacion, o de su representante legal,
una vez enterado de los objetivos de la experimentacién y de las posibles consecuencias

positivas o negativas para su salud (H. Congreso de la Unién 84d).

Las consideraciones éticas del estudio en torno al Reglamento de la Ley General de
Salud se encontraran basadas por lo dispuesto en el Titulo Segundo del Capitulo I,
articulo 13, del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para
la Salud, en donde se establece que toda investigacion en la que el ser humano sea
sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién
de sus derechos y bienestar (H. Congreso de la Union 1984b) . De acuerdo a lo
establecido en el articulo 17 del Titulo Segundo del Capitulo |, el estudio se considera
como una investigacion con riesgo minimo en donde se incluyen aquellos estudios
prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de procedimientos comunes en
examenes fisicos o psicolégicos de diagndsticos o tratamiento rutinarios (H. Congreso de
la Unidn 1984a), entre los que se consideran la extraccion de sangre por puncion venosa,
teniendo el riesgo minimo para los pacientes en los cuales el padre, tutor o cuidador

autoricen su participacion.
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RESULTADOS

Durante el periodo de febrero 217 a enero 2018 se captaron 21 pacientes sometidos a
TCPH, de los cuales 8 pertenecen al género masculino y 13 al femenino, con edades
entre 1 a 17 afos, con una media de 7 afios 6 meses y una mediana de 8 afnos 5 meses,

los diagnosticos por lo cual se trasplantaron se describen en la tabla 1.

Para determinar la cinética de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en los 21
pacientes se realizaron 115 mediciones de subpoblacién de linfocitos T, teniendo un
minimo de 2 y un maximo de 11 determinaciones por paciente con un promedio de 5.47

determinaciones por paciente.

Para analizar la cinética de reconstitucidon de las diferentes subpoblaciones de linfocitos
(naive, efectores y de memoria tanto CD4+ y CD8+) , los pacientes se agruparon de
acuerdo a los dias postrasplante de la siguiente manera: Grupo 1: de 1 a 45, grupo 2: de
45 a 90, grupo 3: de 91-120, grupo 4 121-a 180, grupo 5: 181 a 240, grupo 6: 241-a 300,

grupo 7: 301 a 360 y grupo 8: mas de 360. (Graficos 2 al 4)

El analisis de los linfocitos T activados se realiz6 comparando dos entidades clinicas de
interés: 1) Ausencia de EICH versus presencia de EICH y 2) Ausencia de infecciones
versus presencia de infecciones (Graficos 7). Se evidencid un aumento de las
poblaciones de linfocitos T CD8+ CD45RA+ CD69+ y de los linfocitos T CD8+ CD45RO+
CD69+ en los pacientes que presentaban EICH versus pacientes con ausencia de EICH,
la diferencia entre estos grupos muestra un valor estadisticamente significativo (Graficos
5-6). Sin embargo en la comparacion del fenotipo de linfocitos T CD8+ CD45RA+ CD69+
CRTAM+ y de los linfocitos T CD8+ CD45RO+ CD69+ CRTAM+ en estas mismas

entidades clinicas no se identificé un patrén celular que evidenciara un comportamiento
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asociado o presente en EICH y la diferencia no tiene un valor estadistico entre ambos
grupos (Graficos 5-6).
En el caso de la comparaciéon entre Ausencia de infecciones versus presencia de

infecciones no se evidencio diferencia significativa en los diferentes fenotipos celulares.

DISCUSION

El objetivo del TCPH es el restablecimiento de un sistema inmune efectivo que delimite de
manera precisa lo propio de lo de extrafio. Si la funcidon inmune antigeno especifico es
presente, la reconstitucion inmune funcional tiene el potencial de disminuir la recaida

leucémica y la mortalidad relacionada con el tratamiento (inmunosupresion).

La recuperacion de las células T depende de la expansion de células T de memoria,
conducida por antigenos alogénicos encontrados en el receptor, seguida de la produccién
de células T naive en el timo. Los linfocitos T CD4+ se reconstituyen después que los
linfocitos T CD8+ y depende mayormente de la generacién timica de células T naive

CD4+CD45RA+ posterior al TCPH.

Existen valores de referencia de reconstitucion de los grupos celulares posterior al TCPH.
Se ha visto que los linfocitos naive T CD4+ alcanzan la reconstitucion completa después
de los 12 meses del trasplante, con valores 0.25x10°%/L a 6 meses cuando se trata de
injerto de médula 6sea, 0.25x10°%L a 12 meses con fuente de sangre periférica y 8 meses
de sangre de cordon umbilical. En cuanto a linfocitos T naive CD8+ se alcanzan niveles
de 0.5x10°%L en 9 meses de médula ésea, 24 meses de sangre periférica y 8 meses por

sangre de cordén umbilical. Los linfocitos T de memoria se cuantifican en 0.5x10%L a los
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24 meses con donador de sangre periférica y cordon umbilical, y 1 mes si el origen es de

meédula 6sea.

En nuestra muestra de pacientes la reconstitucion de linfocitos T naive CD4+ desde el dia
0 hasta 12 meses se encuentra por abajo de 0.6x10%L, mientras que los linfocitos T CD4+
efectores se mantienen por bajo de 0.2x10%L. La cuantificacion de células T CD8+
presenta la misma distribucion, con <0.6x10%L de células naive y <0.2x10°%/L de memoria;
sin diferencias significativas durante un periodo de 12 meses. Esto nos hace inferir que no
existe una generacion de novo de linfocitos postrasplante del donador en el receptor como

parte de la reconstitucién celular derivada del TCPH.

Dentro de los factores mas importantes que afectan la reconstitucion inmunoldgica de las
células T se encuentran la presencia de EICH (agudo y crénico) y el tratamiento
inmunosupresor. El desarrollo de la EICH aguda se ve influido por: el niumero de linfocitos
T maduros del donador que tienen capacidad aloreactiva infundidos al momento de
realizar el TCPH, la discordancia de HLA o la incompatibilidad de género entre donador y
receptor, la intensidad del régimen de acondicionamiento aplicado, reactivacion de CMV
(citomegalovirus) y la fuente celular. La EICH cronica es una respuesta inmune dirigida
contra el sistema inmune del receptor, lo cual puede inhibir por si misma la funcion de las
células T limitando la diversidad de TCR, el desarrollo de células T y produciendo
disfuncion en la produccioén de citocinas, generalmente mediante dafo de la médula 6sea
y/o timo, apoptosis y liberacién de citocinas. La EICH aguda disminuye sustancialmente la
produccion timica y la recuperacion de linfocitos T CD4+, asi como el repertorio de células

T.
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Tanto la linfopenia como una gama inadecuada de CD4+ y CD8+, consecuencia de la
EICH y del tratamiento inmunosupresor prolongado, condicionan infecciones recurrentes

durante al menos 1 afo posterior al trasplante con virus latentes.

Estd bien establecido que las infecciones siguen siendo la causa mas frecuente y
significativa de mortalidad y morbilidad posterior al TCPH alogénico. Los linfocitos T son
las células efectoras mas importantes en el control de complicaciones infecciosas. Una
reconstitucion inmune temprana de antivirales es esencial para el control de
reactivaciones de CMV después del TCPH. La recuperacion de células T CD4+ y CD8+

CMV especificos puede ser un marcador de proteccion contra dichas reactivaciones.

CONCLUSION

En el grupo de pacientes estudiados las subpoblaciones de linfocitos T (naive, activados,
efectores y de memoria) posterior al TCPH incrementan de manera significativa después
de 12 meses postrasplante, sin evidenciar la generacion de linfocitos T de novo dentro de

los primeros 12 meses.

Las subpoblaciones de linfocitos T (naive, activados, efectores y de memoria) posterior
al TCPH en los pacientes con LLA son las mas bajas comparadas con el resto de

pacientes trasplantados.

La presencia de infecciones en los pacientes sometidos a TCPH, afecta negativamente a

las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ postrasplante.

La presencia de EICH en los pacientes sometidos a TCPH, muestra un aumento de las
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ postrasplante.

Las subpoblaciones de linfocitos T que expresan CD8+ CD45RA+ CD69+ y CD8+
CD45R0O+ CD69+, se encuentran presentes en EICH.
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LIMITANTES DEL ESTUDIO

+ Se tiene como principal limitante el tamafo de la muestra por el numero de
pacientes incluidos en el protocolo. Y las pérdidas a largo plazo para el
seguimiento a un ano, considerando que la sobrevida de los pacientes sometidos
a TCPH durante el primer afio es de 20% a 40%.
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ANEXOS

n=21

M Leucemias agudas
linfoides

M Leucemias agudas
mieloides

w Aplasias
medulares

m Otros (tumores
solidos)

Imagen 1. Distribuciéon de diagnésticos en pacientes incluidos en el estudio.

Masculino 8 (38.09%)
Femenino 13 (61.09%)
Intervalo de edad 1a 17 afos
Media de edad: 7 afnos 6 meses
Mediana de edad: 8 anos 5 meses

Tabla 1. Datos demograficos de pacientes estudiados.
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Dias de medicion postrasplante de
las 115 determinaciones
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Imagen 2. Determinaciones en sangre periférica de los pacientes, tomadas a partir del dia 0
de TCPH.
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Grafico 1. Se evalué la cinética de reconstitucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+
agrupando a todos los pacientes se agruparon de acuerdo a los dias postrasplante: Grupo 1: de 1 a
45, grupo 2: de 45 a 90, grupo 3: de 91-120, grupo 4 121-a 180, grupo 5: 181 a 240, grupo 6: 241-a 300,
grupo 7: 301 a 360 y grupo 8: mas de 360.
En la seccion (A) del grafico se puede identificar que todas las células que expresan CD3+ (linfocitos
T) la secciéon B corresponde a linfocitos T CD4+, la seccion C a Linfocitos T CD4+ naive. Se presenta
una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo 1 y el grupo 8 asi como entre los grupos 5
y 8, en todas las secciones(A,B,C, y D) se observa un aumento en el numero de células en el grupo 8
y en las secciones B,C y D esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Grafico 2. Se evalué la cinética de reconstitucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+
agrupando a todos los pacientes de acuerdo a los dias postrasplante: Grupo 1: de 1 a 45, grupo 2: de 45
a 90, grupo 3: de 91-120, grupo 4 121-a 180, grupo 5: 181 a 240, grupo 6: 241-a 300, grupo 7: 301 a 360 y
grupo 8: mas de 360.

En la seccion (A) del grafico que corresponde a linfocitos T CD4+ centrales de memoria (TCM) no se
observa una cinética de reconstitucion y tampoco existe una diferencia estadisticamente significativa
entre los diferentes grupos. En la secciéon B de la grafica que corresponde a linfocitos T CD4+ efectores
de memoria (TEM) tampoco hay una cinética de reconstituciéon y las diferencias estadisticamente
significativas se observan entre el los valores del grupo 8 con los grupos 2 y 4, observandose un mayor
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Grafico 3. Se evalué la cinética de reconstitucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+
agrupando a todos los pacientes de acuerdo a los dias postrasplante: Grupo 1: de 1 a 45, grupo 2: de
45 a 90, grupo 3: de 91-120, grupo 4 121-a 180, grupo 5: 181 a 240, grupo 6: 241-a 300, grupo 7: 301 a
360 y grupo 8: mas de 360.

En la seccion (A) del grafico que corresponde a linfocitos T CD8+ no se observa una cinética de
reconstitucion, sin embargo se observa que la mayor cantidad de linfocitos Cd8+ se encuentra en el
grupo 8 y existe una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos
versus los grupos 1, 2, 4 y 5. En la seccion B de la grafica que corresponde a linfocitos T CD8+ naive
tampoco hay una cinética de reconstitucion y en la seccion C que corresponde a linfocitos T CD8+

efectores ocurre el mismo caso no existe una diferencia estadisticamente significativa entre todos los
arupos Vv no se observa una cinética de reconstitucion.
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Grafico 4) Se evaludé la cinética de reconstitucion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+
agrupando a todos los pacientes de acuerdo a los dias postrasplante: Grupo 1: de 1 a 45, grupo 2: de
45 a 90, grupo 3: de 91-120, grupo 4 121-a 180, grupo 5: 181 a 240, grupo 6: 241-a 300, grupo 7: 301 a
360 y grupo 8: mas de 360.

En la seccion (A) del grafico que corresponde a linfocitos T CD8+ centrales de memoria (TCM) no se
observa una cinética de reconstituciéon y tampoco existe una diferencia estadisticamente significativa
entre todos los grupos. En la seccién B de la grafica que corresponde a linfocitos T CD8+ efectores de
memoria (TEM) tampoco hay una cinética de reconstitucion y las diferencias estadisticamente
significativas se observan entre el grupo 8 con los grupos 1,2, 4 y 5, observandose un mayor nimero
de células en los pacientes del grupo 8. También se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo 7 y el grupo 2, obteniendo un valor nimero de células en el grupo 7, en
general en la seccion B del grafico se observa un ligero aumento de células TEM a partir del grupo 4
sin embargo esta tendencia no tiene un valor con significancia estadistica, sigue predominando el
mavor nimero de células en el arupo 8.
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Linfocitos T activados en presencia o
ausencia de EICH
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Grafico 5) El fenotipo de los linfocitos T activados se pueden encontrar tanto en la poblacion
CD45RA+, que serian los recientemente activados, y en la p oblacion de memoria: CD45RO+ por una
reactivacion. Las moléculas que se expresan post-activacion son: CD69 y CRTAM, pudiendo
observarse la co-expresion de dichas moléculas. Por tal motivo se evalué la expresién de CD69 y
CRTAM en las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en esta grafica se muestran inicamente los
valores obtenidos que tienen significancia estadistica (linfocitos T CD8+).

En la seccion (A) del grafico que corresponde a la poblacién de linfocitos T CD8+ CD45RA+ CD69+ se
evidencia un mayor numero de células en los pacientes que presentan EICH versus los pacientes con
ausencia de EICH, esta diferencia tiene un valor estadisticamente significativo.

En la seccion (B) del grafico que corresponde a la poblacion de linfocitos T CD8+ CD45RA+ CD69+
CRTAM+ se evidencia una distribucion heterogénea del nimero de células que co-expresan CD69+ y
CRTAM+, al comparar el nimero de células en los pacientes que presentan EICH versus los pacientes
con ausencia de EICH, esta diferencia no muestra un valor estadisticamente significativo.
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Linfocitos T activados en presencia o
ausencia de EICH
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Grafico 6) En la seccion (A) del grafico que corresponde a la poblacién de linfocitos T CD8+ CD45RO+
CD69+ se evidencia un mayor numero de células en los pacientes que presentan EICH vesus los
pacientes con ausencia de EICH, esta diferencia tiene un valor estadisticamente significativo.

En la seccién (B) del grafico que corresponde a la poblacién de linfocitos T CD8+ CD45RO+ CD69+
CRTAM+ se evidencia una distribucion hetereogenea del nimero de células que co-expresan CD69+ y
CRTAM+, al comparar el numero de células en los pacientes que presentan EICH vesus los pacientes
con ausencia de EICH, esta diferencia no muestra un valor estadisticamente significativo.
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