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. RESUMEN

Actualmente el TCPH (Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas)
Haploidéntico es una alternativa para aquellos pacientes que requieren de manera
puntual un trasplante con relativa urgencia y en cuyo caso no se cuenta con un
donador compatible, permitiendo ofrecer una alternativa a la falta de donadores
histocompatibles. La evaluacion del patron de reconstitucion inmunolégica en los
pacientes sometidos a este tipo de trasplante permite establecer el tiempo en el
cual el paciente se encuentra en riesgo de contraer infecciones y cuando se
pueda presentar una complicacion injerto contra huésped, que pondria en riesgo
su vida.

El objetivo de este trabajo fue describir el patréon de reconstitucion inmunolégica
de los pacientes pediatricos post trasplantados con células progenitoras
hematopoyéticas mediante trasplante haploidéntico. Para ello se estudiaron 6
casos a los cuales se les determinaron los niveles de subpoblaciones linfocitarias
mediante citometria de flujo a los 1, 3, 6, y 12 meses de seguimiento
postrasplante.

El analisis del monitoreo de subpoblaciones linfocitarias, mediante citometria de
flujo, en pacientes sometidos a trasplante haploidéntico de CPH (Células
Progenitoras Hematopoyéticas), mostré que el 67% de los casos presentd una
reconstitucion inmunoldgica completa al afo postrasplante. Asi también se pudo
sugerir un patron de reconstitucion inmunoldgica: primero reconstituyeron las
células NK (Natural Killer) al mes de seguimiento, seguidas de los linfocitos B a

los 3 meses, y posteriormente se evidencio la reconstitucién de los linfocitos T



citotoxicos a los 6 meses, y de los linfocitos T cooperadores al afio de

seguimiento.

IIl. INTRODUCCION
El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) se ha convertido
en las ultimas décadas en una alternativa de tratamiento para un grupo cada vez
mayor de enfermedades tanto benignas como malignas.1
Algunas de estas enfermedades son: Leucemia, inmunodeficiencias combinadas,
anemia aplasica, Sindrome de Kostmann, Sindrome mielodisplasico y Sindrome
de Omen.

2.1 Generalidades del TCPH

2.1.1 Antecedentes Historicos.

1959: Los primeros intentos de trasplante de médula 6sea (TMO) fueron
realizados en Francia y EEUU, cuando aun los conocimientos del sistema de
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) eran rudimentarios. Un paciente
trasplantado por el grupo de Seattle, obtuvo un injerto transitorio.

1961: Mathe y cols., describieron el primer injerto duradero en un paciente que
posteriormente murié a causa de cuadros infecciosos.

1968: Gati y cols. efectuaron el primer trasplante alogénico exitoso en un nifio
con inmunodeficiencia congénita.

1969: Donald Thomas (mas tarde premio Nobel por su contribucién en la biologia
del TMO) y su grupo de Seattle, comunicaron el primer trasplante de médula 6sea
en un paciente adulto con Leucemia Aguda, iniciando la era moderna de este

procedimiento terapéutico.?



En México, la historia de los TCPH puede dividirse en dos etapas:

1980: Se llevé a cabo el primer TCPH en México por el Dr. Ricardo Sosa y cols.,
en el Instituto Nacional de la Nutricion en la ciudad de México. Después de este
trasplante, se hicieron algunos otros aislados en el Centro Médico Nacional, en el
Hospital Universitario de Monterrey, en el propio Instituto Nacional de la Nutricién
y en otros sitios, con resultados pobres. Esto tuvo como consecuencia que en
varias instituciones médicas del pais se suspendieran de manera transitoria los
programas de TCPH. En México la practica de los TCPH fue casi anecdética
hasta antes de 1995.

1995: Se inicié una segunda etapa con la llegada de algunos médicos entrenados
en la practica de los TCPH. Otra causa por la que se reactivaron los programas
de TCPH, fue la evolucioén de los conocimientos en esta area: a) se comenzaron a
usar células progenitoras hematopoyéticas (CPH) de sangre periférica en vez de
médula 6sea; b) se hicieron simplificaciones de los métodos para llevar a cabo
los trasplantes, y c) se inicio la practica de los alotrasplantes con esquemas de

acondicionamiento no mieloablativo.?

2.1.2 Fuentes de CPH
2.1.2.1 Médula Osea
La médula dsea se extrae a través de multiples punciones en crestas iliacas
posteriores del donante, previa colocacion de anestesia general.
Aproximadamente 10 mL/Kg. de médula 6sea del paciente, dan el numero de

células progenitoras hematopoyéticas suficiente para asegurar el trasplante.*



2.1.2.2 Sangre Periférica

Las células progenitoras hematopoyéticas son obtenidas de sangre periférica y no
de médula ésea. La aplicacion de G-CSF moviliza las células de la médula ésea a
la sangre y de alli son recolectadas por medio de procedimientos estandares de
aféresis.

La recoleccién se realiza por vena periférica, pero en ocasiones es necesario
colocar un catéter central. El procedimiento es en general bien tolerado, aunque
un 25% de donantes presentan molestias debidas a las citoquinas.*

2.1.2.3 Sangre del cordon umbilical y de la placenta

Las CPH circulan en la sangre del feto, al igual que en los nifios y los adultos. En
la circulacion fetal, la concentracion y el crecimiento potencial de CPH es aun
mayor que en la sangre de los adultos. En el momento del parto, el cordon
umbilical es separado y desechado con todas las “secundinas” y la placenta.

En lugar de desecharse, la sangre puede ser drenada cuidadosamente en un
envase plastico estéril. La suspensién de células con CPH puede congelarse y
usarse para trasplantar en una fecha posterior. Cuando se usa como un producto

de trasplante, se las denomina “células de la sangre del cordén”.®

2.1.3 Tipos de TCPH

Los tipos de TCPH puede clasificarse como:

2.1.3.1. Autdlogo: Consiste en extraer y conservar células progenitoras del
propio paciente, que le seran reinfundidas tras haberle sometido a tratamiento
erradicativo de su enfermedad. Tiene el riesgo de que con el injerto se puedan
reinfundir células tumorales contaminantes y no se puede emplear en pacientes

con enfermedades primarias de la médula ésea.®



2.1.3.2. Singénico: Es el realizado entre hermanos gemelos univitelinos. Dada la
total identidad antigénica no existiran problemas inmunolégicos, ni rechazo ni
enfermedad injerto contra huésped. Sin embargo, es un tipo de trasplante
excepcional ya que es muy poco frecuente que un paciente tenga un hermano

gemelo univitelino.®

2.1.3.3. Alogénico: Efectuado entre individuos de una misma especie. El
procedimiento implica la infusion de CPH de un donante sano a un paciente que
se ha sometido a un tratamiento de acondicionamiento, administrado
previamente, con el fin de erradicar las células neoplasicas y la capacidad de
respuesta inmune del receptor, para evitar un rechazo del injerto una vez
infundido. La principal limitacién para la realizacion de este tipo de trasplante es la
disponibilidad de un donante familiar HLA compatible. Sin embargo, los avances
obtenidos en los ultimos afios en el campo de la inmunologia y la biologia
molecular, asi como la creacion de registros de donantes de médula y bancos de
sangre de corddn, han permitido ampliar las posibilidades de encontrar donantes
histocompatibles no relacionados para los pacientes que lo requieren.’

Este tipo de trasplante comprende las siguientes variantes:

e Hermanos HLA-idénticos: cada persona hereda un haplotipo de cada uno
de sus progenitores; por ello, la posibilidad tedrica de disponer de un
hermano HLA idéntico es del 25 %. Es el tipo de donante ideal.
Actualmente la mayoria de los trasplantes alogénicos se hacen con este

tipo de donante.”



No familiares, total o parcialmente compatibles: debido a la limitacion de los
tipos de trasplantes anteriormente descritos, se ha trabajado para
aumentar las posibilidades de donantes no relacionados, los cuales
alcanzan mas de 7,5 millones en todo el mundo. En la actualidad, el 25%
de los trasplantes alogénicos son de este tipo. A pesar de la cantidad de
donantes disponibles en el registro internacional, es dificil encontrar uno
para muchos pacientes, particularmente para las minorias étnicas y

raciales.”

Familiares parcialmente compatibles: para los pacientes que no cuentan
con un familiar HLA idéntico, el trasplante haploidéntico de un familiar es
una opcion, y la ventaja mas significativa de este trasplante es la mayor
disponibilidad, por lo que un donante estd disponible en el 90% de las

veces y la demora para el proceder puede reducirse.’

Para un trasplante de este tipo se toma a uno de los padres, generalmente
a la madre, quien se convierte en la donadora. Esto en condiciones
habituales resultaria imposible porque, desde el punto de vista
inmunolégico, los padres sélo comparten el 50% de la informacion
necesaria para que puedan ser compatibles con su hijo, lo que trae como
consecuencia una complicacion injerto contra huésped, que pondria en
riesgo la vida del paciente; actualmente se cuenta con tecnologia de punta
que nos permite eliminar las células encargadas de desarrollar esta

complicacion.



2.2. Complejo Principal de Histocompatibilidad

El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) codificado en el Complejo Principal
de Histocompatibilidad (MHC), juega un papel protagénico en los fendmenos de
presentacion y reconocimiento antigénico, instancias iniciales de la respuesta

alogénica.

Su componente genético, ubicado en el brazo corto del cromosoma 6, revela un
alto grado de complejidad y polimorfismo. Se hereda siguiendo un patrén

mendeliano simple y se expresa en forma codominante (véase fig. 1).

Fig. 1: La figura representa el patrén mendeliano simple de herencia codominante.

o

Tomado de: http://campus.usal.es/~dermed//T.19%20BIOQ.pdf

Hasta octubre de 2002 las variantes moleculares identificadas de los loci que
habitualmente se consideran en TMO (HLA A, B, C, DR, DQ) son: 263 para HLA-

A, 501 para HLA-B, 125 para HLA-C, 397 para HLA-DRB, 53 para HLA-DQB1.



Las frecuencias y distribuciones de estos alelos varian en los diferentes grupos
étnicos.’

Para este tipo de Trasplantes las CPH son obtenidas de familiares que comparten
en su HLA al menos un haplotipo, esto permite contar con un donador de CPH en
practicamente todos los niflos que requieran de un TACPH."?

La cercania de genes HLA hace que por lo general se hereden como una unidad,

la unidad hereditaria constituida por varios genes se llama haplotipo (ver fig. 2).

Fig. 2: Representacion de un haplotipo HLA y los diferentes alelos que se expresarian en una CPA.

Tomado de: http://campus.usal.es/~dermed//T.19%20BIOQ.pdf

En las células somaticas de cada sujeto hay dos haplotipos HLA (uno paterno y
otro materno) y en los gametos sélo existe uno de ellos."

Existen diversas complicaciones del TMO, entre las cuales se puede mencionar
las reacciones por toxicidad a medicamentos inmunosupresores, las infecciones y

la EICH"?



2.3. Reconstitucion Inmunoldgica

La funcion principal del sistema inmunoldgico (Sl) es proteger al organismo de la
agresion de agentes extrafios de cualquier indole, como virus, bacterias o
moléculas no reconocidas como propias, es decir, que no integren su estructura
bioldgica.’

La principal funcién de cualquier respuesta inmunitaria consiste en el
reconocimiento del patdégeno o del material extrafio, para poder iniciar después
una reaccion destinada a eliminarlo. La respuesta inmunitaria se puede dividir en
dos categorias: la respuesta inmunitaria innata (o no adaptativa) y la respuesta
inmunitaria adaptativa.'

2.3.1. Inmunidad innata 6 inespecifica:

La tienen en mayor o menor medida todos los seres vivos. Carece de memoria
inmunoldgica pero en cambio es rapida (actua en segundos). Innata significa que
nacemos con ella. La inmunidad innata es capaz de combatir la infeccion desde el
mismo momento de su inicio y durante sus primeras fases (0 — 5 dias).
Inespecifica hace referencia a que no identifica patégenos concretos, sino mas
bien grupos de patdgenos.'®

Los agentes de la inmunidad innata siempre actuan igual (no tienen memoria) sea
cual sea el patdogeno y el numero de contactos previos. Utilizan receptores
siempre idénticos entre si que reconocen moléculas comunes a grupos de
patdgenos. La inmunidad innata esta mediada por el complemento, los fagocitos,

los interferones y las células NK."



2.3.2. Inmunidad adaptativa, especifica o adquirida:

Es exclusiva de vertebrados. Tarda una semana en desarrollarse y es la
responsable de la memoria inmunolégica. Adaptativa significa que se adapta al
patdgeno. Especifica alude a que identifica patdgenos muy concretos, a los que
reconoce por sus antigenos. Adquirida significa que tenemos que obtenerla,
puesto que no nacemos con ella.’®

La inmunidad adaptativa tiene una enorme especificidad y memoria ya que es
capaz de distinguir patégenos muy similares por los antigenos que los distinguen,
de mejorar ese reconocimiento con cada nuevo contacto y de recordarlo durante
muchos afios."®

La inmunidad adaptativa esta mediada por los linfocitos B y T; la seleccién clonal
y la memoria inmunitaria.

La primera y la segunda linea de defensa son mayoritariamente innatas y
relativamente poco especificas, pero rapidas, mientras que la tercera linea de
defensa es mas lenta, aunque muy especifica y ademas tiene memoria (como los
anticuerpos)."®

Tanto la inmunidad innata como la adaptativa persiguen la deteccion y eliminacion
del patégeno. Para ello utilizan una estrategia comun que consiste, primero, en
identificar o reconocer al patdgeno, después activar a la célula o molécula
implicada y por ultimo desplegar la funcion efectora que se asocia a esa célula o

molécula."® (véase fig. 3)
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Figura 3. Inmunidad Innata y Adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata aportan la primera defensa
contra las infecciones. Las respuestas inmunitarias adaptativas surgen mas tarde y consisten en la activacion de
los linfocitos. Las cinéticas de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa no son mas que aproximaciones y
pueden variar en las diversas infecciones.

16

Tomado de: Abbas A., Lichtman A., Pillai S. Inmunologia Celular y Molecular. Seccién I. Elsevier Saunders. 6a
Edicién

La reconstitucion del sistema inmunoldgico después de un trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas es critica ya que la muerte o la morbilidad son
frecuentemente atribuidas a infecciones que se presentan por inmadurez o
incapacidad del sistema inmune."’

Después del TCPH, el numero de linfocitos T y B circulantes, recupera sus

valores normales en las primeras 6 semanas, manteniendo un déficit funcional

durante el primer afio."

Se mantiene una inversion prolongada del indice CD4/CD8, debido a una
disminucion de las CD4 cooperadoras y un aumento de las CD8 citotdxicas.

Existe una deficiencia en el numero de células CD45RA+, generadas durante este

11



periodo y la relacion CD4/CD45RA+ puede no recuperarse hasta los 2 afos.
Durante este tiempo, también hay una pérdida de receptores T, lo que persiste

por mas de un afio."®

La reconstitucion de las células asesinas naturales (NK) no requiere un timo
funcional y ocurre rapidamente en las primeras semanas del periodo

postrasplante.’®

Las células NK y NKT son importantes como parte de la respuesta inmune celular.
Estas células representan otro tipo de linfocitos diferente a los linfocitos B o T (1).
Su participacién en inmunopatogénesis de algunas enfermedades los convierte en

parte importante en el analisis inmune celular de laboratorio clinico.™

Desde los puntos de vista morfolégico y funcional, los linfocitos representan un
heterogéneo grupo de células. En cuanto a su funcion se distinguen dos
poblaciones: las células B y T y varias subpoblaciones de linfocitos T, las cuales
pueden identificarse por métodos inmunolégicos basados en el uso de
anticuerpos monoclonales que reconocen la presencia de marcadores y
receptores celulares especificos de superficie; de ahi que se distingan linfocitos T
cooperadores, supresores y citotdxicos.?

Los linfocitos T proceden de la célula primitiva linfoide ubicada en la médula ésea.
Ambos tipos de linfocitos B y T participan en la respuesta inmune especifica, con
una poblacién heterogénea de células con funciones diversas. Los linfocitos B,
responsables de la inmunidad humoral, estimulados frente a un antigeno, se

transforman en células plasmaticas, es decir, en las responsables de la sintesis

12



de las distintas clases de inmunoglobulinas o anticuerpos especificos contra ese
antigeno.?

Los linfocitos B se derivan también de una célula germinal linfoide pluripotente y
en el hombre adquieren su competencia inmunoldgica en la médula 6sea, el

higado fetal y, posiblemente, la placenta.?

2.4. Desarrollo de linaje celular y expresion de antigenos

2.4.1. CELULAS B

La diferenciacion de células troncales a linfocitos B maduros se lleva a cabo a
través de cuatro pasos que pueden ser identificados por el patréon de expresion de
inmunoglobulinas. Las células mas primitivas de la médula 6sea comprometidas
al desarrollo del linaje B tienen rearreglos de las regiones de diversidad y union
(DJ) del gen de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas pero no sintetizan
inmunoglobulinas proteicas. Estas células tempranas pre-B expresan en su
superficie CD10, CD19, CD24, CD34, HLA-DR, contienen en su citoplasma CD22,
CD79a, CD79b y en su nucleo TdT (desoxirribonucleotidil transferasa terminal).
La expresion del antigeno leucocitario comun, CD45, es débil inicialmente pero
incrementa con la maduracién celular.?!

El rearreglo funcional del gen de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas es
precedido por la aparicion de cadenas pesada P en el citoplasma y la
diferenciacion de células tempranas pre-B a la etapa pre-B.?’

Los linfocitos pre-B jovenes son las primeras células que expresan en su
superficie CD22, y esto es seguido de la aparicién de CD20. Durante las ultimas

etapas de maduracion de las células pre-B, los linfocitos expresan débilmente en
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su superficie cadenas pesadas g pero no cadenas ligeras K o A. Las cadenas
pesadas M son transportadas a la superficie celular en compania de cadenas
pseudo ligeras (WLC), las cuales primero aparecen durante la etapa de
maduracion de células tempranas pre-B. Las @yLCs consisten en una asociacion
no covalente entre A5 y proteinas Vg que estan unidas a g por enlaces bisulfuro.
Las proteinas yLC estan codificadas por los genes Vg Yy AS localizados en el
cromosoma 22 (el cual también contiene el gen de cadena ligera A). Aunque estos
dos genes comparten homologia parcial con las regiones variable y constante,
respectivamente, de la cadena ligera A, no experimentan rearreglos. El enlace
bisulfuro entre las moléculas CD79a y CD79b esta asociada de forma no
covalente con el complejo y-wLC de un modo parecido a su asociaciéon con la
IgM. El complejo u-wLC no es necesario para la produccion de cadenas ligeras A
pero participa en la sobrevivencia y diferenciacion de las células B. Hacia el final
de la etapa pre-B, TdT, CD34 y CD10 desaparecen.?!

El rearreglo y transcripcion de los genes de cadena ligera de la inmunoglobulina
conducen a la formacion de moléculas completas de inmunoglobulina y a la
diferenciacién de células pre-B de transicion a linfocitos B maduros que expresan
en su superficie IgM .Por un breve tiempo, la célula B joven podria coexpresar p-
yLC e IgM. Las células B que no producen moléculas funcionales de
inmunoglobulinas de superficie experimentan apoptosis en la médula ésea. La
expresion de inmunoglobulinas de superficie estd acompafada por el incremento
en la densidad de CD20 y, en algunas células, la aparicién de CD21, un receptor

para C3d y virus Epstein-Barr.?!
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Los linfocitos B maduros migran de la médula ésea para poblar foliculos linfoides,
bazo, placas de Peyer y amigdalas. En estos tejidos linfoides secundarios, el gen
de la cadena pesada de la inmunoglobulina de las células B experimenta otros
rearreglos, resultando en la produccién de IgD o en un completo encendido a la
produccion de IgG, IgA o IgE. La inmunoglobulina encendida toma lugar en los
foliculos linfoides, donde las células B antigénicamente activadas proliferan y
forman los centros germinales. Las células B germinales (centroblastos vy
centrocitos) comparten algunas similitudes con las células pre-B, ambas expresan
CD10 y tienen gran propensién a apoptosis. Estas células no re-expresan TdT o
CD34. Los centrocitos que no experimentan apoptosis forman plasmablastos que
se dirigen a la médula ésea o a las regiones medulares de los nodos linfoides
donde maduran a células plasmaticas o llegan a ser células B de memoria que
salen de los centros germinales. Las células plasmaticas pueden secretar grandes
cantidades de inmunoglobulina, pero no exhiben inmunoglobulinas de superficie,

CD19, CD20, CD22 o HLA-DR.?' (véase fig. 4).

Figura 4. Fases de maduracion de los linfocitos B
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Tomado de: Abbas A., Lichtman A., Pillai S. Inmunologia Celular y Molecular. Seccién I. Elsevier Saunders. 4a

Edicion
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2.4.2. CELULAS T

Algunos estudios indican que los linfocitos T son derivados de las células
pluripotentes de la médula 6sea que expresan CD34, CD7, CD33 y posiblemente,
CD2. El compromiso de las células troncales de la médula 6sea a linaje T tiene
lugar en el timo bajo la influencia del estroma celular timico.?"!

Las primeras células comprometidas al desarrollo de células T son localizadas en
las areas corticales de los I6bulos del timo y son identificadas por su expresién de
CD34, CD7, CD5, CD2, CD3 citoplasmico y TdT. Consecutivamente el receptor 8
(TCRB) de las células T se asocia a un sustituto de la cadena a (llamada pTa
para célula a pre-T) y este receptor pre-TCRB es transportado a la superficie
celular. La expresion de este receptor resulta en la expansion y progresion de
células T tempranas a la etapa de timocito comun compuesto de células
CD34/CD7/CD5/CD2/CD4/CD8-positivas (llamadas células doble positivas por la
co-expresion de CD4 y CD8). Estas células doble positivas también pueden
expresar CD10, CD21 y CD1a. Durante la etapa de timocito comun, pequefias
cantidades de CD3 en compaiia de proteinas TCRa y B (TCRaB) o, menos
comunmente, proteinas y o & (TCRyd), aparecen en la superficie celular (células
CD3'°). La mayoria de estas células doble positivas moriran por apoptosis como
resultado de que los receptores TCR no sean capaces de reconocer los antigenos
MHC propios (muerte por seleccion positiva defectuosa). Las células
sobrevivientes de la seleccién positiva incrementan su densidad de CD3 y
receptores TCR superficiales (células CD3"), y dejan de expresar CD1, CD10,
CD21, TdT, y cualquiera de los siguientes: CD4 o CD8. Estas células en etapa

timica tardia (también llamadas células simples positivas porque sélo expresan
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CD4 o CD8) son sometidas a otra seleccion negativa. Las células CD3", CD4" o
CD3*, CD8" sobrevivientes son exportadas del timo por circulacion sistémica a los

tejidos linfoides periféricos.?! (véase fig. 5)

Figura 5. Fases de maduracion de los linfocitos T
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Tomado de: Abbas A., Lichtman A., Pillai S. Inmunologia Celular y Molecular. Seccion I. Elsevier Saunders. 4a
Edicion

2.4.3. CELULAS NK

El linaje preciso de las células NK aun no se ha establecido. Comparten un
progenitor prematuro comun con las células T y expresan la molécula CD2 que
también esta presente en las células T. Ademas, poseen receptores IL-2, son
inducidas a proliferar por IL-2 y producir IFNy. La mayoria de las NK expresa
CD56, una molécula también presente en una subpoblacion de células T CD4" y

CD8". Sin embargo, no se desarrollan en el timo, los genes de variabilidad (V) del
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receptor de célula T no se reordenan y, a diferencia de las células T, expresan
CD16 FcyRIll. Por consiguiente la vision actual es que se separan del linaje de

células T muy temprano en su diferenciacion.??

2.5. Citometria de Flujo y aplicaciones

La Citometria de Flujo es un método automatizado, multiparamétrico y cuantitativo
que analiza las senales dispersadas y fluorescentes producidas por una célula al
pasar por un haz de luz, estas medidas son realizadas mientras las células
(particulas) pasan en fila, a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo. La
citometria tiene multiples aplicaciones, permite obtener informacién sobre la
fisiologia, morfologia, genética y diversidad de microorganismos, animales vy
plantas.?

La citometria de flujo es una tecnologia de alta sensibilidad y desarrollo que
permite examinar muchas propiedades de un gran numero de células en poco
tiempo. Algunos autores, definen a la citometria de flujo como una tecnologia
analitica que permite la medicién simultanea de varias caracteristicas de muestras
bioldgicas. Se pueden realizar recuentos celulares, para separar células o para
realizar andlisis de marcadores bien sean de superficie o intracelulares.?

El principio de la citometria de flujo se basa en que las células suspendidas en un
liguido pasan individualmente al frente de una fuente de Iluz intensa
(generalmente un laser) y los datos de luz reflejada, y de la fluorescencia son
recogidos y organizados en un archivo. Los analisis posteriores de las
poblaciones y subpoblaciones se producen mediante el uso de programas de

computo especializados lo cual permite obtener informacién valiosa para el
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investigador o el clinico. Debido a su capacidad de recolectar informacion de

miles de células al mismo tiempo, la citometria de flujo facilita el analisis

multiparamétrico como lo realizan otras técnicas de laboratorio (multiarreglos o

microarrays, protedmica).?®

2.5.1. Aplicaciones de la Citometria de Flujo

>

vV V V¥V V¥V

Hematologia: Tipificacion y conteo de células, reticulocitos y analisis de
meédula dsea.

Farmacologia: Estudios de cinética celular.

Inmunologia: Subpoblaciones de linfocitos, tiraje tisular.

Oncologia: Diagnéstico y prondstico, monitores de tratamientos.
Microbiologia: Diagnostico bacteriano y virico, estudios de sensibilidad a
los antibioticos.

Genética: Cariotipo y diagndstico de portador y diagnéstico prenatal.?®
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lll. JUSTIFICACION

Uno de los principales obstaculos para realizar un trasplante alogénico de células
progenitoras hematopoyéticas (TACPH) es la carencia de un donador idéntico en
el HLA, situacion que ocurre en casi dos terceras partes de los pacientes que
requieren de este procedimiento.24 Con el transcurso del tiempo ha habido
avances en el campo del TACPH que han beneficiado directamente a este grupo
de pacientes, permitiendo ofrecer una alternativa a la falta de donadores
histocompatibles.

El propdsito del presente trabajo fue monitorear la reconstitucién inmunoldgica en
pacientes pediatricos después de un trasplante haploidéntico de células
progenitoras hematopoyéticas, lo cual permite evaluar la sobrevida del paciente y
poner de manifiesto las ventajas de los trasplantes haploidénticos como una
medida terapéutica para los pacientes que no cuentan con un donador 100%
compatible y que requieren de un TCPH; asi como prever la mejoria de la
condicion clinica en

la aparicion de la Enfermedad Injerto contra Huésped (EICH), si se presenta, y

disminuir el tiempo de tratamiento profilactico de infecciones post TCPH.
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IV. HIPOTESIS
El monitoreo de subpoblaciones linfocitarias, en pacientes pediatricos
postrasplantados, mediante citomertria de flujo permitira establecer un patrén de

reconstitucion inmunolégica después de un TCPH Haploidéntico.
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V. OBJETIVOS
General:

e Describir el patréon de reconstitucion inmunolégica de los pacientes
pediatricos post trasplantados con células progenitoras hematopoyéticas
mediante trasplante haploidéntico.

Particulares:

= Evaluar la reconstitucion inmunoldgica empleando citometria de flujo en las
diferentes subpoblaciones linfocitarias T, B y las células NK después de un
TCPH Haploidéntico.

» Analizar el comportamiento de recuperacion inmunolégica al afio

postrasplante

22



VI. MATERIALES Y METODOS
Se incluyeron 6 pacientes del Servicio de Oncologia del Instituto Nacional de
Pediatria sometidos a trasplante haploidéntico de CPH, 4 del género femenino y 2
del género masculino y cuyas edades oscilan entre 10 y 16 afios, las CPH fueron
obtenidas de Sangre Periférica (Tabla 1).
Se realiz6 el seguimiento de subpoblaciones linfocitarias por Citometria de flujo
empleando anticuerpos monoclonales de superficie: CD3-PC5, CD4-FITC, CD8-
PE, CD19-FITC y CD56-PE, durante los 1, 3, 6 y 12 meses de seguimiento post-
trasplante.
6.1. Material
a) Citometro de Flujo Cytomics F500 Beckman Coulter.
b) Equipo Lisante de Células TQ-Prep Beckman Coulter.
c) Anticuerpos monoclonales fluorescentes Beckman Coulter

- CD4 FITC/ CD8 PE/ CD3 PC5

-CD19 FITC

- CD56 PE
d) Estuche de reactivo Immunoprep de Beckman Coulter para lisar, fijary

estabilizar las células

6.2. Metodologia

a) Se realizo el marcaje de los tubos para Citometria como se indica en la

siguiente tabla:

TUBO | AcMo

1 Control

2 CD4FITC/CD8PE/CD3PC5
3 CD19FITC/CD56PE




b) Adicionar 20 pl a cada tubo del anticuerpo monoclonal indicado en la tabla.

c) Agregar 100 pl de la muestra a cada tubo.

d) Incubar los tubos durante 30 minutos en obscuridad y a temperatura ambiente.
e) Hemolizar los componentes celulares no linfocitarios con acido formico a una
concentracion de 1.2 ml/l en el equipo TQ-prep y se agrego estabilizador y fijador
paraformaldehido a una concentracion de 10.0g/l para preservar las poblaciones
celulares linfocitarias.

f) Realizar la lectura de las poblaciones celulares linfocitarias en el Citometro de
Flujo.

g) Interpretar y calcular valores absolutos de las diferentes poblaciones celulares

linfocitarias.

6.3. Estrategia de Trabajo

Pacientes post-
trasplantados (1, 3,6 y
12 meses)

Titulo de células

reconstituidas

Determinacion de
subpoblaciones por
Citometria de Flujo:

CD3, CD4, CDS8,

CD3/CD4, CD19, CD56

24



25



RESULTADOS
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VIl. RESULTADOS
7.1 Comportamiento del monitoreo de los casos en estudio al ano
postrasplante

A) Monitoreo de CD3

De los 6 casos estudiados, se observaron niveles de CD3 normales (1100 — 1700
cel./mm®) a los 3 meses en 1 paciente (16.67%), a los 6 meses en 2 pacientes
(33.34%), a los 12 meses 4 pacientes (66.67%) presentaron valores normales;
cabe mencionar que a lo largo del monitoreo 1 paciente (16.67%) nunca alcanz6
niveles normales.

Es importante mencionar que la normalizacion de valores de CD3 a los 6 meses
fue a expensas de CD8 que se encontro incrementado con respecto a CD4.

Hasta el afo post trasplante CD4 y CD8 alcanzaron el equilibrio (Grafica 1).

Reconstitucion de CD3
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Grafica 1. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de células CD3 en cada uno de los pacientes sometidos a
trasplante haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.
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B) Monitoreo CD4
En niveles de CD4 todos los pacientes mostraron incremento a lo largo del
monitoreo pero fue hasta el afio que 2 (33.34%) de los casos alcanzaron valores
normales (700 — 1100 cel./mm?®), mientras que otros 2 (33.34%) casos se

aproximaron al valor normal y 1 caso (16.64%) nunca alcanzé la normalizacion

(Gréfica 2).

Gréfica 2. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de células CD4 en cada uno de los pacientes sometidos a
trasplante haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.

28



C) Monitoreo de CD8
En niveles de CD8 hubo un incremento excesivo, se comenzaron a normalizar los
valores a los 6 meses excepto en 1 paciente (16.67%), aunque a los 3 meses 1
paciente (16.67%) presentd valores normales (500 — 900 cel./mm?) pero los
demas aun no se acercaban a la normalidad y al afio practicamente ya todos los
pacientes presentaron valores normales: 3 (50%) casos alcanzaron rangos

normales y 2 (33.34%) casos estaban cercanos al rango normal (Gréfica 3).

Gréafica 3. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de células CD8 en cada uno de los pacientes sometidos a
trasplante haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.
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D) Monitoreo de la relacion CD4/CD8
Al mes post trasplante 3 pacientes (50%) evidenciaron valores normales (0.5 —
1.5), 1 paciente (16.67%) casi alcanzo ese rango. A partir de los 6 meses post

trasplante 4 pacientes (66.67%) se normalizaron (Grafica 4).

Grafica 4. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de la relaciéon CD4/CD8 en cada uno de los pacientes sometidos
a trasplante haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.
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E) Monitoreo de CD19
A los 6 meses se observaron valores normales de CD19 (200 — 400 cel./mm?) en
5 pacientes (83.34%). Al afio se mantuvo esta tendencia y 1 paciente (16.67%)

nunca alcanzo valores normales (Grafica 5).

Gréfica 5. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de CD19 en cada uno de los pacientes sometidos a trasplante
haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.

31



F) Monitoreo de CD56
A partir del primer mes se observo una normalizacion de los valores de CD56
(200 — 400 cel./mm?®) en 4 pacientes (66.67%) y la tendencia continuo de esa

manera (Grafica 6).

Reconstitucion de CD56

900
800 /A\
700
o / N\
EGOO / Kﬁ —®  ——PACIENTE1
S~
§ 500 —@— PACIENTE 2
© 400 == PACIENTE 3
5]
2 300 i PACIENTE 4
U \
 e— -t
200 _ <= PACIENTE S
PO . L L Lt K e PACIENTES
100 %{,( =
"
0
0 3 6 9 12

Meses post-trasplante

Gréfica 6. Muestra el seguimiento de la reconstitucion de CD56 en cada uno de los pacientes sometidos a trasplante
haploidéntico de células progenitoras hematopoyéticas.



7.2. Analisis del patron de comportamiento de la reconstitucion
inmunologica al ano postrasplante

Se analizaron 6 muestras de pacientes pediatricos sometidos a trasplante
haploidéntico, 5 casos (83%) aportaron mediciones completas y 1 caso (17%)
solo tuvo tres mediciones ya que fallecid pero se incluyo en el estudio debido al
numero tan pequeino de casos.
Los pacientes que fallecieron fueron 2: un caso a los 7 meses de seguimiento y el
otro caso al aiio de monitoreo.

En la tabla 1 se observan las caracteristicas de la poblacién en estudio.

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO n=6
Fallecido Vivo
Estado
2 (33%) 4 (67%)
Masculino Femenino
Sexo
2 (33.33%) 4 (66.67%)
. Hematoldgico
Diagndstico
6 (100%)
) Alogénico
Tipo de Trasplante
6 (100%)
i Sangre Periférica
Precursores Hematopoyéticos
6 (100%)

Dado que la n (numero de muestras) fue pequefa, se graficaron las medianas
(percentil 50) para observar la tendencia del patrén de reconstitucion

inmunoldgica en la poblacion de estudio al afio postrasplante.
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A) Patrén de reconstitucion Inmunolégica de la poblacion celular de
Linfocitos T.

La poblacién celular correspondiente a Linfocitos T esta representada mediante
el monitoreo de CD3, CD4 y CDS8; los resultados de la poblacion en estudio
mostraron una tendencia general de recuperacion de la reconstitucion en dichas
células y alcanzaron valores normales de CD3 a partir de los 6 meses post
trasplante (Grafica 7), de CD4 (linfocitos T cooperadores) al afio post trasplante
(Grafica 8) y de CD8 (linfocitos T citotdxicos) a partir de los 6 meses post

trasplante (Grafica 9).

Monitoreo de la reconstitucion de células CD3 (Grafica 7), CD4 (Grafica 8) y CD8 (Grafica 9) a lo largo de un afio de
seguimiento en la poblacién en estudio.

CD3

1= 1mes, 2= 3 meses, 3= 6 meses, 4= 12 meses 1=1 mes, 2= 3 meses, 3= 6 meses, 4= 12 meses

Gréfica 7 Gréfica 8

1= 1mes, 2= 3 meses, 3= 6 meses, 4= 12 meses

Gréfica 9
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B) Patron de reconstitucion Inmunolégica de la poblaciéon celular de
Linfocitos B y Células NK.

Las graficas 4 y 5 evidenciaron, en la poblacion en estudio, la reconstitucion
inmunoldgica de las células CD19 (linfocitos B) y CD56 (células NK) y se analizé
que la reconstitucion de células CD19 alcanzé valores normales a partir del tercer
mes post trasplante (Grafica 10), mientras que la reconstitucién de las células
CD56 alcanzaron valores normales a partir del primer mes post trasplante (Grafica

11).

Monitoreo de la reconstitucion de células CD19 (Grafica 10) y CD56 (Grafica 11) a lo largo de un afio de seguimiento en la
poblacién en estudio.

1=1 mes, 2= 3 meses, 3= 6 meses, 4= 12 meses 1=1 mes, 2= 3 meses, 3= 6 meses, 4= 12 meses

Gréfica 10 Gréfica 11
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C) Patrén de reconstitucion Inmunolégica de la relacion CD4/CD8
En esta grafica se observo la relacién CD4/CD8 de la poblacién en estudio, la cual
alcanzo6 valores normales a partir del primer mes post trasplante y se mantuvo

durante todo el periodo de seguimiento (Grafica 12).

Monitoreo de la reconstitucion del cociente CD4/CD8 a lo largo de un afio de seguimiento en la poblacién en estudio.

Gréfica 12
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VIll. DISCUSION
De acuerdo a los resultados obtenidos se observd que mas del 50% de la
poblacién present6 una recuperacion total de los parametros CD3, CD4, CD8 y de
la relacion CD4/CD8.
A partir de los 6 meses 5 pacientes (83.34%) ya presentaban normalizacion en
valores de CD19.
Desde el primer mes 4 pacientes (66.67%) ya contaban con valores normales de
CD56.
Estudios realizados por Imamura y cols. en trasplantes alogénicos, (Hematology.
2003 Feb; 8(1):19-26.); Federmann vy cols. en trasplantes haploidénticos
(Leukemia. 2010 Oct 14. [Epub ahead of print]) demuestran que las células NK
presentan una reconstitucion mas rapida comparada con otras células linfoides
tales como los linfocitos T cooperadores y los linfocitos B cuya reconstitucion es
mas lenta.?* %
Existen otros estudios realizados por Lessa de Castro (Tesis de Doctorado,
Barcelona 2001) que pone de manifiesto el siguiente patrén de reconstitucion
inmunoldgica después de un TCPH alogénico: Células NK, Linfocitos T, Linfocitos
B.27
En el presente trabajo se empleé como herramienta la Citometria de Flujo para
determinar los niveles de subpoblaciones linfocitarias: CD3+, CD4+, CD8+,
CD56+ y CD19+, con la cual se obtuvo el siguiente patrén de reconstitucidon
inmunoldgica: Células NK, Linfocitos T citotéxicos (CD8+), Linfocitos B y Linfocitos

T cooperadores (CD4+).
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El patron descrito en el presente trabajo coincide, en términos generales, con los
trabajos desarrollados anteriormente.

Este trabajo pone de manifiesto las ventajas, los puntos criticos a cuidar en este
tipo de trasplante y, lo mas importante, demuestra que el trasplante haploidéntico
es una buena alternativa para que todos los pacientes que requieran de este

procedimiento tengan acceso a €l y con esto, una oportunidad de vida.

No existe a la fecha en México, reportes del patron de reconstituciéon inmunoldgica
en los pacientes sometidos a trasplante haploidéntico de CPH, por lo que en este
trabajo se analizaron por primera vez las subpoblaciones linfocitarias para
describir un patron de reconstitucion inmunoldgica con este tipo de trasplante, no
se puede asegurar que dicho comportamiento es general en este tipo de
trasplante, para ello debe realizarse un analisis con una poblacion mas
representativa (mayor numero de casos), que definan un comportamiento

homogéneo de la poblacién.
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IX. CONCLUSIONES

El analisis del monitoreo de subpoblaciones linfocitarias, mediante
citometria de flujo, mostr6 que el 67% de los pacientes sometidos a
trasplante haploidéntico de CPH presenté una reconstitucién inmunoldgica
completa al afio postrasplante.

Se pudo establecer un patrén de reconstitucion inmunoldgica: primero
reconstituyeron las células NK al mes de seguimiento, seguidas de los
linfocitos T citotoxicos a los 3 meses, y posteriormente se evidencid la
reconstitucion de los linfocitos B a los 6 meses, y de los linfocitos T
cooperadores al afio de seguimiento.

El monitoreo de la reconstitucion inmunoldgica postrasplante, tiene un
importante valor prondstico, ya que existe correlacion entre el estado
clinico del paciente y los niveles de subpoblaciones linfocitarias en los
diferentes meses de seguimiento.

La obtencidn de muestra para este tipo de analisis es menos invasivo ya
que se trata de sangre periférica, y no de médula 6sea. Esto permite
establecer un programa de monitoreo periddico que no implica riesgo

alguno para el paciente.
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X. ANEXOS

ANEXO 1

VALORES DE REFERENCIA DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS.

POBLACION CELULAR % Cel./mm’
Leucocitos totales 3,900 -11,100
Linfocitos Totales 28 -39 1,600 — 2,400
Linfocitos B (CD19+/CD45+) 11-16 200 — 400
Células NK

(CD3+/CD8+/CD56+/CD45+) 10-19 200 - 400
Linfocitos T (CD3+/CD45+) 67176 1,100 - 1,700
Linfocitos T (CD3+/CD4+) 38—-46 700 - 1,100
Linfocitos T (CD3+/CD8+) 31-40 500 —-900
Cociente (CD4/CDS) 0.5-1.5

28
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ANEXO 2

RESULTADOS DE CADA UNO DE LOS PACIENTES

REGISTRO

460108

461754

455504

469448

453275

461202

NOMBRE DIAGNGOSTICO POST-TRANSPLANTE

Castro

Flores

Jashia
Noelani

Garcia
Ramirez
Radl

Jara Gélvez
Aylin

Palma
Carmona
Gregoria
Yamileth

Trejo
Gaviglia
Karen
Dennise

Espinosa
Sierra lvan
Alexander

LAL

LAM - M4
LAM
LAL
LAM
LAM
ND

LAM-M2

LAM

LAM-M7

LAM
LAM-M7
IDC SEVERA
IDC SEVERA
IDCS
IDCS

DETERMINACIONES

(MESES)

1

12

12

CD3
Células/mm’®

200
380
2480
2211
500
920
1220

1104
1216
1908

567

950

819

630

205

480

1045

119

260

400

638
1080

CD4
Células/mm’

70
114
520
627
200
440
620
336
432
475
864

126

190

252

210

65

300

532

644

76

190

418
735

CD8
Células/mm’

120
266
2000
1551
300
360
540
324
368
504
720

483

570

588

434

130

276

532

575

100

220

286
420

RELACION

CD4/CD8  Células/mm®

0.50
0.43
0.26
0.40
0.61
1.20
1.10
1.00
1.20
0.89
1.20

0.26

0.30

0.43

0.48

0.48

1.10

1.00

112

0.23

0.50

1.50
1.80

cD19

210
342
560
726
400
600
520
120
176
456
1404

1344

950

1050

630

100

528

646

1035

50

55

77
105

CD56
Células/mm’

350
532
600
594
250
280
160
300
416
361
504

147

76

231

168

48

132

114

184

390

847

363
255
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