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1. EPIDEMIOLOGIA. FACTORES ETIOLOGICOS.

Las neoplasias linfoides estan formados por diferentes entidades histoldgicas y bioldgicas,
cada una de ellas poco conocidas desde el punto de vista etioldgico y epidemioldgico.

La informacion epidemioldgica disponible sobre el linfoma en Espafia es escasa.

Las tasas de mortalidad por linfoma ajustadas por sexo, por cien mil habitantes, durante el
afio 1997 para la poblacidon espanola, publicadas por el Ministerio de Sanidad (Centro
Nacional de Epidemiologia) a partir de las notificaciones de los boletines de defuncién del
Instituto Nacional de Estadistica (INE) son para el linfoma no Hodgkin (LNH) de 5,38 para
hombres y 3,46 para mujeres. Para el linfoma de Hodgkin (LH), estas tasas son de 0,73 para
hombres y de 0,37 para mujeres [1].

Las cifras publicadas por la International Agency for Research on Cancer (IACR) para
Espafa, a partir de los Registros de Cancer, mostraban unas tasas de incidencia de LNH
(estandarizadas por la poblacién europea) de 13,3 casos por cien mil habitantes y afo para
los varones y 8,5 casos por 100.000 habitantes/afio en las mujeres; para el LH, 2,9 casos
por cien mil habitantes y afio para los varones y 1,9 casos por 100.000 habitantes/afio en
las mujeres [2]. Estas cifras son muy similares a las publicadas por esa misma institucion
para paises como el Reino Unido y Holanda [2]. En USA, las tasas publicadas por el National
Center for Health Statistics (NCHS) son parecidas a las tasas espafiolas de incidencia
publicadas por el IARC para el mismo afio (15,8 casos por cien mil habitantes y afo para el
LNH vy 3 casos para el LH) [3].

Los LNH representan un grupo de neoplasias que en su conjunto constituyen la quinta
causa mas frecuente de cancer, asi como de mortalidad por cancer. Representan
aproximadamente el 70% de todos los linfomas [4].

En el momento actual, en paises donde existen registros de base poblacional, como en
USA, se postula que existe una tendencia ascendente en la incidencia, sobre todo en el
caso de los LNH [4]. Este aumento podria explicarse por el aumento de uno o varios de los
siguientes factores de riesgo:

1. La inmunodepresion es uno de los factores reconocidos que puede producir el desarrollo
de linfomas. Entre las causas que pueden provocar esta inmunodepresion estan las causas
congénitas, la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el tratamiento
tras trasplante de érganos y las enfermedades autoinmunes.
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2. Agentes infecciosos como el virus de Epstein Barr (VEB), que segun los criterios de la

IARC existe suficiente evidencia de su efecto carcinégeno asociado a los linfomas [4].
Igualmente parecen asociarse virus hepatotropos como los de la hepatitis B y C.

3. Cambios medioambientales a los que han estado sometido ciertas poblaciones en los
ultimos anos. De estos cambios pueden haber surgido exposiciones a ciertas sustancias que
pudieran provocar linfoproliferacién maligna como ciertos antibidticos, vacunas, productos
quimicos, radiaciones ultravioleta, etc.

4. Finalmente los cambios en la estructura poblacional producidos por la inmigracién y el
envejecimiento de la poblacién pueden igualmente contribuir al aumento de la incidencia
de la enfermedad.
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1.1 INCIDENCIA ACTUAL: CAMBIOS RECIENTES EN LA
INCIDENCIA Y MORTALIDAD POR LINFOMA.

La incidencia del linfoma no Hodgkin aumenta progresivamente con la edad (pico de
aproximadamente 60 afios), suponen el 4% de todas las neoplasias, son el tumor maligno
mas frecuente en adultos (tercero mds comun en nifios) y constituyen la causa del 3% de la
mortalidad por procesos neoplasicos en el total de la poblacién de nuestro medio [5-7].

Desde la década de 1970 se ha registrado un aumento en la incidencia de LNH entre la
poblacién general y, paralelamente a la extension de la infeccion por el VIH, un aumento
sustancial en su incidencia entre los adultos jévenes. Como grupo, son cuatro veces mas
frecuentes que los linfomas de Hodgkin, y tienen asimismo una tasa de mortalidad 10
veces mayor que la de éstos. La mayoria de los LNH aparecen en la edad adulta (media de
55-66 afios), pero algunos tipos se presentan de forma preferente en la edad infantil, y
otros muestran, de manera caracteristica, una distribucion bimodal. La incidencia es
discretamente mayor en los varones (1,4:1). Algunas de las entidades incluidas en el grupo
de LNH tienen una distribucion geografica o poblacional peculiar, que probablemente
responde a la relacidn etioldgica descrita entre algunos de estos procesos y factores como
las radiaciones ionizantes, la exposicién a ciertos productos quimicos (pesticidas, derivados
del benceno, etc.) o la infeccidon por determinados virus (HTLV-1, VEB, HHV-6 Y 8), [6,7].

Los LNH de fenotipo B son entre 8-9 veces mas frecuentes que los de fenotipo T [5-7],
excepto en la edad pediatrica, en la que los linfomas T son dos veces mas frecuentes que
los B, y adquieren, con mucha frecuencia, un comportamiento leucémico. Este dato
contrasta con el hecho de que en el tejido linfoide y en sangre periférica, la poblacién T es,
al menos, 3-4 veces superior a la poblacidn B. Se desconoce cudl es la razén del predominio
de los linfomas B, pero es posible que los mecanismos celulares implicados en la proli-
feracién y diferenciacion de las células B (expansion clonal en el foliculo linfoide,
reordenamientos y mutaciones repetidas del material genético, activacidon y desactivacion
continuada de los procesos reguladores de supervivencia y muerte celular o apoptosis)
determinen que esta poblacidon tenga mas probabilidades de sufrir una transformacién
neoplasica [6,7].

En Europa las neoplasias linfoides representan en los varones el 6,3% de todos los canceres
registrados en el periodo 1993-1997, siendo la 52 causa mas frecuente de cancer. En las
mujeres son la 32 causa, representando el 5,8% de todas las neoplasias diagnosticadas [8].

Existen importantes variaciones geograficas en la incidencia. Las cifras mas altas se dan en
América y oeste de Europa y las mas bajas en el este de Europa y Asia [8].

10
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En Espafia la mortalidad por LNH ha aumentado sustancialmente (1952-1996). La media
anual de incremento ha sido entre el 5,8-6,5% en mujeres y del 4,7-5,7% en hombres lo
que coloca a los LNH como uno de los tumores cuya incidencia ha aumentado mas [9,10].
Sin embargo, durante la década de los 90 la mortalidad por esta causa se ha estabilizado a
partir de 1996 debido a la disminucidn de la incidencia de los linfomas en pacientes con
infeccién por VIH [10].

Los resultados del estudio RELINF (Registro Espaiiol de Linfomas) llevado a cabo en Espafia
durante el 2003 aportan los siguientes datos [11]:

Para el LNH la tasa bruta global de incidencia fue de 12,33 para los hombres y 10,85 para
las mujeres por 100.000 habitantes/afio. Para el LH las tasas bruta global de incidencia
fueron 3,18 para los hombres y 1,93 para las mujeres.

Las tasas de incidencia estandarizadas por la poblacion mundial que se obtuvieron para los
LNH fueron para los hombres 10,2 casos por 100.000 habitantes/afio (ligeramente inferior
a las tasas publicadas por el IARC, 13,4 habitantes/afio), y para mujeres 8,3 casos por
100.000 habitantes/afio (ligeramente superiores a las de IARC: 6,2 habitantes/afio). Para el
LH las tasas del RELINF fueron superiores a las tasas reportadas por el IARC para Espaiia:
3,2 y 2,9 casos por habitantes/afio para hombresy 1,9y 1,6 casos por habitantes/afio para
mujeres:

Tabla 1. Tasas de incidencia estandarizadas para la poblacion mundial por edad y sexo y por 100.000
habitantes /afio para el LNH (RELINF, 2005).

18 -+ 17,1
16 1 13,4
14 - :
12 - 11,1 10.2 10,3 1,1
10 -+ 8,3
8 - 6,9 6.2 6,8
6 - B Hombres
4 1 B Mujeres
2 .
0 - T T T

ESPANA ESPANA ESPANA EUROPA USA

GLOBALCAN EUCAN RELINF 2003 EUCAN GLOBALCAN
2002 (IARC) 1998 (IARC) 1998 2002
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Tabla 2. Tasas de incidencia estandarizadas para la poblacion mundial por edad y sexo y por 100.000
habitantes/afio para el LH. (RELINF, 2005).

3,5 - 3,2 32
2,9
3 2,5
25 | 23 ' /4
9
2 1,7
1,6 5
L5 1 ® Hombres
11 B Mujeres
0,5 -
O = T T T T 1
ESPANA ESPANA ESPANA  EUROPA USA
GLOBALCAN EUCAN RELINF2003 EUCAN GLOBALCAN
2002  (IARC) 1998 (IARC) 1998 2002

En el RELINF se estimé de forma indirecta los casos de linfoma que se producirian en
Espafia en mayores de 14 anos a partir de los datos de IARC, resultando un total de 5914
casos de linfoma en mayores de 14 afios, lo que produce una tasa cruda global de 16,9
casos por 100.000 habitantes/afio (2,8 para LH y 14,1 para LNH).

Estos datos confirman que la comparacién de las tasas estandarizadas en ambos sexos,
para todos los linfomas a partir de las estimaciones del IARC y del RELINF son similares para
los distintos subtipos de linfomas y no se encontraron diferencias significativas con las
tasas estimadas por el IARC para Espafia.

En cuanto a mortalidad, segun los datos mas recientes que ofrece el Centro Nacional de
Epidemiologia del ISCIlI (afio 2007), la tasa de mortalidad por linfoma en Espafa ajustada al
estandar de la poblacion mundial es la siguiente:

Tabla 3. Datos de mortalidad. Centro nacional de Epidemiologia. ISCIII, 2007.

Tasa mortalidad ajustada por poblacion mundial/100000 hab. y afio | LNH | LH

Hombres 1,85 | 0,22
Mujeres 3,14 | 0,30

Segun el estudio EUROCARE-4 [12] llevado a cabo en adultos europeos diagnosticados
entre 1995 y 1999 y seguidos hasta 2003, la supervivencia relativa es del 54,6% y 83% a los
5 afos para el LNH y el LH respectivamente (tabla 4 y gréfico 1).

12
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Tabla 4. Supervivencia relativa a los 5 aios por tipo de cancer. Adaptado a partir de Berrino y Col. [12].

Testiculo

Labio 8083 931
Tiroides 23158 865
Enfermedad de Hodgkin 15323 830
Melanoma 7578 820
Mama 414298 811
Cuerpo Utero 6312 783
Prostata 276497 770
Pene 4714 739
Leucemia Linfatica Crénica 25317 672
Cérvix 38430 665
Vejiga 131793 658
Glandulas salivares 5741 646
Laringe 30649 631
Tejido Conjuntiva 14187 593
Rifion TOB4E 592
Hueso 47986 58-4
Vagina 13457 578
Linfoma no-Hodgkin 91815 546
Colon 231514 539
Recto 140307 53-5
Todos 269986 51-9
Masofaringe 2973 502
Boca 15794 485
Nariz 4553 482
Lengua 12437 454
Intestino delgado 7417 432
Ovario 61372 416
Crofaringe a713 398
Leucemia mieloide crénica 9264 395
Mieloma multiple 35550 344
Leucemia linfatica aguda 3497 300
Hipofaringe 7181 255
Estomago 113840 241
Leucemia mieloide aguda 19396 19-0
SNC 40705 187
Tracto biliar 24330 141
Pulman 343473 126
Esofago 48802 12:3
Higado 33141 86
Pleura 11851 75
Pancreas 58854 5-5

Como puede observarse, la supervivencia a los 5 afios en Espafa se encuentra pareja a la
media europea. Los datos de supervivencia global, tanto en hombres como en mujeres,
indican tasas en Espafa muy similares a los de la media europea y los paises de nuestro
entorno [12]:

BUTTTE 0 R

Suiza
Alemania
Noruega
Francia
Islandia
Dinamarca
Bélgica
Holanda
Suecia
Austria
Italia
Reino Unido
Finlandia
Irlanda
Espafa 44,6% 55%
Malta
Portugal |
Repiblica Checa | —
Es\ovenia_—'l
—'l

Polonia

—'l
—1
—'I

Media Europea— 44,8% ] 54,6%

0 20 40 0 20 40 60

Supervivencia (%)

Grafico 1. Datos de supervivencia global a 5 aiios. Adaptado a partir de Berrino y col. [12].
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La siguiente ilustracién describe las localizaciones tumorales mas frecuentes por sexos. El
LNH tiene una mayor prevalencia entre el sexo masculino [13].
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Grafico 2. Incidencia y mortalidad por cancer en Espaiia por sexos. Adaptado de Ferlay y col. [13].

Desde el punto de vista histolégico la mayoria de los casos de LNH son nodales
(ganglionares), pero la enfermedad primaria extranodal (extraganglionar) actualmente
acontece en un 20-30% de todos los casos. Las localizaciones extranodales mas frecuentes
son estémago, intestino delgado, piel y cerebro [5].

Los linfomas difusos son un 40% de los LNH y ocurren mds frecuentemente en los hombres
qgue en las mujeres, en la raza blanca que en la negra y en la edad media y avanzada de la
vida. Los linfomas foliculares son un 20% de los LNH, y son dos veces mas frecuentes en la
raza blanca que en la negra, pero se dan por igual en ambos sexos. La mayoria de los
nuevos casos de LNH son de grado intermedio (50%), seguidos de las de bajo grado (30%) y
alto grado (10%) [5].

La enfermedad extranodal se ha incrementado mas rapidamente que la nodal. Los
porcentajes de incidencia se han incrementado 3-6,9% por afio para la enfermedad
extranodal en comparacidn con el incremento del 2,5% por afio para los casos nodales,
sufriendo mayor incremento en el cerebro y en otras dreas del sistema nervioso (224%) [5].

Histoldgicamente los LNH difusos son los que han sufrido mayor incremento en las dos
ultimas décadas, particularmente el linfoma difuso de células grandes y el inmunoblastico.
El linfoma difuso de células pequefias hendidas ha sido el Unico subtipo que ha disminuido,
probablemente reflejando un cambio en el diagnéstico [4].
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Como conclusién existe un aumento significativo de la mortalidad por LNH desde 1975 con
una estabilizacion en |la década de los 90 probablemente relacionado con el SIDA (sindrome
de inmunodeficiencia adquirida) y con la mejoria de los tratamientos. Sin embargo la
mortalidad por LH experimenta un descenso mantenido desde 1975 hasta 1998.

Las razones de estos incrementos son poco conocidas.
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1.2 FACTORES ETIOLOGICOS.

A continuacion se exponen algunos de los factores de riesgo ya establecidos y otros que se
postulan para el desarrollo de los LNH. Es importante remarcar que la mayoria de los
factores de riesgo son aun desconocidos, aunque en los ultimos afios algunos estudios
epidemioldgicos han permitido identificar factores de riesgo asociados a los linfomas [14].

1.2.1 INMUNODEFICIENCIA Y AUTOINMUNIDAD.

La inmunodeficiencia, tanto primaria como adquirida, es el factor de riesgo conocido mas
fuerte que incrementa el riesgo de LNH. EI LNH es la neoplasia mds frecuente en jévenes
con ataxia-telangiectasia o sindrome de Wiskott-Aldrich, asi como en nifios con sindrome
linfoproliferativo ligado al cromosoma X o inmunodeficiencia combinada. No obstante, al
parecer el virus de Epstein-Barr (VEB) parece ser un importante cofactor [15].

El riesgo de padecer LNH en pacientes infectados por VIH es mds de 100 veces superior al
de la poblacion general. Estos linfomas son tipicamente linfomas B de alto grado,
principalmente linfomas difusos de células grandes y linfoma de Burkitt y frecuentemente
ocurren en localizaciones extranodales, tales como el cerebro [15].

Otras causas de inmunodepresion también se asocian a LNH. Asi, los pacientes tratados
con farmacos inmunosupresores después de trasplante de un érgano sélido o de médula
dsea, tienen incrementado el riesgo entre 30-50 veces [15].

Un aumento del riesgo de desarrollar LNH ha sido descrito igualmente en pacientes con
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso sistémico y enfermedad celiaca [16].

1.2.2 AGENTES INFECCIOSOS.

Los pacientes con SIDA tienen un riesgo elevado (50-100 veces) de presentar LNH. Tal y
como se expone en el apartado anterior, la inmunodepresidn causada por el VIH aumenta
el riesgo de desarrollar linfomas B avanzados y de localizacidn extranodal [17].
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Ademas del VIH se ha postulado que diversos agentes infecciosos juegan un papel

relevante en el desarrollo de los LNH como el VEB, el virus herpes humano tipo (VHH-8)
[18], el virus linfotropo humano tipo | y Il o virus de la leucemia de células T del adulto
(HTLV-1y 1), el Helicobacter pyloriy el virus de la hepatitis C [18].

VIRUS LINFOTROPOS HUMANOS.

Diversos retrovirus humanos del grupo del los oncovirus y de los lentivirus se han asociado
a enfermedades neoplasicas:

-Oncovirus E (oncovirus retrogénicos humanos).

- HTLV-I: asociado a leucemia-linfoma de células T del adulto, paraparesia espastica tropical
y mielopatia. El HTLV-I es un retrovirus endémico en el suroeste de Japén y en la cuenca
caribefa. La infeccién por HTLV-Il, especialmente en nifios, estd fuertemente relacionada
con la leucemia-linfoma de células T del adulto [17].

- HTLV-II: asociado a tricoleucemia T.
- HTLV-V: asociado a micosis fungoide y linfomas cutaneos de células T [19].

-Lentivirus: HTLV-Ill y IV (VIH 1y 2).

VIRUS DE EPSTEIN BARR (VEB).

A diferencia del HTLV-I, el VEB es muy prevalente en la poblacién adulta. El 90% de la
poblacién de los paises desarrollados tienen evidencia de infeccién previa por el VEB en
edades por encima de los 40 afios. La asociacidon entre VEB y LNH esta bien descrita en el
linfoma de Burkitt y los LNH asociados a inmunodeficiencia. En la mayoria de los casos de
linfoma de Burkitt de la variedad endémica (Africa y Nueva Guinea) se puede demostrar
gue contienen el genoma viral del VEB, pero la frecuencia disminuye a menos del 20% en la
variedad esporadica (E.E.U.U. y paises desarrollados). Aunque el VEB puede ser identificado
en muchos linfomas, su impacto en la patogenia de los LNH se espera que sea pequeiia,
debido a la ubicuidad de la infeccion y a que la prevalencia de la infeccion no haya
cambiado durante generaciones [20].

VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC).

La asociacion del VHC con algunos linfomas B se ha demostrado en muchos casos y
recientemente se ha demostrado la regresion de un linfoma esplénico de linfocitos vellosos
después del tratamiento de la hepatitis C. Sin embargo, los hallazgos epidemioldgicos que
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intentan relacionar el VHC con los LNH de células B han sido contradictorios. La asociacion
entre VHC y LNH se ha encontrado en algunos estudios casos-control pero no en otros [21].

HELICOBACTER PYLORI.

La infeccidn gdstrica crénica por H. Pylori se ha ligado al desarrollo de linfomas de bajo
grado: los linfomas de los tejidos linfoides asociados a mucosas (linfomas MALT), en
especial del estdbmago. La seropositividad del H. Pylori esta asociada a un incremento del
riesgo en seis veces de padecer linfoma gastrico en estudios prospectivos [22].

1.2.3 ASOCIACION FAMILIAR Y PREDISPOSICION GENETICA.

Los antecedentes familiares de LNH y de otras neoplasias hematoldgicas, incrementan el
riesgo de LNH en 2 a 3 veces. Los LNH poseen una asociacidon familiar en relaciéon con
defectos hereditarios del sistema inmune y, de forma mas importante, por los
determinantes medioambientales. Sin embargo, la predisposicién familiar por si sola o, en
asociacion a factores ambientales o de exposicién ocupacional, parece ocurrir sélo en una
pequefia proporcion de LNH (menos del 5%) y ademds no explica el incremento de
incidencia de los LNH. Diversos estudios han demostrado que la exposicidn a pesticidas y al
benceno es mayor entre individuos con historia familiar de cadncer. Por otro lado, se ha
encontrado que el alcohol incrementa el riesgo de LNH solamente entre hombres con
historia familiar de neoplasias hematoldgicas [23]. Estudios citogenéticos han demostrado
que la mayoria de los LNH muestran anomalias cromosdmicas y que algunas traslocaciones
reciprocas estan relacionadas con subtipos histolégicos e inmunoldgicos. La identificacidn
de familias con multiples casos de neoplasias linfoides en familiares de primer y segundo
grado hace pensar que existe un posible predisposicion genética [23].

1.2.4 PESTICIDAS.

La asociacién entre LNH y uso de pesticidas se ha observado repetidamente pero de forma
inconsistente. Diversos estudios epidemioldgicos sugieren que el exceso de riesgo de los
LNH estd en relacidn con el uso de herbicidas del tipo del acido fenoxiacéticos y triazinas,
insecticidas organofosforados y fertilizantes quimicos. Aunque la proporcién de
trabajadores de la agricultura en la poblacion es pequefia y ha disminuido en el tiempo, la
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exposicion a pesticidas a través de los alimentos en la poblacion general se ha
incrementado debido al uso masivo en la agricultura [24].

1.2.5 ESTILO DE VIDA.

Poco se sabe acerca del papel de la dieta en la etiologia de los LNH. El riesgo de LNH se ha
ligado al consumo de proteinas de origen animal, grasa [25].

Varios estudios epidemioldgicos han evaluado el papel del consumo del alcohol en la
etiologia de los LNH, pero los resultados son inconsistentes [25, 26].

El consumo de tabaco parece no tener relacion con los LNH. La mayoria de los estudios no
han demostrado asociacién, o bien, un incremento modesto del riesgo, a menudo no
significativo estadisticamente. Sin embargo, los fumadores con LNH se han relacionado con
LNH de alto grado y foliculares [27].

En animales se ha podido demostrar que algunos colorantes del pelo contienen agentes
mutagénicos y carcinogénicos. Muchos estudios han sugerido que el uso de tintes,
particularmente los tintes permanentes obscuros, puede incrementar el riesgo, mientras
gue otros estudios no han podido demostrarlo [28].

1.2.6 TRANSFUSION SANGUINEA.

Existen hallazgos contradictorios entre la historia previa de transfusién sanguinea alogénica
y el riesgo de LNH. La transfusién sanguinea se ha asociado con LNH de bajo grado y con
LNH de alto grado extranodales. Este incremento del riesgo se ha atribuido al los efectos
inmunosupresores de la transfusién sanguinea alogénica asi como a la posible transmisiéon
de microorganismos patégenos [29].
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2. EL SISTEMA HEMATOPOYETICO. BASES
FUNCIONALES.

2.1 CELULAS MADRE. PROGENITORES Y PRECURSORES
HEMATOPOYETICOS.

La célula madre o troncal es capaz de autorenovarse indefinidamente y diferenciarse a
distintos tipos de células especializadas, no sélo morfolégicamente sino también de forma
funcional. Las células madre se pueden clasificar segin su potencial de diferenciacidn: las
células madre totipotenciales son capaces de producir tejido embrionario vy
extraembrionario; las células madre pluripotenciales tienen la capacidad de diferenciarse a
tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias y, por ultimo, las células
madre multipotenciales son capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares
procedentes de la misma capa embrionaria [30, 31].

Tradicionalmente se ha considerado a las células madre embrionarias como células
pluripotenciales, a diferencia de las células madre adultas que se han caracterizado sélo
como multipotenciales. Sin embargo existen células madre pluripotenciales en algunos
organos adultos con capacidad de diferenciarse en tejidos derivados de cualquiera de las
capas embrionarias con lo que la potencialidad de algunos tipos de células madre adultas
podria ser mayor de la esperada [31].

Existen células madre adultas en la mayor parte de los tejidos adultos, incluidos el
hematopoyético, neuronal, epidérmico, gastrointestinal, musculo esquelético, musculo
cardiaco, higado, pancreas o pulmén. En modelos animales y cultivos in vitro se ha
demostrado que las células madre adultas de un determinado tejido pueden diferenciarse
en células de otras capas embrionarias, siendo el caso mas tipico el de las células madre
hematopoyéticas, capaces de diferenciarse a hepatocitos, musculo cardiaco, endotelio o
incluso neuronas [31].

En la médula dsea se han descrito diferentes tipos de células madre: hematopoyéticas
(HSC), mesenquimales (MSC), las células progenitoras adultas multipotenciales (MAPC) y
las llamadas “side population cells” (SP) [35].

Aunqgue en la practica se tiende a identificar las células madre por la expresidon en su
superficie del antigeno CD34 estudiado por citometria de flujo, también se pueden
identificar mediante la evaluacion de su capacidad funcional para emitir fluorescencia
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cuando se incuban con determinados colorantes fluorescentes. Esto se basa en su mayor o

menor capacidad para expulsar estos fluorocromos. Asi se ha comprobado la existencia de
2 subpoblaciones de células primitivas: una con una fluorescencia muy tenue y otra con
una emisioén brillante. Las células hematopoyéticas primitivas tienen una mayor capacidad
de eliminacion del citofluorocromo Hoechst 33342 y por tanto tienen una emisién débil de
fluorescencia que se debe a la rapida expulsion del fluorocromo. Este flujo del colorante es
mediado al menos por 2 transportadores que se unen con ATP y que son miembros de la
superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding cassette). Estos son el ABCG2
(perteneciente a la subfamilia ABCG) y la glicoproteina P. La subpoblacién de células madre
de médula dsea que expresan el transportador ABCG2 y por tanto eliminan rdpidamente el
Hoechst 33342 presenta un patrén caracteristico en la citometria de flujo, que se denomina
“side population” (SP), y define a una subpoblacidon de células madre muy primitiva, la
mayoria de las cuales son CD34- (aunque se han detectado subpoblaciones CD34+) [32, 33,
34]. Las SP son capaces de diferenciarse a HSC, pueden integrarse en otros tejido “in vivo” y
diferenciarse en células especializadas como musculo cardiaco y endotelio [35, 36].

Las MAPC son células pluripotenciales con una capacidad diferenciadora similar a la de las
células embrionarias e “in vitro” son capaces de proliferar sin aparente envejecimiento y
diferenciarse a diversos tejidos. Tampoco expresan CD34 [37].

Las HSC son células madre multipotenciales capaces de dar lugar a todas las lineas
hematopoyéticas y, en determinadas circunstancias, pueden ser mas potentes de lo
esperado, es decir, diferenciarse hacia tejidos derivados de distintas capas embrionarias
(como musculo cardiaco, hepatocitos o tejido neuronal) no sdlo fenotipicamente sino
también funcionalmente y por tanto ser pluripotentes [38]. En general la ausencia de
expresiéon de marcadores de linea, CD38-, c-kit, y la expresidon de CD34 se ha asociado a
poblaciones enriquecidas en HSC, aunque no se ha podido identificar los marcadores
especificos de la célula madre hematopoyética multipotencial. Estas células madre no sélo
contienen progenitores hematopoyéticos sino también células progenitoras endoteliales
[38,39].

Las células sanguineas se desarrollan a partir de las células “madre” hematopoyéticas
multipotentes (HSC) y dan origen también al resto de los elementos formes de la sangre.
Estas dan lugar a células precursoras de tipo linfoide y mieloide, y las precursoras a las
formas maduras de estas series. Llas células hematopoyéticas reconocibles
morfolégicamente corresponden a las células mds diferenciadas y se denominan
precursores hematopoyéticos, mientras que las células mas indiferenciadas o inmaduras,
no reconocibles a través del microscopio Optico, se denominan progenitores
hematopoyéticos y no poseen distintivos morfolégicos precisos. Se trata de células
mononucleadas pequefias, agranulares, semejantes a pequenas células linfoides cuya
cuantificacion se estima en 1 de cada 2000 elementos medulares nucleados (0,05%). Estas
células pueden estudiarse mediante técnicas de cultivo “in vitro” y con el uso de
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anticuerpos monoclonales contra antigenos de diferenciacion de superficie; mediante estas

técnicas se sabe que en el hombre existe una célula con capacidad de proliferacién,
diferenciacién y autorrenovacion denominada célula madre pluripotente o “stem cell”,
también denominada célula madre linfomieloide (CFU-LM) o CFU-GEMMegL debido a su
capacidad de producir in vitro colonias constituidas por granulocitos, eritrocitos,
monocitos, megacariocitos, osteoclastos y linfocitos T y B o CFU-S (célula formadora de
colonias esplénicas en el ratén). A partir de la CFU-LM aparecen las células germinales
pluripotentes (ilustracién 1), a saber, la célula germinal linfoide (CFU-L) y la célula germinal
mieloide (CFU-M, CFU-Mix o CFU-GEMM). La célula germinal multipotente mieloide da
lugar, estimulada por el microambiente, a otras poblaciones comprometidas hacia la
diferenciacién de una o varias de las lineas mieloides, que pueden ser monopotentes o
bipotentes; estas células se denominan células formadoras de colonias (CFC) o unidad
formadora de colonias (CFU) de las que se conocen distintos tipos: BFU-E o CFU-E para la
linea eritroide, CFC-GM, CFC-G y CFC-M para la granulomonocitica, CFC-Oe para los
osteoclastos, CFC-Eo para los eosindéfilos, CFC-Ba para los baséfilos y BFU-Meg y CFU-Meg
para los megacariocitos; las BFU-E y las CFU-Meg comparten un progenitor comun [40-43].

MEDULA OSEA SANGRE PERIFERICA

PROGENITORES PRECURSORES

Pluripotente | Multipotente | Monobipotente comprometidas

¥ preB ————————® Llinfocito B Linfocitos B maduro
CFU—L-\*
/ PreT ——p Linfocito T Linfocitos T maduro
CFU-LM
CFC-G —® Serie granulocitica Neutrofilos
CFU-GM /
T~aacm > " . : o
Serie monocitica SMF [monocitos, macréfagos, osteoclastos, dentriticas)
BFU-E ———# CFC-E — P Serie eritroide Eritrocitos
CFU-GEMM
BFU-Meg ——p CFC-Meg 9 Serie megacarioblastica Plaguetas
CFU-Eos ————————»  Serie eosinofilica Eosinofilos
L — . - .
CFU-Bas Serie basofilica Basofilos

llustracién 1. Progenitores hematopoyéticos, precursores hematopoyéticos y células maduras periféricas.

Las células progenitoras hematopoyéticas (inmaduras) no poseen distintivos morfoldgicos
pero por medio de andlisis inmunofenotipicos con marcadores de superficie o citoplasma
se pueden identificar los distintos progenitores mieloides. Las células progenitoras estan
englobadas dentro de una pequefia poblacion medular muy heterogénea, que se
caracteriza por expresar el antigeno CD34 y débilmente el CD45. El antigeno CD34
identifica las células stem (madre) hematopoyéticas, tanto con capacidad granulopoyética
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como linfopoyética, y también da lugar a progenitores endoteliales con capacidad

angiogénica [44].

Los progenitores hematopoyéticos pluripotentes se definen como células con capacidad de
autorenovacion y diferenciacién en linajes hematopoyéticos maduros. Se caracterizan
inmunofenotipicamente por ser CD34+CD90+ y faltarles la expresion de CD38 y HLA-DR
[45].

Entre estas células CD34 se han identificado varios subtipos de progenitores en diferentes
estadios madurativos. Uno de ellos es la célula CD34+CD38- sin expresidon de HLA-DR, que
se identifica como la célula madre comun pluripotente o tronco (CFU-LM), con capacidad
para dar lugar al progenitor multipotente. La diferenciacién de estas células va asociada a
la pérdida de CD34 y al inicio de la expresion de otros antigenos caracteristicos de estadios
de diferenciacién mas avanzados [45, 47].

Las células multipotentes mieloide (CFU-M o CFU-GEMM) y linfoide (CFU-L) expresan junto
a CD34 el HLA-DR y son positivas para CD33 y CD19, respectivamente [46, 47].

En contraste con los progenitores multipotentes, los progenitores con linaje
comprometido (unipotentes) se caracterizan por ser CD34+CD38+ con coexpresidon de los
antigenos restrictivos de linea: CD33 (mieloide), CD15 (mieloide tardio), CD64
(granulomonocitica), CD71 (eritroide), CD61 (megacariocitica), CD7 (células T) y CD19
(células B). Los progenitores mieloides comprometidos han sido definidos como células
formadoras de colonias (CFCs) por su capacidad de formar colonias de células mieloides
maduras (CFU-GM, BFU-E, CFU-Eos) en cultivos clonogénicos en soportes semisdlidos
clonogénicos tras 10-18 dias de incubacion [45, 46].

Cuando la célula pluripotente mieloide presenta compromiso hacia la linea
granulomonocitica y pasa a CFU-GM, ademas del CD34 y CD33, expresa CD13, antigeno
especifico de linea y que conserva posteriormente durante toda su maduracion hasta
granulocito. La linea monocitica tiene como marcador el CD14, los progenitores eritroides
comparten el CD34 y CD33, asi como la glicoforina C (la glicoforina A la adquieren en
estadios mas avanzados). Los progenitores megacariociticos comparten el CD34 y CD33 con
el CD61 y el CD41, que se expresan durante toda su maduracion. El promegacarioblasto
adquiere el CD42, que junto con los otros marcadores, permite identificar la linea
megacariocitica [47].

El antigeno HLA-DR se expresa en estadios muy tempranos de la célula CFU-GEMM, y
desaparece en estadios todavia tempranos de la diferenciacion, excepto en la serie
monocito-macréfago, en la que permanece también en los estadios maduros [47].

Por otra parte, dentro de las células mas indiferenciadas, se ha podido identificar un grupo
celular que presenta, ademas de CD34, el antigeno c-kit o receptor para el FEC-1 factor
estimulante de colonias-1), que se identifica como CD117 y el antigeno CD133 [47].
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2.2 EL SISTEMA LINFOIDE.

2.2.1 LINFOPOYESIS PRIMARA Y SECUNDARIA.

Las células linfoides se encuentran mayoritariamente en la sangre, linfa y drganos linfoides
como el timo, los ganglios linfaticos y el bazo. El nimero de linfocitos contenidos en el
cuerpo humano es, aproximadamente de 2 x 10%, por lo que su masa, en conjunto, es
comparable a la del higado u otros grandes 6rganos [48].

Los linfocitos que forman el sistema inmunitario de los vertebrados se diferencian a partir
de células primordiales pluripotenciales y se organizan en tejidos y drganos,
denominandose en conjunto sistema linfoide [48].

Durante la década de 1960 [48], se descubrié que habia dos clases de linfocitos: los
linfocitos T (T de timo), responsables de la inmunidad celular, y los linfocitos B (B de bursa
en referencia a que en las aves se originan en la bursa de Fabricio, 6rgano linfoide asociado
al intestino), responsables de la inmunidad humoral. Los linfocitos T se caracterizan por
presentar un receptor de membrana (receptor de células T) de caracter proteico,
constituido por dos subunidades que pueden ser de tipo a y B, o de tipo y y 8§, capaz de
reconocer antigenos presentados en las moléculas de histocompatibilidad. Los linfocitos B
maduros expresan de en su superficie el antigeno CD20, fosfoproteina de membrana de
funcién poco conocida, e inmunoglobulinas de superficie [48, 49].

En la década siguiente se describieron dos grandes subclases de células T [38]; una subclase
la constituyen las células T-cooperadoras (T-helper cells) identificadas por la expresién de la
molécula CD4 y que “ayudan” a que los linfocitos B produzcan una respuesta humoral. La
otra subclase esta integrada por linfocitos T capaces de destruir de manera directa células
diana, conocidos como linfocitos T-citotdxicos y reconocidos por la expresion de la
molécula CD8. Ademas, se reconoce otros tipos de linfocitos T con capacidad de regular y
suprimir diversos aspectos de la respuesta inmunitaria [48, 49].

Las “células precursoras linfoides” B y T son blastos pequefios (linfoblastos) que pronto
pierden la expresién de CD34 y se multiplican, para luego diferenciarse en linfocitos
pequeiios maduros [48, 49].

Las células precursoras de la serie B (linfoblastos B) se caracterizan por expresar los
antigenos CD79a, CD43 y CD10 asi como la enzima TdT (dioxinucleotidil-transferasa
terminal) [49], pero en sus etapas iniciales no expresan el antigeno CD20. Estas células son
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sometidas a un proceso de reordenamiento de los genes que codifican las cadenas de

inmunoglobulinas (lgs), proceso en el que interviene la TdT y permite obtener, a partir de
una célula “madre”, numerosas poblaciones de linfocitos B capaces de reconocer una gran
variedad de antigenos. Los linfocitos B que como consecuencia de este proceso de
recombinacién finalmente reaccionan frente a antigenos propios, son eliminados por
apoptosis. Igualmente los linfocitos T maduros se originan a partir de células precursoras T
precursoras (linfoblastos T), que reordenan los genes que codifican el receptor de las
células T [50].

Los linfocitos precursores de la serie T se caracterizan por expresar los antigenos CD7,
CD43, y CD10 (de manera variable), asi como la enzima TdT, pero en sus etapas iniciales no
expresan los antigenos CD3, CD4 o CD8. Estas células son sometidas a un proceso de
reordenamiento de los genes que codifican las cadenas del receptor de linfocitos T. Este
proceso, en el que interviene la TdT, permite obtener, a partir de la célula madre, una gran
variedad de células T capaces de reconocer antigenos muy diversos [50, 51].

Las células del sistema inmunitario se organizan en érganos y tejidos. Desde el punto de
vista funcional, los érganos y tejidos linfoides se dividen en primarios o centrales (médula
0sea y timo) y secundarios o periféricos (bazo, ganglios linfaticos y tejidos linfoides
asociados a piel y mucosas) [50, 51].

En el embridn, se produce la linfopoyesis primaria. En ésta se generan linfocitos By T
maduros a partir de células “madre” precursoras (linfoblastos) que no entran en contacto
con ningln antigeno. Esta se inicia, al igual que el resto de la hematopoyesis, en al saco
vitelino, y luego se traslada al higado, bazo y timo y, finalmente, a la médula ésea, que es el
Unico organo con capacidad linfopoyética primaria en la vida postnatal, junto al timo [50,
51].

Los linfocitos fetales expresan CD7 pero son negativos para CD3, CD4 y CD8, es decir,
carecen todavia de capacidad cooperadora, supresora o citotéxica; cuando entran en
contacto con el timo sufren un complejo proceso que, por una parte, elimina por apoptosis
las células con capacidad de reconocer antigenos propios y, por otra, determina que las
células seleccionadas para sobrevivir maduren hasta formar las dos poblaciones presentes
en el individuo adulto: linfocitos T CD3+CD4+ y linfocitos T CD3+CD8+. Las células Ty B
maduras, finalmente se establecen en dreas concretas (zonas B y zonas T) los érganos
linfoides secundarios [50, 51, 52].

Los linfocitos maduros generados en los drganos linfoides primarios son células “virgenes”
que todavia no han entrado en contacto con ningun antigeno.

En la linfopoyesis primaria se generan linfocitos inmunocompetentes; dicha
inmunocompetencia se adquiere cuando los linfocitos maduros forman genes funcionales
para el receptor del antigeno T y para las cadenas pesadas y ligeras de las
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inmunoglobulinas por reordenamiento de los segmentos genéticos V (variable), D

(diversidad), J (unién) y C (constante). Durante este proceso se formardn genes que
codifican receptores de células T e inmunoglobulinas para antigenos extrafios y para
antigenos propios del organismo; en condiciones normales los primeros seran
seleccionados positivamente y los segundos negativamente [52].

A la corteza timica llegan los precursores de linfocitos T procedentes de otros érganos
linfoides primarios y en su médula se diferencian a linfocitos T maduros. En el timo los
linfocitos T sufren procesos de seleccion positiva (corteza) y negativa (médula) en los que
intervienen diferentes células y de forma esencial las moléculas de histocompatibilidad que
presentan antigenos propios para favorecer la eliminacién de los linfocitos T autorreactivos
y promover la maduracién de los linfocitos T capaces de desarrollar una respuesta
adecuada (ilustracion 2), [50, 51, 52].

CORTEZA TIMICA
SELECCION POSITIVA

TIMOCITOS INMADUROS

MEDULA TIMICA
SELECCION NEGATIVA

TIMOCITOS MADUROS

llustracidn 2. El timo. Organizacion funcional.

Después de estos procesos los linfocitos T emigran a los érganos linfoides secundarios
donde podran reconocer los antigenos de forma especifica [50, 51, 52].

En el caso de los linfocitos B la seleccidn negativa se produce en la médula ésea en la fase
de linfocito B inmaduro, de tal manera que de la médula ésea sdlo salen linfocitos B que no
reconocen antigenos propios. En la médula dsea, estas células pasan por diferentes
estadios, desde células primitivas B que todavia no han reordenado los genes de las
inmunoglobulinas (y por tanto no expresan inmunoglobulinas) hasta el linfocito B maduro
pero todavia “virgen”, que aun no han entrado en contacto con ningun antigeno. Durante
este proceso los linfocitos adquieren diversos cambios en su fenotipo y aumentan la
expresion de inmunoglobulinas de membrana.
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llustracion 3. Diferenciacion y cambios fenotipicos de los linfocitos B durante la linfopoyesis primaria (médula
O6sea). Son comunes en todos los estadios la expresion de MHC-Il, CD19 y CD45. Es antigeno independiente.
Adaptado a partir de J.R. Regueiro Gonzalez y col. [40].

Finalmente los linfocitos B maduros recién formados migran a los érganos linfoides
secundarios por vias sanguinea o linfatica.

En la vida postnatal se produce la linfopoyesis secundaria. Con ella, se generan nuevas
células linfoides a partir de linfocitos maduros, por estimulacién antigénica y es por tanto
antigeno dependiente. En la linfopoyesis secundaria, se generan linfocitos maduros que al
entrar en contacto por un antigeno y ser estimulados por éste, se transforman en blastos
linfoides grandes (centroblastos e inmunoblastos). Los centroblastos e inmunoblastos
primero se multiplican, y luego se diferencian dando lugar a linfocitos maduros antigeno-
especificos. Durante este proceso, los linfocitos B pueden adquirir mutaciones en los genes
qgue codifican las inmunoglobulinas (mutaciones somaticas); por el contrario las células T
no adquieren mutaciones en los genes que codifican su receptor. Este fendmeno permitira
seleccionar las poblaciones B con mutaciones que favorezcan una mayor afinidad en el
reconocimiento del antigeno [50, 51, 52].

A finales de la década de 1980 se definid una tercera poblacidn de linfocitos: las células NK
(natural killer) [48, 49], que se corresponden con los linfocitos grandes granulares de la
sangre periférica. Estas células no expresan los antigenos propios de las células B o T como
CD20 o CD3, pero comparten algunos antigenos con los linfocitos citotdxicos, como CD56 y
CD57. Estas células tienen la capacidad innata de lisar células tumorales, células infectadas
por virus y algunas células normales, sin necesidad de sensibilizacién previa. Es posible que
los linfocitos NK compartan un ancestro comun con las células precursoras T, pero no se
descarta que las células NK deriven de las células “madre” hematopoyéticas pluripotentes
medulares a través de células precursoras independientes.
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LINFOPOYESIS SECUNDARIA EN LA ZONA B.

Para eliminar del organismo un antigeno extrafio, el sistema inmunitario debe responder
de forma especifica, rapida y potente, y debe capacitarse para responder de forma todavia
mas rapida y eficaz ante una nueva intrusion de este antigeno. Este uUltimo fendmeno se
conoce como “memoria inmunolégica” [49]. Asi, el sistema inmune se organiza para
detectar y reconocer los antigenos extrafios, seleccionar poblaciones linfoides que
respondan de manera especifica a los mismos y multiplicar dichas poblaciones de manera
gue sean capaces de responder de manera mas intensa y rdpida ante un segundo
encuentro. Todos estos procesos requieren poblaciones celulares con funciones
especificas.

Desde los tres meses de vida fetal, aparecen en los érganos linfoides secundarios
acumulaciones esferoidales de linfocitos denominadas foliculos primarios. En la vida
postnatal, por acciéon de un antigeno, los linfocitos de los foliculos pueden estimularse y
dividirse, transformandose en células linfoides grandes de caracter bldstico, que se
acumulan en el centro del foliculo. La estructura resultante se denomina foliculo
secundario [49, 55].

En este tipo de foliculos, se distingue una zona periférica denominada manto folicular,
integrada en su mayor parte por linfocitos pequefios que todavia no han sufrido la
transformacidén blastica, y una zona central denominada centro germinal caracterizada por
la presencia de blastos linfoides grandes [54].

En algunos drganos linfoides, como en el bazo, los ganglios linfaticos mesentéricos y las
placas de Peyer, puede existir por fuera del manto una segunda capa integrada por células
linfoides de tamafio intermedio y citoplasma claro, denominada zona marginal. Esta zona
representa probablemente una acumulacién de células de memoria. El foliculo linfoide
constituye asi la unidad funcional fundamental de la zona B [52, 53].

Los linfocitos pequefios B constituyen la poblacion predominante de los foliculos linfoides
primarios y del manto folicular de los foliculos secundarios. Estos llegan a los foliculos
procedentes de la médula dsea [48, 49, 55].

Desde la médula 6sea, el linfocito B maduro todavia “virgen” migra a los érganos linfoides
secundarios donde entrara en contacto con los antigenos especificos, activdndose,
diferenciandose y generando células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas vy
células B de memoria [48, 49, 55, 56, 57, 60]. En el curso de la respuesta a un antigeno, los
linfocitos “virgenes” (células pequefias no hendidas) pasan del manto al centro germinal
para ser activados por la colaboracién de las células T y proliferar. El centroblasto (célula
grande no hendida) es el elemento proliferativo de la estirpe B en el centro germinal, y su
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funcién es multiplicar el nimero de células que, durante la respuesta primaria tardia y la

respuesta secundaria, van a responder a un antigeno [48, 49, 56, 57, 62]. El centrocito
(célula pequefia hendida) constituye, junto con el centroblasto, la poblaciéon predominante
de los centros germinales de los foliculos secundarios. Se originan a partir de los
centroblastos y, por consiguiente, es posible observar en el centro germinal normal células
de morfologia y tamafio intermedios (centrocitos grandes o células grandes hendidas).

Los linfocitos B que han seguido el proceso de estimulacidn y transformaciéon en el centro
del foliculo linfoide hasta el estadio de células no hendidas de gran tamafio, salen del
centro del foliculo y se situan en los cordones medulares, donde siguen aumentando de
tamafio hasta transformarse en inmunoblastos. Los inmunoblastos pueden seguir el
proceso de estimulacidn hasta las células plasmaticas o bien regresar al estado quiescente
del linfocito B pequefio de memoria y pasar a integrarse al reservorio de linfocitos B
recirculantes del manto (ilustraciéon 4) [57, 58, 61, 62].

A

RESPUESTA PRIMARIA TARDIA antigeno T dependiente

ZONA FOLICULO LINFOIDE SECUNDARIO
MARGIMAL

ZONA
MEDULAR

CENTRO GERMINAL

| Contacto con Ag I

ZONA
ZONA PARACORTICAL MEDULAR

C—-C—-C

RESPUESTA PRIMARIA PRECOZ antigeno T dependiente

llustracion 4. Representacion esquematica de las fases de la linfopoyesis secundaria en el foliculo linfoide secundario
(respuesta primaria tardia T dependiente) y en la zona paracortical (respuesta primaria precoz T dependiente). 1
Linfocito B maduro “virgen” o “naive”. 2 Linfocito del manto. 3 Célula pequeiia no hendida. 4 Centroblasto (célula grande
no hendida). 5 Célula grande hendida (centrocitos grandes). 6 Célula pequefia hendida (centrocitos pequefios). 7 Célula
de la zona marginal. 8 Inmunoblasto B. 9 Célula linfoplasmocitoide. 10 Célula plasmatica. En la zona paracortical puede
desarrollarse también una respuesta antigeno T-independiente (similar a la respuesta primaria precoz antigeno T-
dependiente, pero sin contacto antigénico).

El inmunoblasto también puede derivar directamente de linfocitos B “virgenes”, que en la
zona T, serian activados por un antigeno y posteriormente se diferenciarian hacia células
plasmaticas. Estas células plasmaticas residirian en el propio ganglio linfatico y serian las
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responsables de generar los anticuerpos de baja afinidad tipicos de la fase inicial de la

respuesta inmune primaria precoz.

La célula de la zona marginal constituye la poblacion mayoritaria de la zona marginal de los
foliculos linfoides del bazo, placas de Peyer y ganglios mesentéricos. La relacién de las
células de la zona marginal con los otros tipos celulares de la linea B no es bien conocida
aungue su capacidad para convertirse en célula plasmatica o célula memoria si esta bien
establecida [58].

LINFOPOYESIS SECUNDARIA EN LA ZONAT.

En la zona T, tanto los linfocitos B como los T “virgenes” pueden entrar en contacto con un
antigeno y transformarse en blastos grandes (inmunoblastos) que son capaces de
multiplicarse y de diferenciarse después en células antigeno-especificas. Sin embargo,
mientras que las células B resultantes del proceso de activacion antigénica son
morfolégicamente muy diferentes (células plasmaticas) de las células B “virgenes”
(linfocitos pequefios), las células T resultantes del proceso de activacién antigénica son
linfocitos pequeios morfolégicamente indistinguibles de los linfocitos T “virgenes” [56-58].

En la zona T se desarrolla la respuesta inicial precoz al antigeno, mientras que en la zona B
se producen las respuestas secundarias (respuesta inicial tardia y respuestas a nuevas
exposiciones al mismo antigeno) [48, 49, 54]. Los linfocitos T pequefios, constituyen la
poblacién predominante en la zona T, pero son también abundantes en los foliculos
linfoides, donde se situan de manera preferente entre los mantos foliculares y los centros
germinales [48, 49, 62].

El inmunoblasto T es una célula grande en cuya superficie se detecta la expresion de los
mismos antigenos que los linfocitos pequefios T; procede de la activacion de los linfocitos T
pequefios presentes en la zona T, pero no se conoce con exactitud su espectro de
diferenciacién posterior. Desde el punto de vista morfoldgico, los linfocitos T antigeno-
especificos, que derivan del inmunoblasto T, son indistinguibles de los linfocitos T
“virgenes” [48, 49, 54].
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2.2.2 EL SISTEMA LINFOIDE. FISIOLOGIA DE LOS LINFOCITOS.

FISIOLOGIA DE LOS LINFOCITOS B.

El papel fundamental del sistema linfoide es reaccionar frente a un antigeno, generando, a
partir de linfocitos B “virgenes”, células plasmaticas productoras de anticuerpos mas o
menos especificos. Durante la linfopoyesis primaria, y mediante el reordenamiento de los
genes que codifican los segmentos variables de las cadenas de inmunoglobulinas, se
obtienen numerosas clonas de linfocitos B virgenes capaces de reconocer a una gran
variedad de antigenos y, para que durante la linfopoyesis secundaria estos linfocitos B
virgenes respondan a la mayor parte de los antigenos, es esencial la colaboracién de los
linfocitos T; por ello, estos antigenos son conocidos como antigenos “T-dependientes” o
timo-dependientes [48, 49]. Para otros antigenos, la colaboracién de las células T no es
esencial, por lo que reciben el nombre de antigenos “T-independientes” o timo-
independientes [48, 49].

Respuesta B T-dependiente: respuesta primaria precoz y tardia.

Durante la linfopoyesis secundaria de las células B, la adquisicidon de grados crecientes de
afinidad en los anticuerpos producidos por las mismas se basa en la seleccién de
poblaciones linfoides que expresan receptores de alta especificidad para el antigeno
mediante la generacién de mutaciones somaticas en los genes que codifican los segmentos
variables de las cadenas de inmunoglobulinas. Este proceso se halla directamente modu-
lado por los linfocitos T colaboradores [48, 49, 62]. Por esta razén, los anticuerpos
generados frente a antigenos “T-dependientes” poseen mayor afinidad. Las mutaciones
sufridas durante este proceso, se reflejan en modificaciones en las zonas de
reconocimiento del antigeno, las cuales, de manera progresiva, se adaptan con mayor
precision a los epitopos antigénicos ganando afinidad [62].

La respuesta a un antigeno “T-dependiente” de los linfocitos B pequefios virgenes situados
en la zona T que corresponderia a lo que se denomina respuesta primaria precoz, y se ini-
ciaria al segundo dia de la llegada del antigeno y finalizaria a los 4-5 dias [48, 49, 54, 48]. De
manera simultanea se inicia la respuesta primaria tardia. El antigeno es reconocido como
extrano por las células reticulares interdigitantes, es fragmentado, procesado y sus
epitopos expuestos (presentados) en la superficie celular mediante los antigenos de histo-
compatibilidad de clase Il (HLA-II) al receptor especifico de las células T (TCR)[48, 49]; esta
sucesion de eventos dura aproximadamente entre 1y 2 dias. Los linfocitos T activados en el
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curso de este proceso se transforman en inmunoblastos T, que se multiplican y se
diferencian dando lugar a diferentes subpoblaciones de linfocitos T pequefos
cooperadores antigeno-especificos, algunos de los cuales se desplazarian al foliculo
linfoide. En el foliculo linfoide les es presentado el antigeno por células linfoides B
“virgenes”. Estos linfocitos B, en una primera fase, habrian captado de manera especifica al
antigeno a través de las moléculas de inmunoglobulinas I1gD o IgM que expresan en su
superficie. Los linfocitos T cooperadores antigeno-especificos, al entrar en contacto con el
antigeno presentado por los linfocitos B foliculares inducen la activacién del linfocito B,
iniciando el proceso que daria lugar a la aparicion del centro germinal. A los 3 dias de la
llegada del antigeno, los linfocitos pequefios se transformarian primero en células
pequefias no hendidas y, posteriormente, en centroblastos y se multiplican rapidamente
(ciclos celulares de 6-7 horas), adquiriendo mutaciones somaticas en los genes que
codifican los segmentos variables de las cadenas de inmunoglobulinas. Posiblemente, la
activacion de bcl-6 a través de la inhibicidn de la actividad de p53 tenga un papel facilitador
en la acumulacién de estas mutaciones. Los centroblastos dan lugar a los centrocitos, que
expresan inmunoglobulinas de superficie de tipo IgM, IgG o IgD con las que interaccionaran
los antigenos. El antigeno, probablemente en forma de complejos “antigeno-anticuerpo”,
es presentado a los centrocitos por las células reticulares dendriticas del centro germinal.
Estas células poseen receptores para el complemento (CD21) y para el segmento Fc de las
inmunoglobulinas (CD23), y por tanto, pueden fijar estos complejos. Es posible que el
anticuerpo generado durante la fase precoz de la respuesta primaria intervenga en el
proceso al formar complejos con el antigeno [48-58].

La exposicion de los centrocitos a los antigenos permitiria, por una parte, eliminar las
células con mutaciones que hayan disminuido la afinidad de sus inmunoglobulinas para el
antigeno (seleccién negativa), y, por otra, favorecer la supervivencia y expansién de las
células con mutaciones que hayan aumentado esta afinidad (seleccién positiva). La selec-
cion negativa se realiza por el hecho de que los centrocitos que reconocen en menor
medida al antigeno son desplazados de la superficie de las células dendriticas por los
centrocitos con inmunoglobulinas de mayor afinidad por el mismo [56, 57]. Al perder el
contacto con el antigeno y la célula dendritica, los centrocitos desplazados entran en
apoptosis y son fagocitados por los macréfagos del centro germinal. Las células que
contindan en contacto con el antigeno pueden eludir los mecanismos de apoptosis, quizas
a través de la expresion del antigeno CD40, que seria reconocido por las células T CD4+ del
centro germinal, que expresan un ligando especifico [61]. Las células seleccionadas por
este u otros mecanismos volverian a entrar en el ciclo celular, lo que les permitiria sufrir
nuevas mutaciones en los genes de sus inmunoglobulinas, que podrian determinar un
aumento de su afinidad, y su expansion clonal.

Esta sucesion de ciclos de expansidn clonal y seleccidn negativa y positiva de los centrocitos
podria repetirse varias veces. Desde el punto de vista gendmico, esto se traduciria, en un
incremento creciente del nimero de mutaciones somaticas (hipermutaciones somaticas)
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en las células supervivientes, en las zonas que codifican las regiones variables de las

cadenas de inmunoglobulinas. Al final de cada uno de estos ciclos de seleccion y expansion,
los centrocitos resultantes expresarian inmunoglobulinas de afinidad creciente de forma
que, en un centro germinal, al final del proceso, probablemente no existan mds de 3 0 4
clones distintos de centrocitos, todos ellos con inmunoglobulinas altamente afines por el
antigeno que inicié la respuesta [56, 57]. Asi pues, el centro germinal es una estructura que

permite que los mecanismos de “seleccién natural” actien a gran velocidad para asegurar
la supervivencia y expansion de los elementos mas “capaces”. En el curso de este proceso

de seleccidn, mas del 90% de los centrocitos son eliminados por apoptosis.
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llustracion 5. Proceso de seleccidon positiva y diferenciacion de los linfocitos B en el centro germinal durante la
respuesta primaria tardia. Los linfocitos B activados pueden generar directamente células plasmaticas con
inmunoglobulinas de baja o media afinidad o migrar al centro germinal donde pueden pulir su especificidad a través de
mutaciones somaticas. Los que lo logran son seleccionados positivamente por las células dendriticas foliculares y
abandonan el centro germinal para generar, dependiendo de senales externas, células plasmaticas o de memoria con
inmunoglobulinas de alta afinidad; los que fracasan son eliminados por apoptosis. Adaptado a partir de J.R. Regueiro
Gonzalez y col. [40].

Algunos de los centrocitos resultantes de cada ciclo de este proceso pueden transformarse
en células productoras de anticuerpos (células plasmaticas) en el mismo centro germinal,
pero la mayor parte de los mismos emigraran a la médula ésea para transformarse alli en
oleadas sucesivas de células plasmaticas productoras de anticuerpos de afinidad creciente.
Otros centrocitos se transformardn en células de memoria capaces de sobrevivir largo
tiempo. El proceso de formacion del centro germinal y la aparicidén de la primera oleada de
células plasmaticas de alta afinidad dura entre 3 y 4 semanas, y es lo que se denomina
respuesta primaria tardia [45, 48, 49]. Una vez ha finalizado la respuesta primaria y se ha
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eliminado el antigeno, las células de memoria son capaces de reentrar en el centro
germinal y reiniciar el proceso de expansiéon y seleccidon por afinidad, si entraran en
contacto de nuevo con el mismo antigeno. Este fendmeno se denomina “respuesta
secundaria”. Existen datos que sugieren que una de las posibles expresiones morfolégicas
de las células de memoria podrian ser las células de la zona marginal de algunos de los
organos linfoides [58].

Respuesta B, T-independiente.

La respuesta a los antigenos “T-independientes” se llevaria a cabo en la zona paracortical,
es similar a la respuesta primaria precoz frente a los antigenos “T-dependientes” pero sin
contacto con antigeno; las células plasmaticas resultantes secretarian anticuerpos de baja
afinidad, y se acumularian en la zona medular de los ganglios linfaticos [55, 56].

FISIOLOGIA DE LOS LINFOCITOS T.

El conocimiento de los procesos madurativos que tienen lugar en la poblacién linfoide T es
mucho menor del que disponemos de los linfocitos B, probablemente debido al hecho de
gue la estructuracién del tejido linfoide T no es tan elaborada como la del tejido B, por lo
que las diferentes fases madurativas dificilmente pueden ser correlacionadas con aspectos
morfoldgicos concretos.

La funcidn del tejido linfoide T es por un lado, la de “transmitir” los sucesos inmunoldgicos
al tejido linfoide B y, asimismo, velar por la eficacia y eficiencia del proceso desencadenado
por la activacién de la respuesta B y por otro, regular y dirigir los diferentes mediadores de
la respuesta inmunitaria asi como una participacién directa en la lucha contra el agente
extrafio.

Posiblemente, para desempeiiar esta funcién de forma adecuada, el tejido linfoide T ha
tenido que dispersarse por todo el organismo, y estructurar zonas T alrededor de areas
vascularizadas donde poder detectar los antigenos (bazo, ganglios), o situarse entre las
células de los epitelios de superficie que se hallan en contacto con el medio exterior (piel y
mucosas) [48, 49, 54].

El inicio del proceso madurativo de los linfocitos T se realiza en el timo. Esta estructura esta
muy desarrollada en los fetos y recién nacidos, pero involuciona para desaparecer
practicamente en la vida adulta. El timo tiene la funciéon de adecuar las caracteristicas de
los linfocitos T a las funciones que deben desempenar. Si en el foliculo linfoide el proceso
se debia regir por el objetivo de obtener células con cada vez mayor afinidad por el
antigeno, en el timo el objetivo es generar una poblacién de linfocitos T efectiva en el
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reconocimiento de antigenos extrafios, y eficaz en su capacidad de modulacién de la
respuesta inmunoldgica [48-51].

La caracteristica definitoria de los linfocitos T es el reordenamiento de los genes que
codifican el receptor de células T. El TCR es una molécula de caracteristicas similares a las
de una inmunoglobulina (son, de hecho, proteinas con un origen comun), y que ejerce una
funcién esencial de reconocimiento [50]. En funcién del tipo de subunidades que forman el
TCR, se definen dos poblaciones de linfocitos T:

- Los linfocitos T y& (receptor TCR1) constituyen una pequena poblacién (5% del total) y se
sitian en el timo, en el revestimiento de los sinusoides esplénicos y en los epitelios.

-Los linfocitos T af (receptor TCR2), que son los mas abundantes (95% del total), integran
la mayoria de la celularidad de las zonas T. El reordenamiento af sdlo se adquiere cuando
el reordenamiento y6 no ha sido efectivo (es lo que sucede con mas frecuencia). El
proceso de reordenamiento de los genes que codifican las cadena y y & en los linfocitos T
v6 o el de las cadenas a y B en los linfocitos T af, afiade variabilidad a la molécula del TCR,
lo que le permite reconocer un mayor espectro de antigenos.

La expresion diferencial de los antigenos CD4 y CD8 se asocia a la funcién, cooperadora o
supresora respectivamente, desempeiiada por los linfocitos T af. La expresion de CD4
permite el reconocimiento de los antigenos de histocompatibilidad MHC Il y, por tanto, la
interaccion con células presentadoras de antigenos y modulacién de la respuesta B (de ahi
el nombre, T-“helper” o “cooperadoras”). La expresién de CD8, por el contrario, permite
reconocer los antigenos MHC |, expresados, por ejemplo, por las células epiteliales
infectadas por un virus, lo que capacita al linfocito TCD8+ para lisar estas células (células T-
“citotdxicas”). La respuesta citotoxica estd destinada principalmente a la eliminaciéon de los
patégenos intracelulares [48-51].

Los péptidos derivados de los patdgenos son presentados por moléculas MHC-l y son
capaces de activar a los linfocitos T cooperadores (CD4+ o Th). Dependiendo de las
citoquinas producidas por las células presentadoras de antigenos (lo cual depende del
patdgeno en cuestidn), el linfocito T cooperador (ThO) se diferencia a células efectoras Thl
gue median una respuesta Th1 inflamatoria o celular, destinada principalmente a favorecer
la fagocitosis por los macrofagos y la eliminaciéon de patégenos intracelulares; o una
respuesta Th2 o humoral destinada principalmente a una activaciéon de los clones
especificos de linfocitos B (previamente activados por el antigeno). Esta respuesta humoral
estd destinada principalmente a la eliminacién de patdgenos extracelulares [48, 49, 54].

Los linfocitos T CD4+ se hallan en una proporcion de 2:1 respecto a los linfocitos T CD8+, si
bien esta proporcion se altera con frecuencia en las infecciones virales y, especialmente, en
la infeccion por el VIH. Los linfocitos T y& no suelen expresar ninguno de estos dos
antigenos, y su funcién no es bien conocida [48-54].
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2.2.3 CELULAS NK Y RECEPTORES.

Las células NK se definen como linfocitos citotdxicos, que participan en la primera linea
defensiva frente a infecciones por algunos virus, parasitos, bacterias y células neoplasicas,
promueven la activacion de células del sistema mononuclear-fagocitico, favorecen el
desarrollo de una respuesta Th1, y regulan la hematopoyesis. Por otra parte, pueden
también intervenir en la respuesta contra determinados tumores e injertos [63-65].

Las células NK se desarrollan de un progenitor celular CD34+ en la médula dsea en
presencia de citocinas como IL-15 y constituyen un linaje celular del sistema inmunitario
especializado en atacar, sin sensibilizacion previa, células infectadas por virus y aquellas
involucradas en procesos neopldsicos [63-65]. Debido a su produccién temprana de
citoquinas y a la capacidad de lisar células diana sin sensibilizacién previa, las células NK
son componentes cruciales del sistema inmunoldgico innato [66].

Las células NK constituyen aproximadamente el 15% de los linfocitos circulantes. Fueron
identificadas originariamente por su capacidad citotoxicidad y de lisar células tumorales.
Aunque funcional y morfolégicamente recuerdan mucho a los linfocitos T citotdxicos, se
diferencian claramente de ellos tanto fenotipicamente como en la forma que tienen ambos
de reconocer sus células dianas. Una de las principales caracteristicas de los linfocitos NK es
gue para ejercer su actividad citolitica no necesitan una inmunizacién previa [66].

Desde el punto de vista de su papel en la respuesta inmune y su fenotipo, las células NK
pueden dividirse en dos subgrupos principales en funcién de la expresion en la superficie
celular de la molécula CD56 fuerte o débil [66]. La expresiéon débil de CD56 (CD56+)
caracteriza a un subconjunto de células NK con actividad citotoxica natural, que ademas
expresan de forma habitual y con alta densidad el receptor para la fraccidn constante de
las inmunoglobulinas Fc-gamma 1l (CD16), y de forma frecuente receptores killer cell Ig-like
receptors (KIR). Por el contrario, las NK con expresion elevada de CD56 (CD56++) tienen
una expresion negativa o débil de CD16 y no suelen expresar KIR. A diferencia de las NK con
expresion débil de CD56, las de expresion elevada no son citotoxicas, pero tienen la
capacidad de producir abundantes citoquinas [66].

Marcador Linfocitos T citotdxicos Células NK
CD3 + -
CD5 + 5
CD8 + Algunas
CD2 + +
CD16 Algunas +
CD56 Algunas i Tabla 5. Inmunofenotipo de las células NK y de
CD57 Algunas Algunas los linfocitos T citotéxicos [66].
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Por tanto, aunque clasicamente se han definido las células NK como linfocitos CD3-
CD16+CD56+, hoy en dia sabemos que a éstas, hay que sumarles una subpoblacién de
linfocitos NK CD16-CD56++ con una funcién fundamentalmente reguladora, y secretora de
citoquinas, mientras que los NK clasicos poseen una funcion fundamentalmente de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). Asi podriamos definir claramente
tres poblaciones:

-CD16+56+: son las NK mayoritarias
Actividad ADCC

-CD16+56-: minoritarias
-CD16-56++: secrecidn de citoquinas.

De esta manera se podria decir que las principales funciones de los linfocitos NK son la
citolisis y la produccion de citocinas. Dichas funciones estdn reguladas por un complejo
equilibrio que se establece entre sefiales contrapuestas, activadoras e inhibidoras.

FUNCIONES DE LAS CELULAS NK.

Funcidn citotoxica de las células NK.

Para que las células NK ejerzan su funcidn citotdxica se requiere la identificacion, a través
de los receptores implicados, de las células diana. Entre estos receptores destacan
receptores de activacion y otro grupo de receptores que tienen como ligando moléculas
HLA de clase | y que pueden ser de tipo inhibidor o activador (ilustraciones 6 y 8). En este
fendmeno ademas intervienen ciertas citocinas y moléculas de adherencia facilitadoras de
la interaccion celular [83, 84].

Los mecanismos de citotoxicidad celular de las células NK pueden ser de dos tipos [83, 84]:

A. Citotoxicidad NK dependiente de anticuerpo (ADCC).

Las células NK son capaces de lisar células (blanco) que presentan anticuerpos de isotipo
IgG unidos a algun componente de su superficie. Este reconocimiento se produce a través
de la molécula CD16 en la superficie de las células NK al unirse a la fraccién constante de la
IgG en la célula blanco. El receptor CD16 transmite una sefal de activacién a la célula NK
que, una vez activada puede ejercer su acciéon citotdxica liberando al medio perforinas y
citocinas (IFN-y, TNF-a, GM-CSF e, IL-3) capaces de activar otros linajes celulares
importantes en la erradicacion de infecciones y tumores. La transduccion de la sefal de
activacion se realiza a través de una proteina asociada covalentemente al CD16, que en
muchos casos es la cadena 6 del TCR.

37



INTRODUCCION

B. Citotoxicidad NK independiente de anticuerpo (citotoxicidad natural).

Las células NK también son capaces de lisar células que no estan recubiertas de
anticuerpos. Para reconocer sus células diana de esta forma, las células NK utilizan un
complejo sistema de receptores activadores (RA) e inhibidores (RI). Aunque no se conoce
con detalle el funcionamiento de la citotoxicidad NK independiente de anticuerpo, el
modelo mas aceptado se basa en que las células NK funcionan combinando sefales a
través de receptores de activacion e inhibicidn. Segin este modelo la sefial inhibitoria es
dominante sobre la activadora, de forma que la célula NK lisard su diana sélo si esta
recibiendo una seial activadora en ausencia de sefial inhibitoria o bien cuando la primera
sea mas intensa (ilustraciones 6 y 7).

Célula blanco

NK

FcyR (CD16)

HLA

FeyR (CD16)
NK

llustracidn 6. A. Vista general de los receptores de las células NK: CD16 (FcyR), receptor activador (Rs-Act) y receptores
de moléculas HLA de clase I. B. Esquema de los dos tipos de citotoxicidad: citotoxicidad directa natural a través de un
receptor activador y citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) a través de CD16. Adaptado a partir de M.
Lépez-Botet y col. [72]

llustracion 7 A) Mecanismo de ADCC.

B No Lisis No Lisis Lisis
~ 28 2a B) Mecanismo de citotoxicidad
~ P o independiente de anticuerpos y
. . ° _— o : - © i modelo de doble receptor (RA:
_joo/ Qm__;,-;ﬂ)/ ' @;_CJ/ receptor activador y RI: receptor
i < <y inhibidor) e interaccién con HLA-I.

o0 [+ ? O
” H{w ” H,f W"‘f" Adaptado a partir de J.R. Regueiro

Gonzalez y col. [40].
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Funcidén secretora de las células NK.

Ademas de la accidn citotoxica, las células NK tienen la propiedad de sintetizar y liberar
diversos tipos de citoquinas de gran importancia en la regulacién del sistema inmunitario,
en la actividad de las propias células NK y en otras funciones como es la hematopoyesis
[83].

RECEPTORES DE LAS CELULAS NK.

Para que las células NK desarrollen su funcidn tienen que identificar a la célula diana. Para
ello las células NK poseen diferentes tipos de receptores, aparte de CD16, con funcidon de
reconocimiento de moléculas en las células blanco y en consecuencia de activar la
maquinaria citolitica y/o secretora de citoquinas [83]. Los receptores responsables de la
actividad citolitica pueden ser activadores o inhibidores; existen un gran numero de
receptores activadores e inhibidores de las células NK. Estos receptores no se parecen al
TCR ni estdn codificados por genes que sufran reordenamientos.

A. Receptores responsables de la citotoxicidad natural.

Son receptores activadores responsables de la citotoxicidad natural [83]. Los receptores de
citotoxicidad natural, han sido descritos de manera mayoritaria por el grupo de Moretta
[87] mediante ensayos en donde lo que se ha analizado es la capacidad de inhibir la lisis de
determinadas lineas celulares blogueando dichas molécula mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales dirigidos frente a dichos receptores. Entre estos receptores
destacan tres: NKp46, NKp44 y NKp30.

B. Receptores NK especificos de moléculas HLA de clase I.

El descubrimiento de receptores presentes en células NK que reconocen moléculas de
histocompatibilidad y que tienen funciones reguladoras de la funcién de estas células ha
abierto una importante puerta para entender la biologia de éstas células [71, 72, 77-83].

Los receptores NK especificos de antigenos HLA clase | son un grupo heterogéneo de
glicoproteinas que pertenecen a distintas familias de moléculas y se expresan en células NK
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pero también en ciertos subtipos de linfocitos T [73, 74]. Atendiendo a su estructura estos
receptores se dividen en [77-83]:

1. Receptores formados por proteinas que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas: receptores NK tipo KIR (killer cell Ig-like receptors).

2. Receptores formados por proteinas que pertenecen a la superfamilia de las lectinas:
receptores NK tipo lectina.

3. Otros receptores formados por proteinas que pertenecen también a la superfamilia de
las inmunoglobulinas: Receptores NK tipo ILT (immunoglobulin like transcripts).

llustracion 8. Receptores de las células NK y vista ampliada de los receptores de moléculas HLA de clase I. Estos
receptores pertenecen a la familia de las lectinas (CD94 y NKG2D) y a la familia de las inmunoglobulinas (KIR y ILT)
Adaptado a partir de M. Lopez-Botet y col. [72]

1. Receptores NK pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas:
receptores KIR.

Los receptores de la familia KIR son proteinas de membrana de tipo inmunoglobulina, que
interaccionan con moléculas HLA de clase |, regulando la funcién de las células NK [76-80].
Estos receptores tienen al menos un dominio similar a los de las inmunoglobulinas.

Estdn codificados por genes localizados en la regidén LRC (Leukocyte Receptor Cluster) en la
region cromosémica 19q13.4 y se expresan en células NK y diversas subpoblaciones de
linfocitos T (ilustracion 9). Esta regidn se extiende a lo largo de 1 Mb y en ella se localiza
una familia de 16 genes que a su vez ocupan cerca de 150 Kb. De estos receptores, los
mejor conocidos son los KIR [83, 84].

40



INTRODUCCION

== DAP1Z
=50 DAP1D

o poyEfa-ay

3
[y
Jovrd
Bkt
R
[
B SIGLEC
sy
[y
P
kg
[y

1FeGRT

-
=

I

&

[ R
LAR

llustracion 9. Mapa del complejo LRC. Adaptado a partir de Trowsdale y col. [85].

La regién donde se encuentran localizados estos genes ha presentado contracciones y
expansiones a lo largo de la evolucién del genoma. El estudio de la coevolucién KIR-HLA es
importante debido a que se trata de genes poco conservados y de rapida evolucion que se
traduce en variabilidad [86]. Existe evidencia de que el sistema KIR es exclusivo de los
primates, aunque se sabe que sistemas con funciones muy parecidas se han desarrollado
en otros linajes de mamiferos como, por ejemplo, en los ratones [86].

El analisis de la herencia y estructura gendmica de los genes KIR es complejo dado que se
segregan en haplotipos conformados por presencia o ausencia de genes, que codifican para
moléculas con propiedades inhibidoras o activadoras, y que al mismo tiempo presentan
polimorfismos que se asocian con su especificidad y la frecuencia y densidad de expresion
dependientes de dosis génica [65, 82]. Como consecuencia, existe una probabilidad baja de
que dos individuos no genéticamente relacionados, seleccionados al azar, tengan el mismo
genotipo de receptores KIR.

Segun el nimero de dominios de tipo Ig extracelulares presentes en la molécula del
receptor, a la sigla KIR, se afiaden los sufijos 2D y 3D. La letra L (long) o S (short) se afiade
segun que la cola citoplasmdtica de estas moléculas sea larga o corta respectivamente
(ilustracion 10). Estos receptores pueden ser de tipo inhibidor (generalmente asociados a
colas citoplasmaticas largas) o de tipo activador (generalmente asociados a colas
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citoplasmaticas cortas). En este ultimo caso estos receptores se asocian con la molécula
DAP-12 que trasmite sefales de activacién [83, 84].

KIRs LIR.
KIR3DL e
NH2
kRips  CRZDL . L
NH2 NH2 (C | (¢ |
C'L w2l (=21 (g
1 L |
Sosbego000bossed
COOH ) :
{_COOH\ COOH %\ cooH

llustracion 10. Principales receptores pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas: KIR. Adaptado a partir de
M. Lépez-Botet y col. [72]

La distribucion de estos receptores en las células NK no es homogénea y cada clon NK
puede expresar uno o varios tipos de estos receptores. Se aprecian claras diferencias en la
expresidon de cada receptor cuando se estudian distintos individuos, y hay indicios de que el
repertorio de estos receptores esta regulado durante el desarrollo por factores genéticos,
incluyendo presumiblemente la influencia del propio HLA [86]. A estos receptores se les ha
dado la denominacién de CD158 seguido de una letra (entre a y k) segun el tipo de
receptor.

Los KIR son proteinas de membrana altamente especializados en el reconocimiento de
moléculas HLA de clase |, y de las distintas combinaciones de receptores KIR y ligandos HLA
se derivan distintos fenotipos, importantes en la resistencia o susceptibilidad a
enfermedades infecciosas, inflamatorias y neoplasicas [64, 65, 67, 68, 81, 82, 88].

Los receptores KIR también pueden encontrarse expresados en linfocitos T af y v§, y
parecen ser caracteristicos de células T CD8+ de memoria y pueden modificar la respuesta
a antigenos [81,88]. La expresion de KIR inhibidores por linfocitos T durante una respuesta
de activacién puede ayudar a células T citotdxicas para enfocar su actividad sobre células
infectadas. Las células T que adquieren receptores KIR activadores pueden ser
perjudiciales, y lisar células sanas, si no se expresa el inhibidor adecuado. De manera
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opuesta, aquellos linajes que expresan KIR inhibidores de la accion citotoxica pueden no
ser efectivos para lisar células blanco.

Mecanismo de accion de los KIR. Vias de senalizacion intracelular.

Los KIR acttan a través de un mecanismo de citotoxicidad independiente de anticuerpo.

En condiciones fisioldgicas normales, las células NK estan programadas para matar y
requieren sefiales inhibitorias de células normales para prevenir ataques no deseados. Los
ligandos de KIR con mayor afinidad son moléculas HLA de clase |, en particular la region
al/a2 [89] y por orden de importancia las moléculas HLA-C, HLA-B y HLA-A [81]. La accidn
inhibidora ejercida por los receptores inhibidores después de reconocer a su ligando (HLA
clase 1) en las células diana tiene gran importancia fisioldgica, pues previene la destruccién
de las célula normales del huésped. La mayoria de las células del organismo expresan
moléculas de HLA de clase |, y es precisamente cuando una célula deja de expresar
moléculas de histocompatibilidad (por infecciones o transformaciones tumorales), cuando
puede ser destruida por las células NK al no ser frenada su actividad por no actuar los
receptores de tipo inhibidor [83]. Por tanto, la funcién de las células NK esta controlada por
el reconocimiento especifico de moléculas HLA de clase |, de modo que la pérdida
patoldgica de las mismas confiere susceptibilidad a la actividad NK [67-70].

Las células NK pueden expresar distintas combinaciones de estos receptores, cuyo
repertorio varia entre diferentes individuos. Se acepta que durante su proceso de
maduracion la célula NK adquiere aleatoriamente al menos un receptor inhibidor para
moléculas HLA propias, cuya accién prevalece en condiciones basales sobre los receptores
activadores, contribuyendo a preservar la tolerancia frente a células autdlogas normales.
La influencia de las sefales inhibidoras queda circunscrita al area de contacto intercelular, y
la respuesta final de la célula dependera de la intensidad relativa a la de las sefiales
activadoras [75, 76].

El mecanismo de accién de los receptores activadores e inhibidores es el siguiente: un
receptor innato activador reconoce un antigeno en la superficie de la célula diana mientras
que otro receptor innato (KIR) de la célula NK reconoce el HLA de clase |; éste es un
receptor inhibidor por lo que si hay HLA de clase | predomina la sefial inhibitoria y la célula
no es lisada (ilustracion 11).
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CELULA INFECTADA RECONOCIBLE POR LINFOCITOS Te CELULA INFECTADA RECONOCIBLE POR LINFOCITOS NK CELULA INFECTADA RECONOCIELE POR
PERQ NO POR NK PERO NO POR Tc INMUNOGLOBULINAS A TRAVES DE Fc-CD16

L

~S

LINFOCITO Te CELULA NK CELULA NK
CELULA LISADA CELULA LISADA CELULA LISADA

llustracion 11. Los linfocitos NK lisan de manera innata células infectadas que han perdido la expresion HLA-ly que
no pueden ser lisadas por los linfocitos Tc. Ambos respetaran a las células no infectadas bien porque no las
reconocen (Tc) bien por inhibicién (NK). A) Lisis mediada por Tc y HLA-I. La célula NK no actua al estar inhibida por el
reconocimiento del HLA-I por el KIR. B) Pérdida de las moléculas de HLA-I: se pierde la capacidad de citotoxicidad por
Tc pero se produce la lisis por la célula NK gracias a la pérdida de la seiial inhibitoria mediada por el receptor KIR y
predominio de la sefial activadora. C) Citotoxicidad NK a través de la sefial activadora de CD16.

Los receptores inhibidores se caracterizan por tener una cola citoplasmatica larga en la que
aparecen motivos ITIM (Inmunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) o de inhibicidn,
al contrario que los receptores activadores que contiene motivos ITAM, de activacion
(Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs). Cuando el receptor KIR se une a su
ligando (HLA-I), los ITIM traducen una seial de inhibicién (desfosforilaciéon de sustratos),
mediante la unién de los motivos ITIM a las tirosinfosfatasas SHP-1 y SHP-2, y asi producir
inhibicion de la citotoxicidad [81, 83, 84]. Cuando los receptores interaccionan con sus
ligandos, los residuos de tirosina de los motivos ITIM se fosforilan por quinasas de la familia
Src, propiciando que la fosfatasa SHP-1 se asocie al receptor [89-93]. Este fendmeno es un
elemento crucial en la transmisién de la sefial negativa. El ITIM N-terminal parece
necesario y suficiente para reclutar SHP-2, mientras que el ensamblaje de SHP-1 requiere
de ambos ITIM [81, 83, 84, 94].

Los KIR activadores (denominados KIR2DS y KIR3DS) carecen de motivos ITIM, pero tienen
un aminoacido cargado (Lys) en su regidon transmembrana a través del cual se asocian con
la molécula activadora DAP12 (DNAX activation protein 12), también miembro de la familia
de las inmunoglobulinas; esta molécula también conocida como KARAP (killer cell
activating receptor-associated protein) contiene dominios ITAM que transducen la seiial
activadora implicando a tirosinquinasas (ZAP70 y syk) [81, 83, 84]. El receptor activador
CD16 (mediador de la ADCC) también posee motivos ITAM.
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La accion inhibitoria que ejercen las moléculas HLA sobre las células portadoras de los
receptores KIR, estimula la tolerancia inmune cuando la expresién de HLA en la superficie
celular se mantiene en niveles adecuados. Sin embargo, en ciertas condiciones patoldgicas,
el nivel de expresion de moléculas HLA de clase | se ve alterado, como en aquellas
provocadas por infecciones virales o procesos de génesis de cancer, abatiendo la inhibicién
de las células NK via sefializacion por KIR [64]. La actividad resultante de dicha pérdida de
inhibicién es la citotoxicidad y la produccién de citocinas por parte de la célula NK. Este
concepto se denomina pérdida de identidad o missing-self [95, 96]. En resumen, el balance
entre sefiales activadoras e inhibitorias via estimulacién de moléculas KIR controla la
actividad efectora de este linaje celular [65].

Nomenclatura y estructura de los genes KIR.

La nomenclatura mds cominmente empleada para clasificar los productos de los genes KIR
deriva como ya hemos visto de su estructura proteica (2D o 3D) y las caracteristicas de la
cola intracitoplasmica (L o S). Se anade un ultimo digito que hace referencia a las
diferencias entre estructuras codificadas por diferentes genes [97].

Las moléculas KIR también han sido nombradas de acuerdo con la nomenclatura CD
(cluster de diferenciacién), como CD158a, CD158b, etc, basado en la proximidad del orden
centromérico o telomérico de los genes en el cromosoma 19. Esta nomenclatura CD no
refleja la estructura, funcién, expresidn o localizacion de las moléculas [84].

Los 16 genes que codifican los receptores KIR poseen regiones promotoras independientes
localizadas hasta 500 pares de bases (pb) antes del primer codén de trascripcion. La
estructura basica de dichos genes comprende un arreglo bdsico que consiste en una
secuencia de sefial codificada por los dos primeros exones, un dominio tipo
inmunoglobulina (DO, D1 y D2, siempre comenzando por N-terminal) correspondiente a
cada uno de los exones siguientes (3 al 5), las regiones de unién y transmembrana se
encuentran cada una en un exdén (6 y 7, respectivamente) y por ultimo la regidn
intracitopldsmica en dos exones finales [84]. En esa regién se han identificado dos
pseudogenes KIR (2DP o 3DP), el gen 2DP1, el cual comparte alta similitud en su secuencia
con los genes KIR de dos dominios, y 3DP1 que es similar a la estructura del 3DL3 en ciertas
porciones del gen; se piensa que dichos pseudogenes son parte de genes KIR ancestrales.

Dada la cercania entre los distintos genes KIR, por lo general segregan en haplotipos con
alto desequilibrio de ligamiento que sugiere la presencia de asociaciones semiconservadas.

Tradicionalmente se distinguen dos grupos de haplotipos: el grupo A (que contiene
principalmente genes de inhibicion) y el grupo B (con mayor nimero de genes activadores),
lo cual genera diversidad de asociaciones de presencia-ausencia de genes y de
polimorfismos entre los presentes en cada genotipo. Cabe resaltar que la regiéon se

45



INTRODUCCION

encuentra regulada por ciertas sefales gendmicas que aseguran recombinacion de genes

homdlogos entre haplotipos; asi, la regién donde se encuentra el complejo génico estd
flanqueada por genes conservados (3DL3 y 3DL2 en las regiones centromérica y telomérica
del transecto, respectivamente, asi como 3DP1 y 2DL4 en los limites de la region de
recombinacidn reciproca), cuya posicion y permanencia en los haplotipos es practicamente
universal [84, 88].

Por lo que respecta a su especificidad, los receptores KIR2D mejor caracterizados
reconocen alelos de HLA-C. El receptor KIR3DL1 reconoce alelos de HLA-B que presentan el
determinante Bw4 en los residuos 77-83 del dominio al [98, 99]. Por otra parte el receptor
KIR3DL2 se ha implicado en el reconocimiento de los alelos HLA-A3 [100, 101]. Los péptidos
unidos a la molécula HLA de clase | influyen en la interaccion con los receptores KIR2D y
KIR3D [102-104].

En la siguiente tabla (tabla 6) se resumen la nomenclatura, estructura, funcion y ligandos
de los productos proteicos del sistema KIR.

Tabla 6. Receptores de la familia KIR. A: encontrado en haplotipos A y B; B: encontrado en haplotipos B tinicamente; C:
gen conservado en la mayoria de los haplotipos.

NOMBRE HAPLOTIPO FUNCION LIGANDO SENALIZACION
ALTERNATIVO

KIR2DL1 CD158a p58.1 A INHIBICION HLA-C2 ITIM
KIR2DL2 CD158b p58.2 B INHIBICION HLA-C1 ITIM
KIR2DL3 CD158b p58.2 A INHIBICION HLA-C1 ITIM
KIR2DL5 Ninguno B INHIBICION Desconocido ITIM
KIR3DL1 p70 A INHIBICION HLA-Bw4 ITIM
KIR3DL2 P140 C INHIBICION HLA-A ITIM
KIR3DL3 Ninguno C INHIBICION Desconocido ITIM
KIR2DS1 CD158a p50.1 B ACTIVACION HLA-C2 (Cw4) DAP12
KIR2DS2 CD158b p50.2 B ACTIVACION HLA-C1 DAP12
KIR2DS3 Ninguno B ACTIVACION Desconocido DAP12
KIR2DS4 PAX p50.3 A ACTIVACION HLA-C2 (Cw4) DAP12
KIR2DS5 Ninguno B ACTIVACION Desconocido DAP12
KIR2DL4 Ninguno C ACTIVACION HLA-G1 Desconocido
KIR3DS1 Ninguno B ACTIVACION Desconocido DAP12

46



INTRODUCCION

Genotipos KIR y enfermedad.

Una caracteristica importante de los genes KIR es la falta de conservacion entre diferentes
especies y su rdpida evolucién [105]. El genotipo homocigoto AA se encuentra en
aproximadamente el 56% de la poblacidn japonesa mientras que, en individuos aborigenes
de Australia se encuentra en 15%. Aunque esas frecuencias podrian considerarse en el
contexto de las frecuencias de los ligandos HLA de clase |, estas diferencias sugieren que
diferentes poblaciones pueden tener sistemas de regulacion de la actividad de células NK
con propiedades funcionales particulares.

Si la evolucién de los genes KIR ha estado determinada por la presencia de ciertos
patégenos, es de esperar que parte de su diversidad correlacionara con la resistencia o
susceptibilidad a ciertas enfermedades infecciosas. En este contexto, diversos estudios han
demostrado la presencia de combinaciones especificas entre los genes KIR y sus ligandos
HLA que parecen influir el curso clinico de diferentes enfermedades. A pesar que los datos
genotipicos sugieren asociacion con diversas enfermedades, para otras muchas no existe
evidencia funcional de relevancia de la actividad NK en su patogenia.

Por un lado, los haplotipos homocigotos AA tienen tendencia a tener respuestas atenuadas
mientras que los haplotipos homocigotos BB tienen tendencia a tener respuestas
exhacerbadas, ya que en los primeros existe un predominio de genes KIR inhibidores
mientras que los segundos tienen un repertorio de activadores mas amplio. Los genotipos
que contienen menos receptores inhibidores pueden aparecer como tendentes a una
mayor activacion, ya que pocas clonas de células NK podrian estar bajo el control de los
receptores inhibidores.

Se han propuesto modelos de combinaciones especificas KIR-HLA que determinan la
tendencia activadora o inhibidora de las células NK y que, ademas, determinan la
susceptibilidad o resistencia o modifican el curso clinico de ciertas patologias [67, 106,
107]. Asi, se han documentado asociaciones interesantes entre el KIR3DS1 y un subgrupo
de alelos HLA que tienen el epitopo compartido Bw4 con la progresion lenta de la infeccion
por VIH [108]. En el caso de infeccién por virus de hepatitis C, se ha descrito que la
homocigocia para HLA-C del grupo 1y la presencia de KIR2DL3 se asocia con la eliminacién
espontdnea de la infeccidn. Las combinaciones de ciertos genotipos KIR-HLA también se
han asociado con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes. Como ejemplo esta la
combinacion KIR2DS1 y/o KIR2DS2 adicional a la homocigocia de un grupo de HLA-C que
favorece la susceptibilidad a artritis psoriatica [109]. De manera similar, la combinacién de
KIR2DS2 con HLA-C1, en ausencia de HLA-C2 y Bw4 determina la susceptibilidad a diabetes
tipo 1 en poblacién caucasica [110].
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En los ultimos afos se ha hecho énfasis en la importancia de los genotipos KIR en la

supervivencia de los injertos en el trasplante de dérganos. Aunque hay diferencias
significativas en los resultados de los genotipos KIR como marcadores de la supervivencia
de los injertos, se ha demostrado que la incidencia de enfermedad de injerto contra
huésped es mayor en receptores que reciben médula ésea de donantes HLA-idénticos,
pero que muestran diferencias en el genotipo KIR. Adicionalmente, se ha encontrado una
correlacién entre menor supervivencia y diferencias en los genes KIR3DL1 o KIR3DS1 en
trasplante de progenitores hematopoyéticos entre individuos HLA-idénticos [111, 112]. Por
otro lado, la presencia de KIR3DL1 y su ligando Bw4 se asocia con menor mortalidad y la
presencia de KIR2DS3 como protector para el desarrollo de enfermedad de injerto contra
huésped [113]. Asi pues existe controversia en relacion con las combinaciones especificas
entre genes KIR y HLA que determinan la susceptibilidad o resistencia a diferentes tipos de
enfermedades infecciosas, inflamatorias y tumorales.

Genotipos KIR y trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Estudios recientes han demostrado que las células NK influyen en el resultado del
trasplante de progenitores hematopoyético haploidéntico de forma importante, con
resultado favorable cuando las células NK son aloreactivas en direccién donante-
receptor, en base a la teoria de pérdida de identidad o missing self [111, 114-116].

El 100% de los individuos poseen receptores KIR2DL2 y/o KIR2DL3 especificos para
HLA-C1, por tanto los individuos que tengan alelos HLA-C1, poseeran células NK
aloreactivas contra individuos que no expresen los alelos HLA-C1. De igual forma entre
el 85% y el 99% (segun poblaciones) de los individuos poseen el receptor KIR2DL1 para
HLA-C2. Si estos individuos poseen alelos HLA-C2 en su tipaje HLA, tendrdn células NK
aloreactivas contra células de otro individuo que no expresen alelos de HLA-C2.
Finalmente, aproximadamente el 90% de los individuos poseen receptores KIR3DL1
para alelos HLA-Bw4; en éstos, los que tengan alelos HLA-Bw4 en su sistema HLA
tendran células NK aloreactivas contra células de otro individuos que no expresen alelos
HLA-Bw4 [97, 98, 111, 114-116]. Aprovechando estas caracteristicas de aloreactividad
NK en direccidon donante-receptor, esta aloreactividad ha demostrado ser un factor crucial
en el resultado del trasplante haploidéntico [111, 114-116]. Se reduce el riesgo de recaida
leucémica, no causa enfermedad injerto contra huésped e incide marcadamente en la
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en diversas series [116].

Ademas se produce una proteccion contra infecciones mediada por receptores KIR de tipo
activador. Estos receptores podrian aumentar la secrecion de citoquinas de las células NK 'y
producir citotoxicidad contra las células infectadas por un patégeno en el contexto del
modelo missing self [108, 117].
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Como conclusién, hoy dia el tipaje KIR es indispensable para seleccionar el mejor donante

HLA compatible y el trasplante haploidéntico se ha convertido en una opcidon viable en
pacientes con leucemia candidatos a trasplante.

2. Receptores tipo Lectina C.

Estos receptores tienen como caracteristica comun dominios de tipo lectina y son por tanto
proteinas sin relacién evolutiva con la familia de las inmunoglobulinas. Todos estos
receptores son glicoproteinas de membrana de tipo |, pertenecen a la superfamilia de las
lectinas de tipo C y se expresan en la membrana como homodimeros unidos por puentes
disulfuro [118-120].

Los genes que codifican estos receptores estdn agrupados en una region del cromosoma
12p13.1 denominada NKC (NK Complex). Existen varios receptores de esta familia y al igual
gue con los KIR, existen receptores activadores e inhibidores.

Receptores CD94-NKG2: el receptor activador NKG2D y las moléculas MIC.

El sistema CD94-NKG2 constituye otro tipo de receptores de células NK de tipo inhibidor
implicados en el reconocimiento del HLA, y mas concretamente del HLA-E.

Estos receptores son heterodimeros formados por dos cadenas polipeptidicas unidas
covalentemente: una cadena comun (CD94) unida por un puente disulfuro a otra proteina
de la familia NKG2 [118-120]. Ambas pertenecientes a la familia de las lectinas tipo C.
Mientras que CD94 estd codificado por un gen unico, esencialmente monomérfico [121],
hay tres genes que pueden codificar las proteinas de la familia NKG2: NKG2A, NKG2C vy
NKG2E [122, 123]. El procesamiento alternativo de los genes NKG2A y NKG2E da lugar a las
proteinas NKG2A o B y NKG2E o H, respectivamente.

Los receptores NKG2 difieren entre si en la estructura de las regiones extracelular y
citoplasmatica [122-124]. CD94 posee una region citoplasmatica muy corta, carece
aparentemente de capacidad para transducir sefiales [121]. Su funcién primordial parece
ser la de permitir el ensamblaje y transporte de los receptores NKG2 a la superficie celular
[118].

El heterodimero CD94-NKG2A es el mejor conocido y tiene una funcién inhibitoria, al igual
que CD94-NKG2B mientras que CD94-NKG2C, CD94-NKG2E y CD94-NKG2H tienen
funciones activadoras (tabla 7).

Al igual que los KIR, los receptores inhibidores tienen colas citoplasmaticas con motivos
ITIM y los receptores activadores se ayudan de una tercera proteina (DAP12) que contiene
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motivos ITAM. CD94/NKG2A se asocia a tirosinfosfatasas (como SHP-1) a través de los
motivos ITIM de la subunidad NKG2A [125, 126]. Por el contrario, la asociacion de CD94 a
NKG2C, homdlogo a NKG2A pero carente de motivos ITIM, constituye un receptor
activador capaz de unirse a la molécula adaptadora DAP12 [127, 128], que tiene motivos
ITAM en su region citoplasmadtica y que transmite sefiales activadoras, implicando a otras
tirosinquinasas (ilustracion 12).

Los clones NK expresan CD94/NKG2A o CD94/NKG2C, aunque hay indicios en los que la
misma subpoblacién de células NK puede presentar ambos tipos de receptores [129]. El
ligando para CD94/NKG2A, CD94/NKG2B y CD94/NKG2C es HLA [130-133] mientras que se
desconocen los ligandos para NKG2E y NKG2H.

Tabla 7. Receptores CD94/NKG2.

RECEPTOR GEN FUNCION LIGANDO ‘
NKG2A NKG2A INHIBIDORA HLA-E
NKG2B NKG2A INHIBIDORA HLA-E
NKG2C NKG2C ACTIVADORA HLA-C
NKG2E NKG2E ACTIVADORA 2
NKG2H NKG2E ACTIVADORA 2

HLA-E HLA-E
NKG2A NKG2C
CD94 CD94
SHP-1
ITIM ITAM
DAP-12

llustracién 12. Estructura de los receptores CD94/NKG2.

Otra lectina de tipo C denominada NKG2D es un receptor claramente diferenciado y no
pertenece estrictamente a la familia NKG2. Los receptores NKG2D se expresan en células
NK y en subpoblaciones de linfocitos T, y estdn implicados en el reconocimiento de
moléculas HLA de clase | [83, 136]. NKG2D no forma dimeros con CD94 [122-124] y es un
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receptor activador que, como casi todos los receptores activadores, se una a una proteina
adaptadora (DAP 10) que transduce la sefal de activacién al interior celular [134]. El
ligando de NKG2D son las proteinas MIC (MHC Class | Chain-related), parientes lejanos de
las moléculas HLA. Las moléculas MIC estdn codificadas por genes situados dentro del
complejo HLA y aunque la homologia de las secuencias aminoacidicas entre MIC y HLA es
pobre, la estructura tridimensional de ambos tipos de moléculas es parecida. MIC se
expresa fundamentalmente en situaciones de estrés celular en células epiteliales [134, 135]
(por ejemplo altas temperaturas) y de esta manera la célula diana llama la atencién de las
células NK que pueden activarse a través de NKG2D (ilustracién 13).

VIRUS

ESTRES CELULAR

llustracién 13. En situaciones de estrés o de ciertas infecciones viricas, las células diana inducen la expresiéon MIC
para “llamar la atencion” de las células NK que se activan y las lisan.

3. Otros receptores inhibidores en leucocitos.

Otros miembros de receptores, igualmente pertenecientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, son los denominados ILT (Immunoglobulin Like Transcripts) o LIR
(Leukocyte Ig-like Receptors). También reconocen moléculas HLA de clase |,
fundamentalmente moléculas HLA-G (tabla 8). A estos receptores se le ha dado la
denominacion de CD85 seguido de una letra para definir el tipo de receptor.

Los genes ILT se localizan en la misma region del cromosoma 19q13.4 que los genes KIR
(ilustracidn 9). A diferencia de los KIR, los receptores ILT/LIR no son especificos de células
NK y linfocitos T, sino que tienen una extensa distribucidon y se expresan en otros linajes
hematopoyéticos, predominantemente en células del sistema mononuclear-fagocitico
[137] y también en los linfocitos B de sangre periférica [138] y en granulocitos.
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Tabla 8. Receptores leucocitarios de la familia ILT/LIR. Adaptado a partir de F. Navarro y M. Lépez-Botet [143].

Nombre
Alternativo

Region

Region
extracelular transmembrana

Ligandos

AcMo

Receptores inhibidores

ILT2

ILT4

ILT5
LIRS

ILT3

LIR1, MIRT,
CD85

LIRZ, MIR10

LIR3, HL9

LIRS, HM18§

4 dominios de

tipo Ig

4 dominios de
tipo Ig

4 dominios de
tipo Ig

4 dominios de
tipo Ig

2 dominios de
tipo Ig

41TIM

3 ITIM

41TIM
2 ITIM

JITIM

HLA-A, By
Gl
HLA-A, By

-G1
7

?

?

HP-F1,

GHI/T5,

VMP55,
28C8, 40H2
42D1, 27Ds,
28C8, 40H2

TH5, 40H2

ZM3.8, ZM4

Receptores activadores

ILT1
ILT7
LIRGa

ILTS

LIR7

4 dominios de se asocia a FcRy

tipo Ig

4 dominios de se asociaa FeRy

tipo Ig

4 dominios de se asocia a FeRy

tipo Ig

4 dominios de se asociaa FeRy

tipo Ig

Receptores solitbles

ILT6

LIR4, HM31,
HM43

4 dominios de
tipo Ig

Existen otros receptores inhibidores de membrana, con motivos ITIM citoplasmaticos, cuyo
nimero ha ido aumentando en los ultimos afios y pueden ejercer una funcién inhibidora en
el sistema inmunitario; ademas de los KIR, ILT/LIR y NKG2A, se incluyen en este grupo
moléculas tales como: FcgRIIB, PIR-B, LAIRs, SIRP-a, CD72, gp49B1, PD-1, Ly49, CD66, CD22
y MAFA (tabla 9) [143].

La mayor parte de estos receptores se expresan en células de origen hematopoyético,
aunqgue SIRP-a se expresa ademas en otros tejidos. FcgRIIB, ILTs/LIRs, PIR-B y LAIRs tienen
un patrén de distribucion amplio, mientras que los KIRs, Ly49, NKG2A, CD22, gp49B1,
CD72, PD-1, CD66 y MAFA tienen una distribucién mas restringida [143].
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Tabla 9. Receptores leucocitarios con funcion inhibidora. Adaptado a partir de F. Navarro y M.

Fosfatasa
Receptor Especie Expresian Ligando unida
Superfamilia de las Inmunoglobulinas
Basofilos, IgG SHIP
FeyRIIB Humano, mastocitos,
raton monocitos,
macrofagos y
células B
KIR Humano Células NK y HLA de clase [ SHP-1
subpoblacién SHP-2
de linfos T
SIRPa Humano, Células CD47 SHP-1
ratdn, hematopoyéticas SHP-2
rata y no hematopoyéticas
LAIR-1 Humano Monocitos y 7 ?
linfocitos
ILT/LIR Humano Células mieloides HLA de clase [ SHE-1
y linfoides y otros sin
caracterizar
PIR-B Ratén Células mieloides ? SHP-1
SHP-2
gp49E1 Ratén Mastocitos y ? ?
células NK
CD22 Humano, Células B a. sidlico SHP-1
raton
PD-1 Humano, Células mieloides ? ?
raton y linfocitos
activados
CD66a Humano Neutrofilos 7 SHP-1
Superfamilia de las lectinas de tipo C
Ly49 Ratén Células NK y H-2Z clase [ SHP-1
subpoblacién de SHP-2
linfos T
MAFA Humano, Mastocitos, ? ?
ratan bascfilos y
células NK
NKG2A/B Humano Células NK y
subpoblacién de HLA-E SHP-1
linfos T SHP-2
CD72 Humano, Células B ? SHP-1
raton

La mayoria de los genes que codifican para los receptores de tipo inmunoglobulina con
motivos ITIM se localizan en el cromosoma 19 humano (19913.1-19q13,4) [139, 140],
mientras que algunos de los genes que codifican para los receptores de tipo lectina se

localizan en el complejo génico NK, en el cromosoma 12 humano [141, 143]. La naturaleza

de los ligandos reconocidos por estos receptores inhibidores esta definida sélo en algunos

casos. Por otra parte el mecanismo de transduccién de sefiales es andlogo en todos ellos;

cuando se produce la unidn del receptor a su ligando las tirosinas de los motivos ITIM son
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fosforiladas, supuestamente por tirosinquinasas de la familia Src, y asi se asocian con

fosfatasas como SHP-1, SHP-2 o SHIP [142] que estdn implicadas en la accidn represora.

Una caracteristica general de estas familias de receptores es que incluyen otros miembros
con funcidn activadora. Tal es el caso de FcgRIIB y FcgRIIIA, KIR; PIR-A y PIR-B, ILT; SIRP-a y
SIRP-b, Ly49A y Ly49D/H, NKG2A y NKG2C.

Algunos pares de receptores inhibidores y activadores comparten incluso el mismo ligando
y, en todos los casos, la afinidad del receptor inhibidor es superior. Ademads, un mismo tipo
de leucocito puede expresar varios de estos receptores inhibidores. Las células NK
presentan KIRs, ILT2 y CD94/NKG2A; los mastocitos expresan FcgRIIB, MAFA, gp49B1 y PIR-
B; en las células B se detectan FcgRIIB, CD72, PIR-B, ILT2 y CD22 [143]. Asi pues, la
coexpresion de varios receptores confiere a la célula mecanismos alternativos y
complementarios para controlar el proceso de activacién celular en respuesta a diferentes
ligandos.
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3. LOS LINFOCITOS Y SU PAPEL EN EL RESULTADO
DEL TRASPLANTE AUTOLOGO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

El trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH) obtenidos de sangre
periférica mejora la supervivencia en pacientes seleccionados con determinadas
hemopatias malignas como el mieloma multiple, linfomas no Hodgkin quimiosensibles en
recaida y linfoma de Hodgkin en recaida o refractario [144].

A pesar de este beneficio en la supervivencia, las recaidas post-trasplante oscilan entre el
40-70%. Clasicamente, el beneficio se ha atribuido a las altas dosis de quimioradioterapiay,
el alto porcentaje de recaidas, a la incapacidad de las altas dosis de quimioterapia de
erradicar la enfermedad minima residual [144].

En contraste, el porcentaje de recaidas en el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos es mucho menor que en el autdlogo; este hecho se atribuye al efecto
“injerto contra tumor” que posee el injerto alogénico [144].

Revisaremos a continuacion el papel de los linfocitos sobre el resultado del TAPH desde
diversos puntos de vista:

-Revisando la importancia, muchas veces minusvalorada, del recuento de linfocitos al
diagnostico.

-Contenido y composicién de linfocitos del injerto.

-La recuperacioén linfocitaria precoz y tardia.
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3.1 PAPEL DE LA RECUPERACION LINFOCITARIA PRECOZ
SOBRE LA SUPERVIVENCIA. ESTUDIO DEL EFECTO “INJERTO
CONTRA TUMOR” DEL INJERTO AUTOLOGO.

A finales de la década de los 90, diversos trabajos sugirieron que los pacientes sometidos a
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos que tenian una recuperacién
linfocitaria (RL) precoz tras el mismo conseguian una supervivencia mas prolongada
[145,146]. Este hecho se aceptd como una obviedad en el contexto del trasplante
alogénico y esta relacionado con el efecto “injerto contra tumor”; los pacientes con una RL
precoz tenian un efecto “injerto contra tumor” mayor (las recaidas eran menores) y, en
contraposicién, desarrollaban enfermedad injerto contra huésped [145,146].

Posteriormente, en los primeros afios de la década de los 2000, este hallazgo se estudio
mas ampliamente en pacientes sometidos a TAPH y se comprobd, en distintas hemopatias
malignas, que en los pacientes con una recuperacion linfocitaria precoz la supervivencia
era mayor en términos de supervivencia libre de eventos (SLE) (progresion/recaida) y
supervivencia global (SG). Ademas, ha demostrado ser una variable prondstica
independiente en diversos trabajos [147-151]. Este hallazgo ha dado pie a considerar en
dichos trabajos un posible efecto inmune beneficioso sobre el tumor dependiente del
injerto autdlogo. Sin embargo no estan claros los factores celulares dependientes del
injerto responsables de dicho fendmeno.

El autor que mas ha estudiado el efecto de la reconstitucidon linfoide precoz sobre el
resultado del TAPH ha sido L.F. Porrata (Division de Hematologia, Clinica Mayo; Rochester,
MN, USA), quien en 2001 establecia por primera vez la correlacién entre la RL precoz y los
resultados clinicos en pacientes sometidos a TAPH [147].

En la mayoria de los trabajos se define la RL precoz como el tener un recuento absoluto de
linfocitos (RAL) en el dia 15 post-TAPH igual o superior de 0,5x10°/L, que es el punto de
corte que normalmente corresponde con la mediana de RL. De esta forma se pueden
comparar en términos de supervivencia ambos grupos de pacientes. La mayoria de los
trabajos ofrecen resultados estadisticamente significativos tanto en términos de SG como
de SLE (estimacion Kaplan-Meier y andlisis univariantes), favorables a los pacientes que
tienen una RL precoz tras el TAPH, demostrando ademas en los andlisis multivariantes que
la RL precoz es un factor prondstico independiente de otros factores prondsticos clasicos.
En la tabla 10 se exponen los resultados de los trabajos publicados en este campo.
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Tabla 10. Principales publicaciones que demuestran impacto en la supervivencia de la RL precoz.

Mieloma 126 0,5x109/L 33vs 12 <0,0001 16vs8 <0,0001
multiple
LNH 104 0,5x109/L No alcanzada vs 6 <0,0001 No alcanzadavs 4 <0,0001

Porrata LF et al. Early lymphocyte recovery predicts superior survival after autologous hematopoietic stem cell transplantation in
multiple myeloma or non-Hodgkin lymphoma. Blood; 2001; 98:579-85. [147].

LH 82 0,5x109/ L No alcanzada vs 42 <0,0001 57vs15 0,002

Porrata LF et al. Early lymphocyte recovery post-autologous haematopoietic stem cell transplantation is associated with better
survival in Hodgkin's disease. Br Journal Haematol 2002; 117:629-33. [151].

LMA 45 0,5x109/ L No alcanzada vs 10 <0,0009 105vs9 0,008

Porrata LF et al. Early lymphocyte recovery is a predictive factor for prolonged survival after autologous hematopoietic stem cell
transplantation for acute myelogenous leukemia. Leukemia 2002; 16: 1311-1318. [158]. (LMA: leucemia mieloblastica aguda).

LNH y LH* 90 0,667x109/ L No alcanzada en 0,27 No alcanzada vs 16 0,02
ambos grupos

Gordan LN et al. Correlation of early lymphocyte recovery and progression-free survival after autologous stem-cell transplant in
patients with Hodgkin's and non-Hodgkin's Lymphoma. Bone Marrow Transplant 2003; 31:1009-13. [159].

Mieloma 59 1x109/L 37,26 vs 23,19 0,0156 18,72 vs 9,11 0,0243
multiple

Kim H et al. Early lymphocyte recovery predicts longer survival after autologous peripheral blood stem cell transplantation in
multiple myeloma. Bone Marrow Transplant 2006; 37:1037-42. [161].

Amiloidosis 145 0,5x109/ L No alcanzada vs 53 <0,003 No alcanzada vs 27 <0,0001
sistémica

Porrata LF et al. Early lymphocyte recovery predicts superior survival after autologous hematopoietic stem cell transplantation
for patients with primary systemic amyloidosis. Clin Cancer Res 2005; 11: 1210-1218. [162].

,5X inética recup. <0, inética recup. <0,
LNH 274 0,5 109/L Cinéti 0,0001 Cinéti 0,0001
Linfocitaria rapida Linfocitaria rapida

Yoong Y et al. The effect of absolute lymphocyte count recovery kinetics on survival after autologous stem cell transplantation
for non-Hodgkin's lymphoma. Leuk Lymphoma. 2005 Sep;46(9)1287-94. [163].

LNH manto 42 0,5x109/ L No alcanzada vs 30 0,01 No alcanzada vs 16 0,0006

Joao C et al.Early lymphocyte recovery after autologous stem cell transplantation predicts superior survival in mantle-cell
lymphoma. Bone Marrow Transplant. 2006 May;37(9):865-71. [164].

Linfomas T 33 1x109/L No alcanzada vs 7 0,0119 No alcanzadavs 4,5 0,0117
(RAL-25)

Kim H et al. Lymphocyte recovery as a positive predictor of prolonged survival after autologous peripheral blood stem cell
transplantation in T-cell non-Hodgkin's lymphoma. Bone Marrow Transplant. 2004 Jul;34(1):43-9.[165].

LNH 50 0,5x109/ L No alcanzada vs 5,4 <0,0001 Noalcanzadavs3,3 <0,0001

Porrata LF et al. Early lymphocyte recovery predicts superior survival after autologous stem cell transplantation in non-Hodgkin
lymphoma: a prospective study. Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Jul;14(7):807-16. [166].

Cancer de 29 0,5x109/L No alcanzada vs 14 <0,0001 Noalcanzadavs3,3 <0,0001
mama

Porrata LF et al. Prolonged survival associated with early lymphocyte recovery after autologus hematopoietic stem cell
transplantation for patients with metastatic breast cancer. Bone Marrow Transplant. 2001, 28:865-871. [148].

* En este caso no se obtiene una ventaja significativa de la SG (si la SLE), pero si una clara tendencia a una mejor supervivencia.
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Diversos trabajos con menor numero de pacientes estudiados han demostrado el papel

beneficioso de la RL precoz post-trasplante en pacientes con LH [167], otros sindromes
linfoproliferativos [168,169], en pacientes con cancer de mama [170], con cdncer de ovario
[171] y diversos tumores sélidos [172]. Como podemos comprobar se ha demostrado el
efecto beneficioso de la RL precoz post-TAPH no sélo en diversas hemopatias malignas sino
también en tumores sélidos, sindromes linfoproliferativos y amiloidosis sistémica [162].

Ademas, la RL precoz se ha estudiado en diversos modelos multivariantes. Los resultados
se reproducen en los diversos trabajos publicados. La RL precoz se comporta como el factor
prondstico independiente de mayor impacto sobre la SG y la SLE, en comparacién con otros
factores prondsticos cldsicos descritos, como B,-microglobulina, index-labelling de las
células plasmaticas, respuesta previa al tratamiento, infiltracion de células plasmaticas al
diagnéstico, etc. en el caso del mieloma multiple [147, 152, 153, 161]; de la misma manera
ha demostrado ser el Unico factor prondstico independiente para los pacientes con LNH en
comparacion con los factores prondsticos clasicos como LDH, estadio, performance status,
indice prondstico Internacional (IPl) [154, 163, 164, 165, 183], junto con el status de la
enfermedad pre-TAPH (remision completa vs. Remisién parcial) [164, 165].

En el caso de la LMA, el andlisis multivariante mostrd la RL precoz como el Unico factor
pronostico independiente para la SG y la SLE en los pacientes con leucemia aguda
sometidos a TAPH, siendo superior a otros factores prondsticos estudiados como la
presencia de citogenética de riesgo intermedio o desfavorable o la situacidon de respuesta
completa (RC) tras el TAPH [158]. Igualmente, en el caso del cancer de mama metastasico,
la RL precoz se comportd como el Unico factor prondstico independiente para la SG y la SLE
junto con el numero de sitios metastasicos presentes [148]. Idénticos resultados se
obtienen para el LH donde el andlisis multivariante nuevamente demuestra que la RL
precoz es el Unico factor prondstico significativo detectado para la SG [151].

La posible explicacion de la ventaja en la supervivencia de los pacientes que tienen una RL
precoz es que la reconstitucién inmune precoz podria tener un efecto protector contra la
progresion de la enfermedad, esto es, se demostraria un efecto “injerto contra tumor” en
el TAPH, andlogo al que se produce en el trasplante alogénico en el cual el responsable de
de dicho efecto es el sistema inmune del donante capaz de erradicar la enfermedad
minima residual del huésped [147].

Este estudio demuestra la importancia de la reconstitucion inmune precoz tras el TAPH,
con mejores resultados en términos de supervivencia en los pacientes con RL precoz y es el
primer trabajo que describe la asociacion entre la RL precoz post-TAPH vy la supervivencia
prolongada [147].

A pesar de la unanimidad de los resultados obtenidos en cuanto a la importancia
prondstica de la RL precoz en el TAPH, el origen de los linfocitos reconstituidos post-
trasplante no esta estudiado, pero se postulan tres hipétesis [147]:
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1. Stem cell progenitoras contenidas en el injerto y que se diferencian a linfocitos maduros.

2. Linfocitos maduros contenidos en el injerto, que han sido recolectados previamente y
son reinfundidos.

3. Linfocitos del huésped que sobreviven al régimen de acondicionamiento.

Porrata et al. no encuentran correlacidon entre la RL precoz y la cantidad de células CD34
infundidas, por lo que postulan que el origen de estos linfocitos podria deberse a los
linfocitos presentes en el injerto o a linfocitos del huésped que han sobrevivido al
acondicionamiento [147, 158]. Tampoco se identifica correlacién entre RL con otras
variables (aparte de la cantidad de CD34) como la cantidad de CMN infundidas y el
recuento de neutrdfilos en el dia 15 post-trasplante [148], ni con el régimen de
acondicionamiento administrado, la fuente de progenitores utilizada o el injerto plaquetar
en el dia 15 post-trasplante [151].

Estos datos sugieren la posibilidad de que la reconstitucion linfocitaria provenga de otras
fuentes que no son las células progenitoras trasplantadas, tales como linfocitos del
huésped que sobreviven al régimen de acondicionamiento o linfocitos maduros presentes
en el autoinjerto y que son infundidos.

Sin embargo, Gordan et al [159], obtienen resultados contradictorios. Tanto en el analisis
de supervivencia (tabla 10) como en el andlisis multivariante (tabla 11), el grupo con RL
precoz se asocio significativamente con una SLE mejor pero no con una mejor SG. Ademas
obtuvieron como factores predictores independientes para SLE y para SG la cantidad de
células CD34+ infundidas (> 4x10°/Kg) y el haber recibido > 3 lineas de tratamiento previas
al TAPH.

Tabla 11. Andlisis multivariante: influencia de RL precoz, las cifras de células CD34 infundidas y de
las lineas de tratamiento previas al TAPH sobre la SLP y la SG. Adaptado de Gordan el al [159].

SLP SG
RL en el dia 15 (> 0,667 vs <0,667x10°/L) 0,014 0,49
CD34+ INFUNDIDAS (>4 vs <4x10°/Kg) 0,049 0,0025
Ne LINEAS PRE-TAPH 0,0011 0,0025

La influencia de la RL precoz sobre la supervivencia, si bien en la mayoria de los trabajos es
independiente de la cantidad de células CD34 infundidas, es éste resulta ser dependiente.
Este hecho hace plantearse a los autores que si bien los pacientes con una RL precoz tienen
significativamente mejor supervivencia libre de progresion (SLP), también tienen mayor
cantidad de células CD34 infundidas y la ventaja en la supervivencia podria ser
dependiente de éstas células en vez de los linfocitos. Ciertamente, el uso de dosis altas de
CD34 reduce el tiempo de injerto de los neutrdéfilos y ademas, segun estos resultados, es
esencial para una rapida recuperacidon inmune. Se reproduce la asociacion entre la RL
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precoz y la supervivencia, pero en este caso, el recuento de linfocitos post-TAPH y por

tanto, la recuperacion inmune post-TAPH, dependeria de la dosis de células CD34 infundida
[159].

De este trabajo se deduce que es esencial una alta concentracion de células CD34
infundidas para una rapida reconstitucion inmune y mejor resultados del trasplante y se
establece la hipdtesis de que la RL precoz depende de la cantidad de células progenitoras
presentes en el injerto, es decir, los linfocitos post-trasplante provienen de las células
progenitoras infundidas y no de los linfocitos maduros presentes en el autoinjerto.

Corroborando esta hipdtesis existen datos que demuestran mejores resultados después
del trasplante singénico utilizando > 3x10® CMIN/Kg [160]. Ademas, la infusién de dosis
altas de células CD34+ después del TAPH se asocia con una reconstitucién hematopoyética
mas corta, menor requerimiento transfusional de plaquetas y mejor calidad de vida.

Como se expuso previamente, una explicacién posible de la supervivencia mas favorable
que ofrece una RL precoz es la proteccidn contra la progresion de la enfermedad residual
existente tras el TAPH mediada por una reconstituciéon inmune temprana. La reconstitucion
inmune completa cuantitativa y cualitativa de linfocitos T y B ocurre meses incluso afios
tras el TAPH. Sin embargo, las células NK muestran una recuperacion normal a las dos
semanas post-TAPH. Las células NK poseen una importante actividad antitumoral en el
linfoma de Hodgkin [157] por lo que podrian ser el componente celular responsable del
beneficio en la supervivencia en la RL precoz [151].

La limitacion de todos estos trabajos es su caracter retrospectivo y la imposibilidad de
analizar las subpoblaciones de linfocitos implicadas.

Recientemente una publicacidon con disefio prospectivo [166] estudia en 50 pacientes con
LNH (ver tabla 10) el papel de la RL precoz. El estudio demostrd una mejor supervivencia en
los pacientes con RL precoz y ademas se identificaron las células NK (CD16+/56+/CD3-)
como las Unicas que se relacionaron con la mejor supervivencia de estos pacientes. Los
pacientes con un recuento de células NK > 80/uL tenian mejor SLE y SG en comparacion
con el grupo de pacientes con un recuento menor (p<0,0001 para ambos tipos de
supervivencias). El andlisis multivariante reveld que las células NK eran un factor prondstico
independiente predictor de supervivencia para estos pacientes. Este es el primer estudio
qgue confirma de forma prospectiva el papel de la RL precoz como factor pronostico e
identifica las células NK como probable subtipo de linfocitos implicados en el beneficio
sobre la supervivencia derivado de la reconstitucidn inmune precoz [166].

Sin embargo, aunque el beneficio de la RL precoz se ha demostrado ampliamente en la
mayoria de los trabajos publicados, existen algunos que no han conseguido demostrar
beneficio sobre la supervivencia (ver tabla 12).
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Tabla 12. Publicaciones que no demuestran impacto en la supervivencia de la RL precoz.

ENFERMEDAD PACIENTES PUNTO DE CORTE SG (p) SLE (p)
(RAL-15)
LH 143 0,6x10°/L No estudiada 0,5
1,1x10°/L (RAL-90) No estudiada 0,5

Seshadri T et al. The relationship between absolute lymphocyte count with PFS in patients with Hodgkin’s lymphoma
undergoing autologous hematopoietic cell transplant. Bone Marrow Transplant. 2008;42:29-34.[173].
LNH bajo grado 109 0,5x10°/L 0,88 0,35

LNH Int-alto grado 147 0,5x109/ L 0,97 0,20

D Tiwari et al. Prognostic significance of early lymphocyte recovery after post-autografting administration of GM-CSF
in non-Hodgkin’s lymphoma. Bone Marrow Transplant. 2007 Oct;40(7):671-5.[174]
Cancer de mama 41 0,5x109/L 0,6249 0,6249

Schrama JG et al.Prolonged survival associated with early lymphocyte recovery after autologous hematopoietic stem
cell transplantation for patients with metastatic breast cancer. Bone Marrow Transplant. 2003;31:141-142.[156].

En este trabajo tampoco se demuestra correlacidén entre el recuento de linfocitos en el dia
15 con la cantidad de células CD34 infundidas o con el dato de injerto de neutrdfilos e
injerto plaquetar [173]. Una explicacion de la pérdida del beneficio de la RL precoz podria
deberse al uso de factores estimulantes de colonias tipo GM-CSF (Granulocyte macrophage
colony-stimulating factor) o G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) post-TAPH. El
uso de G-CSF produce una alta regeneracion de linfocitos CD8+ y CD56+ en comparacion
con GM-CSF y podria alterar la capacidad inmune de los linfocitos regenerados
tempranamente [174].

En resumen, en la mayoria de las publicaciones se demuestra que la reconstitucion
linfocitaria precoz después del TAPH es un factor pronéstico sélido e independiente para la
supervivencia en pacientes con diversas enfermedades como linfoma no Hodgkin, linfoma
de Hodgkin, mieloma multiple, cdncer de mama metastasico, leucemia mieloide aguda y
amiloidosis sistémica primaria. Sin embargo hay trabajos con resultados contradictorios y
no parece estar clara la causa de esta contradiccion. Tampoco parecen estar claros los
factores asociados a una reconstitucion linfocitaria mas rdpida y dada la naturaleza
retrospectiva de todos los trabajos resefiados, tampoco se ha podido investigar el papel
gue desempenan las subpoblaciones linfocitarias del injerto en la reconstitucién inmune.

Por tanto, en el contexto del TAPH, la supervivencia global y la supervivencia libre de
progresidon parecen estar asociadas con la recuperacion del sistema inmune autélogo vy la
capacidad de éste de eliminar las células tumorales residuales post-trasplante. Aun hoy dia,
este hecho no es universalmente aceptado dado que existen resultados contradictorios.
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3.2 PAPEL DE LOS LINFOCITOS DEL AUTOINJERTO SOBRE LA
SUPERVIVENCIA POST-TRASPLANTE.

Los factores que se asocian a una mejor RL mas temprana no estdn bien identificados y se
necesita aclarar si ésta depende de la cantidad de linfocitos infundida, de linfocitos
residuales en el huésped que han resistido al régimen de acondicionamiento o
directamente de la cantidad de progenitores infundida.

A este respecto, la mayoria de las conclusiones establecidas apoyan la hipdtesis de que la
RL precoz es independiente de la dosis de CD34 infundida [148, 158], aunque hay
resultados contradictorios [147, 150]. No obstante, parece ldgico pensar que depende mas
de la composiciéon del injerto (ya sea de linfocitos maduros o de progenitores linfopoyéticos
presentes en el autoinjerto) que de linfocitos residuales supervivientes en el huésped.

Existen estudios que identifican una relacion directa entre la cantidad de linfocitos
infundidos vy la RL precoz y demuestran que la cantidad de linfocitos infundida tiene pues
un fuerte impacto sobre la supervivencia tras el TAPH [175, 176].

De forma retrospectiva Porrata et al demostraron que los pacientes que tuvieron una RL
precoz (dia 15 con > 0,5x10° linfocitos/L) recibieron cantidades mayores de linfocitos, con
una media de 680x10%/Kg en los pacientes con LNH [175] y de 640x10°/Kg con mieloma
multiple [176], en comparacién con los pacientes que no alcanzaron una RL precoz que
recibieron dosis de linfocitos significativamente menores (media de 340x10°/Kg, p<0,0001),
(grafico 3).
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Grafico 3. Representacion grafica de la cantidad de linfocitos infundidos en dos grupos de pacientes: uno con RL precoz
(dia 15 con > 0,5x10° linfocitos/L) y el otro con una RL tardia (dia 15 con < 0,5x10° linfocitos/L). La linea horizontal en
cada “box” representa la media de linfocitos infundidos. Las lineas inferiores y superiores de cada “box” representan
los percentiles 25 y 75, respectivamente. Las lineas exteriores de los “box” representan valores que exceden estos
limites. Adaptado a partir de Porrata et al [175].
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Tanto en pacientes con LNH [175] como con mieloma multiple [176] se observa una fuerte

correlacién lineal y positiva entre el recuento de linfocitos en el dia 15 post-trasplante y la
cantidad de linfocitos presentes en el autoinjerto y por tanto infundidos (grafico 4).

r=0.71, P< 0.0001

LINFOCITOS EN EL DiA 15 (x19°/1) ‘

0 0.5 1 1.5 2

LINFOCITOS INFUNDIDOS (X19°/L)

Grafico 4. Diagrama de correlacion segin estimacion de Spearman entre la cantidad de linfocitos en el dia 15 y la
cantidad de linfocitos infundida. Se observa una fuerte correlacion (Rho de Spearman=0,71, p<0,0001). Adaptado a
partir de Porrata et al [175].

Si la RL depende pues de la cantidad de linfocitos infundida, es légico pensar que deberia
afectar a la supervivencia. Efectivamente, el analisis de SG y SLE demuestra claras
diferencias en ambas curvas de supervivencia en funcidn de la dosis de linfocitos infundida
a favor de los pacientes que reciben mayor cantidad de linfocitos [175, 176]. En la tabla 13
se muestran los datos de supervivencia en funcion de la cantidad de linfocitos infundidos
(3500x106/Kg 'S <500x106/Kg) en la que se observa que, los pacientes que reciben una
cantidad > 500x10° linfocitos/Kg tienen una SGy SLE mejor que los que reciben menos.

Tabla 13. Estudios que demuestran el impacto de la cantidad de linfocitos infundidos en la supervivencia.

ENFERMEDAD PACIENTES PUNTO DE CORTE SG media SLE media

(linfocitos infundidos) (meses) (meses)

LNH 190 500x10°/Kg 76 vs 17 <0,0001 49 vs 10 <0,0001

Porrata LF et al. fused peripheral blood autograft absolute lymphocyte count correlates with day 15 absolute lymphocyte
count and clinical outcome after autologous peripheral hematopoietic stem cell transplantation in non-Hodgkin's
lymphoma. Bone Marrow Transplant 2004; 33:291-8. [175].

Mieloma 267 500x106/Kg 58 vs 30 0,0002 22vs 15 0,0001
multiple

Porrata LF et al. The dose of infused lymphocytes in the autograft directly correlates with clinical outcome after
autologous peripheral blood hematopoietic stem cell transplantation in multiple myeloma. Leukemia 2004; 18:1085-92.
[176]
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Mas aun, el analisis multivariante demostré que una cifra de linfocitos en el injerto

2500x106 /Kg fue el Unico factor prondstico independiente para SG y para SLE (p<0,0001 y
p<0,0001, respectivamente) en comparacién con otros factores prondsticos como LDH,
numero de sitios extranodales afectados y performance status para los pacientes con LNH
[165]. También para los pacientes con mieloma multiple [176], (p<0,027 y p<0,0001,
respectivamente para SG y SLE). Otros factores prondsticos independientes obtenidos
fueron la citogenética, el index labeling de las células plasmaticas y la proteina C reactiva.

La importante correlacion existente entre el recuento de linfocitos y la cantidad de
linfocitos infundidos apoya la hipotesis de que la RL precoz depende directamente de la
dosis de linfocitos infundida. Ambas variables son factores prondsticos independientes, sin
embargo, desafortunadamente, no se incluye la RL precoz en el andlisis multivariante en
estos dos estudios, por lo que se desconoce su valor prondstico real.

El hecho de que la cantidad de linfocitos infundida tiene un fuerte impacto en el resultado
del TAPH, ha llevado a investigar qué factores podian influir en la recoleccidn linfocitaria, es
decir, como afectaba el tipo de movilizacion empleada y el procedimiento de aféresis en la
cantidad de linfocitos recolectados.

A este respecto se realizd un trabajo [177] en el que se postulaba si el mecanismo de
aféresis podria afectar a la recoleccion linfocitaria. Para ello se estudié una cohorte de 127
pacientes con linfoma no Hodgkin que recibieron un TAPH y que fueron recolectados con
diferentes equipos de aféresis (COBE Spectra, Baxter Amicus y Fenwal CS3000 plus). Todos
los pacientes estaban en remision competa o parcial previamente a la recoleccién y no
hubo diferencias entre los diferentes grupos de estudio en las caracteristicas basales de los
pacientes, el esquema de movilizacion realizado (G-CSF sin quimioterapia), o en el volumen
de sangre procesado. Tampoco, hubo asociacién entre las caracteristicas basales de los
pacientes, el esquema de movilizacidn realizado (G-CSF sin quimioterapia), ni el volumen
de sangre procesado. No se encontrd asociacion entre las caracteristicas basales de los
pacientes o sus factores prondsticos con la RL precoz ni con la cantidad de linfocitos
recolectada. Las aféresis se realizaron cuando los CD34 eran > 10/uL hasta recolectar un
minimo de 2x10° CD34/Kg. Todo esto hacia sugerir que el principal factor que afecta a la
cantidad de linfocitos recolectada ocurriria durante el mismo proceso de recoleccidn. En el
analisis efectuado se identificé que los pacientes recolectados con COBE Spectra tenian
mayor cantidad de linfocitos comparados con los otros sistemas (Baxter Amicus y CS3000
plus). No hubo diferencias entre los tres instrumentos en cuanto a la cantidad de CD34
recolectadas, ni en el recuento de linfocitos existente previo a la recoleccidn, ni en el
recuento de linfocitos previo a la movilizacion (tabla 14).
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Tabla 14. Comparacion de las recolecciones obtenidas entre diferentes instrumentos de aféresis. Adaptado a partir de
Katipamula et al [177].

COBE Spectra BAXTER Amicus Fenwal CS3000 plus p

Cantidad Iinfocitos(x109/Kg) 0,52 0,37 0,41 <0,05
Cantidad CD34 (x10°/Kg) 4,01 4,79 4,12 0,244
Ratio Linfocitos/CD34 0,52 0,37 0,41 <0,05
Linfocitos pre-aféresis (x109/ L) 4,3 4,1 4,46 0,858
Linfocitos pre-movilizacion (x109/ L) 1,3 1,3 1,45 0,422

El andlisis de supervivencia mostrdé una ventaja significativa en términos de SG y de SLP en
los pacientes recolectados con COBE Spectra con respecto a los otros sistemas al igual que
lo fue que la RL precoz en el dia 15 (grafico 5):
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Grafico 5. Estimacion Kaplan-Meier de SG (izquierda) y SLP (derecha) de pacientes sometidos a TAPH recolectados con
COBE Spectra, Baxter Amicus, y Fenwall CS3000 Plus. La media de SG y SLP no fue alcanzada para COBE Spectra. Para
Baxter Amicus la media de SG tampoco fue alcanzada y para SLP fue de 14 meses. Para Fenwall CS3000 la media de SG
fue de 32 meses y para SLP fue de 21 meses. El %SG a los 3 aiios fue de 84, 54 y 39%, respectivamente y de SLP de 74,
47 y 34%, respectivamente (p<0,0286 y 0,03, respectivamente). Adaptado a partir de Katipamula et al [177].

Sin embargo, no se obtienen diferencias significativas en cuanto a supervivencia, al
comparar las curvas de SG de los pacientes en los que se recolecté zO,leO9 linfocitos/Kg
(grafico 6):
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Grafico 6. Estimacidon Kaplan-Meier de SG comparando los tres sistemas de recoleccion en pacientes en los que se
obtuvo un producto con > 0,5x10° linfocitos/Kg (p=0,01434). Adaptado a partir de Katipamula et al [177].
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En el analisis univariante, la cantidad de linfocitos recolectados, el estadio de la

enfermedad y el instrumento de aféresis resultaron significativos para SG y para SLE. En el
analisis multivariante, solamente resulté significativo la cantidad de linfocitos recolectados
para la SG (p<0,0092) y SLP (p<0,0156), lo que indica que fue el Unico factor predictivo
independiente para la SG y SLE y que la diferencia entre los métodos de recoleccion
utilizados se debe a la diferente capacidad de cada uno de los equipos para recolectar mas
o menos cantidad de linfocitos [177].

Al igual que en el estudio anterior, se observé una fuerte correlacion positiva entre la
cantidad de linfocitos recolectados y el recuento absoluto de linfocitos en el dia 15.

Hay que destacar que este estudio es el Unico que demuestra una fuerte asociacion entre
el instrumento de aféresis y los resultados en términos de supervivencia, en relacién a los
pardmetros: cantidad de linfocitos recolectados e infundidos y RL en el dia 15, es decir,
cuanta mayor recoleccidon de linfocitos, mas fuerte es el impacto positivo sobre la
supervivencia [177].

Estas diferencias en cuanto a los equipos de aféresis utilizados podrian ser explicadas por el
hecho de que COBE Spectra estd disenada para recolectar una amplia banda de células
mononucleares mientras que BAXTER Amicus y Fenwal CS3000 recolectan menor
contenido de CMN con las mismas células CD34. De hecho, el ratio de linfocitos
recolectados/CD34 es significativamente mayor en la cohorte de COBE Spectra con
respecto a los otros dos métodos [177].

Sin embargo, estos resultados entran en contradiccidn con los descritos en la publicacién
de Kim et al [161] en la que la RL precoz en el dia 23, definida como un recuento absoluto
de linfocitos > 1x10°/L, era un factor prondstico independiente para SG y SLE, pero no tenia
correlacién con la cantidad de linfocitos infundidos, lo que llevd a los autores a sugerir que
factores distintos a la cantidad de linfocitos maduros presentes en el autoinjerto eran los
responsables de la reconstitucion linfocitaria temprana post-trasplante.
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3.3 PAPEL DEL RECUENTO SANGUINEO DE LINFOCITOS PRE-
AFERESIS SOBRE LA SUPERVIVENCIA POST-TRASPLANTE.

Hasta ahora se han expuesto datos que apoyan la hipdtesis de que tanto la cantidad de
linfocitos infundidos como la RL precoz tienen un fuerte impacto en la SG y en la SLP. Si
como parece ser la RL precoz depende directamente de la dosis de linfocitos infundida,
cabria pensar que cuanto mayor sea el recuento absoluto de linfocitos en sangre periférica
en el momento de realizar la aféresis, mayor sera la cantidad de linfocitos recolectados y
podria influir directamente sobre la supervivencia.

En otro trabajo, referido anteriormente, Porrata et al. se plantearon que factores podian
estar relacionados con el rendimiento en la recoleccién linfocitaria en pacientes con
mieloma multiple y, por tanto, podian influir en el contenido de linfocitos del autoinjerto
[176].

Del andlisis multivariante llevado a cabo para aclarar este respecto, solamente las cifras de
linfocitos pre-aféresis en sangre periférica se asociaron significativamente a una
recoleccién mds abundante de linfocitos en dichos pacientes, mostrando una correlaciéon
fuerte lineal y positiva (grafico 7).

LINFOCITOS PRE-AFERESIS

Grafico 7. Diagrama de correlacién entre los linfocitos pre-aféresis y la cantidad de linfocitos recolectados. Se observa
una fuerte correlacion positiva (Rho de Spearman=0,70, p=0,0001). Adaptado a partir de Porrata et al [176].

Basandose en estos resultados, se evaluaron diferentes puntos de corte de cifras
sanguineas de linfocitos preaféresis que predijeran una mayor tasa de recoleccién
linfocitaria, identificandose el valor de 0,5x10° linfocitos/L como el umbral predictor de una
recoleccién de > 0,5x10° linfocitos/Kg.
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No se encontraron asociaciones entre las distintas caracteristicas basales de los pacientes o

los factores prondsticos con la cantidad de linfocitos pre-aféresis. No obstante, si se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre la media de la cantidad de
linfocitos pre-aféresis en pacientes movilizados con factor sélo (GM-CSF) y los pacientes
movilizados con quimioterapia (ciclofosfamida) mas factor (0,77x10°/L vs 0,28x10°/L). Estos
datos sugieren que el régimen de movilizacién podria influir en el rendimiento de la
recoleccidn linfocitaria.

Existen dos apuntes aislados en la literatura al respecto. La primera referencia es el trabajo
comentado en el apartado anterior [175] donde se analizan 190 pacientes diagnosticados
de linfoma no Hodgkin que reciben un TAPH. La principal conclusidn es que se obtiene una
fuerte correlacion entre la RL en el dia 15 y la cantidad de linfocitos presentes en el
autoinjerto; sin embargo no se encuentra ninguna asociacidon entre las caracteristicas
basales de de los pacientes y la cantidad de linfocitos recolectada (tabla 15):

Tabla 15. Correlacion entre la cantidad de linfocitos del injerto (A) y la cantidad de linfocitos pre-aféresis
(B) con las caracteristicas basales de los pacientes y diversos factores prondsticos. Sélo existe asociacién
entre la cantidad de linfocitos presentes en el injerto con el RAL preaféresis. Adaptado a partir de
Porrata et al [175].

CARACTERISTICAS BASALES/FACTORES PRONOSTICOS A B
CD34 INFUNDIDOS 0.80 -
SITUACION CLINICA PRE-TRASPLANTE 0,44 0,24
RC PRE-TRASPLANTE 0,35 0,15
HISTOLOGIA 0,45 0,30
IPI AL TRASPLANTE:
-Edad (>60 vs <60) 0,73 0,30
-Afectacion extranodal (>2 vs <2) 0,54 0,64
-LDH (normal vs aumentada para edad/sexo)s 0,19 0,48
-“Performance status” (>2 vs <2) 0,33 0,09
-Estadio (1/11 vs 111/1V) 0,98 0,88
NeLiNEAS PRE-TRASPLANTE 0,21 0,13
SEXO 0,45 0,93
LINFOCITOS PRE-MOVILIZACION 0,70 0,44
LINFOCITOS PRE-AFERESIS <0,0001 =
LINFOCITOS INJERTO - <0,0001

Hay que destacar que en este trabajo el Unico factor asociado a una mejor recoleccion
linfocitaria fue el recuento absoluto de linfocitos existente en el momento previo a la
recoleccién. Tampoco influyeron las caracteristicas basales de los pacientes y los factores
prondsticos sobre el recuento absoluto de linfocitos existente en el momento de la
aféresis.
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Por tanto, parece como si unos niveles mas elevados de linfocitos en sangre periférica en el
momento de la aféresis permitieran obtener una cantidad mayor de linfocitos en el injerto,
lo que tiene un fuerte impacto positivo en la supervivencia post-trasplante. El régimen de
movilizacion no fue analizado en este estudio pues todos los pacientes recibieron el mismo
régimen de movilizacién (G-CSF), aunque datos preliminares parecen demostrar que los
pacientes con mieloma multiple movilizados con quimioterapia mas factor (G-CSF o GM-
CSF) [176] obtienen peor recoleccién linfocitaria comparados con los pacientes de este
estudio, y con linfoma no Hodgkin, que recibieron sélo G-CSF [175].

En un estudio reciente [173], citado previamente, en el que se analizaron 143 pacientes
con linfoma de Hodgkin y en el que no se encontrd asociacion entre la RL precoz en el dia
15 y tardia (dia 90) y la SLP, sin embargo, si se encontré que el recuento de linfocitos pre-
aféresis resultd ser predictor de mejor SLP. Esto fue asi cuando se dicotomizaron dos
grupos en funcién de la media del recuento absoluto de linfocitos presente en el momento
de iniciar la recoleccion (> 1,2x10°/L vs < 1,2x10°%/L, p=0,073) lo que parecia conferir algln
papel al sistema inmunitario en el control de la enfermedad.

En este sentido, se han estudiado los factores que pueden influir en la optimizacién de la
recoleccidn linfocitaria, como el tiempo transcurrido desde la administracidon del ultimo
ciclo de quimioterapia y la recoleccion, demostrandose una fuerte correlacién entre éste
con la cantidad de linfocitos recolectados, estableciéndose el punto de corte de > 55 dias
como el momento o6ptimo en el que normalmente se deberia haber alcanzado la
recuperaciéon inmune tras el Ultimo ciclo de quimioterapia (grafico 8), [178].
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Grafico 8. Correlacion entre el intervalo (dias) entre el ultimo ciclo de quimioterapia (ordenadas) y el nimero de
linfocitos en el momento de iniciar a aféresis (abscisas). Se observa una fuerte correlacion positiva (Rho de Spearman
0,067; p<0,0001). Adaptado a partir de Holtan et al [178].

En dicho trabajo, todos los pacientes fueron movilizados con G-CSF y no se llevaron a cabo
procedimientos de seleccidn celular. Ademas se estudio la asociacién con la supervivencia
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obteniéndose mejores resultados en términos de SLP y de SG en los pacientes en los que se
produjo la recoleccion a partir de los 55 dias del ultimo ciclo de quimioterapia (tabla 16).

Tabla 16. Estimacidon Kaplan-Meier para la SG y SLP en funcion del tiempo transcurrido entre el ultimo ciclo de
gquimioterapia y el momento de iniciar la aféresis. La media de SG no se alcanzé para el grupo de > 55 dias y fue de
21 meses para el grupo de < 55 dias. La SG a los 5 afios fue del 64% y 39%, respectivamente (p<0,0008). La media de
SLP fue de 76 meses para el grupo de > 55 dias y de 9 meses para el grupo de < 55 dias. La SG a los 5 aiios fue del
52% y 31%, respectivamente (p<0,0025). Adaptado a partir de Holtan et al [178].

Tiempo desde SG (meses) P SLP (meses) P
ultimo ciclo (Kaplan-Meier) (Kaplan-Meier)
> 55 dias Media no alcanzada <0,0008 76 meses <0,0025
<55 dias 21 meses 9 meses

El andlisis multivariante demostré que el tiempo transcurrido entre el ultimo ciclo de
quimioterapia y el momento de la aféresis fue un factor prondstico independiente
predictor de SG y SLP [178].

Estos datos apoyan la hipdtesis de que el estado inmunoldgico del paciente en el momento
de realizar la aféresis es importante y tiene implicaciones en la supervivencia tras el TAPH.

El mejor momento para realizar el TAPH, atendiendo el estado de la enfermedad, es con el
paciente con enfermedad minima residual o en remisidn completa, sin embargo, hasta
ahora no se ha estudiado el mejor momento de realizar la aféresis atendiendo la situacién
inmunoldgica del paciente.
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3.4 PAPEL DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES DEL
INJERTO SOBRE LA SUPERVIVENCIA POST-TRASPLANTE.

Parece obvio que si la RL precoz es un factor prondstico importante para la SLE y la SG vy si
ésta depende de la cantidad de linfocitos infundidos, el siguiente paso sea estudiar los
subtipos de linfocitos del que depende este efecto beneficioso.

La explicacion mas aceptada para esta ventaja en la supervivencia es que la reconstitucion
inmune temprana puede tener un efecto protector contra la enfermedad minima residual
tras el TAPH. Este serfa un efecto andlogo al efecto “graft versus host” del aloinjerto en
pacientes sometidos a alo-TPH vy al efecto “lymphocyte vesus host” en los paciente que
reciben infusidn de linfocitos del donante, efecto sobradamente demostrado y en el que el
sistema inmune del donante es considerado como el responsable de la erradicacion de la
enfermedad.

La limitacion de los estudios previamente analizados es su caracter retrospectivo y por
tanto la incapacidad de determinar que subtipos de linfocitos podrian haber estado
implicados en la recuperacién linfocitaria precoz en al TAPH vy, con ello, su relacién con el
resultado clinico del trasplante y la supervivencia.

3.4.1 RELACION DE LAS CIFRAS DE CELULAS PROGENITORAS CD34+
INFUNDIDAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA (potenciales progenitores
linfopoyéticos existentes en el autoinjerto).

La mayoria de las trabajos resefiados [147, 148, 151, 158], no han encontrado relaciéon
entre las cifras de células CD34 infundidas y la RL precoz, por lo que parece evidente que
son necesarios mas estudios para tratar de determinar el impacto real del recuento y
calidad de los progenitores hematopoyéticos CD34+ infundidos sobre la recuperacién
linfoide.

Multiples trabajos [180-182] han demostrado un injerto rapido y una répida recuperacion
hematoldgica con dosis altas de progenitores CD34+, siendo claramente dependiente del
numero y tipo de progenitores CD34 infundidos. El incremento de la dosis de CD34,
disminuye el tiempo de injerto de los neutrdfilos y plaquetas, reduce los requerimientos

71



INTRODUCCION

transfusionales de plaquetas, aunque parece no influir sobre la RL precoz [147, 148, 151,
158].

Los analisis multivariantes realizados para determinar los factores predictivos de la
recuperacién hematoldgica tras el TAPH han concluido que la dosis de células CD34+
trasplantadas es un factor predictor altamente significativo de una rapida recuperacién
hematoldgica y disminuye las complicaciones y la toxicidad del procedimiento [180-182].
Sin embargo, otras variables, incluyendo el diagndstico de base, el régimen de
acondicionamiento y las complicaciones peritrasplante parecen alterar el efecto de la dosis
de CD34 sobre la recuperacién hematolégica.

Asi, Weaver et al [180] observaron que aumentando la dosis de CD34 por encima de
2,5x106/Kg, el tiempo medio para alcanzar una cifra de neutréfilos por encima de O,5x109/L
disminuia drasticamente. Mas aun, utilizando la estimacién Kaplan-Meier, el nimero de
dias requerido por el 95% de los pacientes para alcanzar dicho recuento de neutrdfilos
disminuia llamativamente, al igual que lo hacian los dias libres de transfusién de plaquetas
(> 20x10°/L) cuando la dosis de de CD34 se incrementaba por encima de 5 a 10x10%/Kg.
Desafortunadamente, en estos trabajos sélo se estudid la recuperacion hematolégica en
términos de injerto de neutréfilos y de plaquetas, sin prestar atencién a la RL.

En este sentido sdlo el trabajo de Gordan et al. [159] ha encontrado que la RL precoz es un
factor prondstico independiente para la SLE pero la cantidad de células CD34 infundidas
tenia mas potencia estadistica y era también un factor prondstico independiente tanto
para la SLP como para la SG, sugiriendo que las RL precoz dependia de la cantidad de
progenitores CD34 infundidos. Sin embargo, Rutella et al. [183], estudiaron la
reconstitucion inmune durante los 4 primeros meses post-trasplante en dos cohortes:
pacientes con seleccion positiva CD34 y pacientes sin manipulacion del producto. En el
grupo con seleccién positiva se produjo una RL mas lenta, lo que va en contra de esta
hipétesis, ya que el numero de células CD34 infundidas fue igual en ambos grupos.

En otros trabajos [46, 184-186] en los que se analizan las cifras de progenitores CD34
trasplantados, los datos obtenidos sugieren que los progenitores hematopoyéticos mas
indiferenciados (CD34+CD33-/CD34+CD133+) son los que estan implicados en una
recuperacién hematoldgica mas rapida, tanto en progenitores obtenidos de sangre
periférica como de médula désea, mientras que la dosis de células progenitoras mas
diferenciadas (CD34+CD33+/CD34+CD133-), no se correlaciona con una recuperacion
hematoldgica mas rapida. No obstante, la repercusion de estos progenitores mas
indiferenciados sobre la RL es actualmente un tema de debate.
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3.4.2 RELACION DEL CONTENIDO DE LINFOCITOS MADUROS DEL
INJERTO SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

Normalmente, la recuperacién de neutroéfilos y plaguetas se considera como el punto final
de la recuperacién hematoldgica después del TAPH, produciéndose normalmente durante
en el primer mes post-trasplante. Sin embargo la recuperacién inmunolégica, punto final
considerado de escasa importancia y poco estudiado, es un proceso lento y gradual que no
se completa sino meses o incluso afos después del TAPH [179, 187]. Esta lenta
recuperacién afecta sobre todo a los linfocitos B y T [187, 188], sin embargo, estudios
sobre la recuperacidon inmunolégica post-TAPH han demostrado que las células NK se
recuperan precozmente, en nimero absoluto en el primer mes después del TAPH [179,
187, 189]. De hecho, parece que las células NK alcanzan cifras absolutas y funcionalismo
normal a las dos semanas del TAPH [179, 190]. También se produce esta rapida
recuperacion de células NK en la fase de recuperacion hematoldgica en pacientes tras
trasplante alogénico [191] y en pacientes tras haber recibido quimioterapia [192].

Se sabe que tras el TAPH se producen diversas alteraciones inmunoldgicas que, en general,
son mas atenuadas cuando se utilizan progenitores procedentes de sangre periférica [188],
teniendo una recuperacion inmune mas acelerada del ratio CD4/CDS8, de la regeneracién
de NK, y de la actividad mitdtica T. Todo ello, probablemente sea el resultado de un mayor
contenido de linfocitos T del injerto de sangre periférica [179, 183, 188].

Cuando se analizan los resultados publicados sobre el efecto de las distintas
subpoblaciones linfocitarias en la reconstitucion inmune tras el TAPH podemos llegar a las
siguientes conclusiones:

1. Los recuentos y actividad funcional de monocitos y células NK se recuperan
rapidamente, normalmente dentro del primer mes post-trasplante, seguidas de los
linfocitos CD8, B y mas tardiamente los CD4 [179, 188].

2. Las subpoblaciones CD34 son diferentes en funcién de su origen: médula dsea, sangre
periférica o sangre de corddon. Aunque la concentracién en médula ésea es mayor, las
células CD34 procedentes de médula 6sea poseen una capacidad clonogénica inferior a las
procedentes de sangre periférica o sangre de corddn y por tanto la reconstitucion
hematopoyética es mas lenta. Ademads existe una mayor proporcién de progenitores
mieloides en sangre periférica y sangre de corddn que en médula ésea lo que contribuye
también a esta rdpida recuperacién [179, 189].

3. Los linfocitos B reaparecen sobre el dia +30 tras TAPH alcanzando cifras hemoperiféricas
normales después de los tres meses post-trasplante autélogo y alogénico en ausencia de
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enfermedad injerto contra huésped (EICH), pues se retrasa en presencia de EICH. Las cifras
de linfocitos B se recuperan mds tempranamente que las de los T, aunque su recuperacion
funcional es mas lenta, quizds debido a la necesaria colaboracion de las células T,
alargdndose el periodo de hipogammaglobulinemia [179, 188, 190].

4. La recuperacién de los linfocitos T también ocurre lentamente, generalmente en los 6
primeros meses post-trasplante, con un ratio CD4/CD8 marcadamente disminuido durante
un periodo largo. Los linfocitos T que aparecen post-trasplante son CD45RO" linfocitos T
maduros de memoria. Los linfocitos CD4+CD45RA+ (virgenes) permanecen disminuidos tras
el trasplante autdlogo y alogénico, aunque puede deberse a que la mayoria de los
pacientes estudiados son adultos y por tanto con timos atréficos. Los pacientes menores
de 18 afos poseen mayor cantidad de linfocitos CD4+CD45RA+ y menos tasas de
infecciones, sin embargo, tras el trasplante, las células CD4+CD45RO+ se recuperan
rapidamente, y con mayor rapidez en el autdlogo. Estas células inducen a los linfocitos B a
producir inmunoglobulinas y a los linfocitos T CD8+ a desarrollar su funcién citotdxica
[190].

5. Los linfocitos T CD8+ tanto CD45R0 como CD45RA, recuperan sus cifras normales dentro
del primer mes post-trasplante autélogo y de los tres primeros meses post-trasplante
alogénico. Esta recuperacion, como la de las células NK, es timo-independiente y se cree
gue son células regeneradas y no procedentes de linfocitos maduros infundidos [190, 195].

6. También existen diferencias funcionales en la recuperacién linfocitaria segun la fuente
de progenitores utilizada: existe una tendencia a la recuperacién mas rapida de los
linfocitos CD4, NK y linfocitos T inmaduros (CD45RA) usando sangre periférica y de los CDS,
linfocitos B y linfocitos memoria (CD45R0) usando médula dsea. La recuperacion mas
rapida de los linfocitos NK y T utilizando sangre periférica podria contribuir a obtener
mejores resultados clinicos [179, 188].

7. La manipulacién del producto puede afectar a la calidad de la reconstitucion linfocitaria
[183]:

-A pesar de que la recuperacién de las cifras normales de linfocitos se produce de
forma rapida y satisfactoria en todos los pacientes, los pacientes en los que el
injerto es sometido a seleccion positiva de CD34, presentan una recuperacién mas
lenta.

-Esta disminucién afecta globalmente a todas las subpoblaciones linfocitarias,
aunque los mas afectados son los linfocitos CD4, que permanecen muy disminuidos
durante los primeros meses post-trasplante. Las células CD8+ sufren una
recuperacién rapida en ambos grupos, mayor en los pacientes sin seleccion positiva,
produciendo una expansién supranormal lo que se traduce en una importante
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disminucion del cociente CD4/CD8; al cabo de 2 meses post-TAPH caen a niveles

normales y se normaliza el cociente CD4/CDS8.

-El uso de factores de crecimiento (G-CSF y GM-CSF) puede ayudar a aumentar el
injerto granulopoyético y linfopoyético, ambos factores pueden aumentar la
reconstitucidn inmune, en particular los linfocitos CD8 en el caso de G-CSF y de los
linfocitos CD4 en el de GM-CSF, sin afectar a los linfocitos B ni a los linfocitos NK.

Siguiendo la hipdtesis de Porrata et al, el hecho de que la reconstitucién linfoide en general
sea mejor en los pacientes en los que no se ha utilizado seleccién positiva, apoya la
hipotesis de que ésta depende directamente de los linfocitos maduros presentes en el
autoinjerto. Sin embargo, existen argumentos contradictorios que apuntan a que son
linfocitos regenerados tras el trasplante, como parece indicar el ratio CD45RA/CD45R0O
post-trasplante [190]. Ademds la reconstitucion linfocitaria T, en el adulto, al tener
suprimida la funciéon timica, se produciria fundamentalmente a partir de células
progenitoras T contenidas en el injerto. Como consecuencia, los adultos y adolescentes
receptores de trasplante de progenitores, son incapaces de regenerar células T CD4
virgenes (“naive” o CD45RA) lo que produce una severa inmunodeficiencia; sin embargo,
no habria diferencias en la reconstitucion de la inmunidad T CD8 y NK (independiente del
timo) [196, 197].

Desafortunadamente, existe tan sélo un trabajo realizado directamente sobre los subtipos
de linfocitos del injerto. En este trabajo [198] se estudian sélo 7 pacientes (3 con mieloma
multiple y 4 con linfoma no-Hodgkin); los pacientes con linfoma no Hodgkin fueron
movilizados con G-CSF a dosis de 10 pgr/Kg/dia durante 5-7 dias consecutivos y los
pacientes con mieloma multiple con ciclofosfamida 1,5 gr/m2 + G-CSF a dosis de 10
ugr/Kg/dia. Las aféresis se realizaron el dia 5 de factor, procesando de 10-20 litros/dia a 50-
60 ml/min. Los pacientes se sometieron diariamente a aféresis hasta conseguir > 2x10°
células CD34/Kg. Los resultados obtenidos se resumen en las tablas 17 y 18.

Tabla 17. RL precoz (dia 15 post-TAPH) y subpoblaciones linfocitarias del autoinjerto (células x 106/Kg). Adaptado a
partir de Porrata et al [198].

Paciente Diagndstico RL-15 CD3+ CD4+ CD8+ CD19+ CD16+/56+/3-
1 MM 415 143 110 33 0,91 49
2 MM 750 50,7 34,6 25,3 0,53 102,6
3 MM 480 79,3 48 21 0,18 26
4 LNH 175 14 3,4 6,6 0,7 8,4
5 LNH 560 190 47 137 16 53
6 LNH 600 277 67 213 0,18 49
7 LNH 620 218 176 47,7 1,65 164
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Tabla 18. Relacion entre el nimero absoluto de los diversos subtipos de linfocitos contenidos en el autoinjerto y la RL
precoz (dia 15 post-TAPH), (r=rho de Spearman). Adaptado a partir de Porrata et al [198].

Subtipos de linfocitos indice de correlacién (r)* P

CcD3 0,21 0,64
CD4 0,32 0,48
CD8 0,39 0,38
CcD19 0,14 0,76
CD16+/CD56+/CD3- 0,77 0,04

Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que la mayoria de los linfocitos recolectados son
linfocitos T y NK, lo que concuerda con los datos obtenidos por Verbik et al. en 1985 [199]
quien analizando inmunofenotipicamente los productos de las aféresis de sangre periférica
obtuvo como poblaciones predominante los subtipos T y NK. En este estudio tampoco se
encuentra correlacion entre la dosis de CD34 infundida y RL precoz en el dia 15.

En resumen, la razdén ultima para la reconstitucion linfoide post-trasplante precoz, continua
siendo desconocida. Las células NK y CD8 juegan un importante papel en la inmuno-
vigilancia precoz después del trasplante, y parecen ser el principal subtipo celular
responsable del efecto “injerto contra tumor” del autoinjerto en el TAPH; sin embargo, se
desconoce si éstas células que se recuperan tempranamente proceden de las células
linfoides maduras presentes en el autoinjerto o bien de los progenitores inmaduros
linfopoyéticos CD34 infundidos.
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3.5 PAPEL DE LA RECUPERACION LINFOCITARIA TARDIA
SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

El Unico trabajo realizado sobre la RL tardia [200] se trata de una serie de 190 pacientes
diagnosticados de mieloma multiple, sometidos a un primer TAPH, donde se analiza la
recuperacion linfocitaria mas tardia (dias 30, 60, 100, 180 y 365 post-TAPH). Los resultados
obtenidos muestran que sélo la RL tardia en el dia 30 (recuento absoluto de linfocitos >
1x10%/L) influyd significativamente sobre la SLE y la SG. Mientras que la RL tardia en los dias
60, 100, 180 y 365 no predijeron mejor SLE ni mejor SG (tabla 19).

Tabla 19. Datos de supervivencia en funcién de la RL tardia en el dia 30 (> 1x10° vs < 1x10° /L). Adaptado a partir de
Hiwase D.K. et al [200].

RL dia 30 SG (meses) P SLE P

> 1x10’ vs < 1x10° /L 96 vs 48 0,04 43 vs 29 0,03

También se estudid la relacion de la RL tardia con la cantidad de linfocitos infundidos: los
pacientes que tenfan mas cantidad de linfocitos en el producto infundido (>0,2x10°/Kg)
tuvieron mejor recuperacion linfocitaria en todos los puntos, siendo significativa en los dias
60y 100 (tabla 20).

Tabla 20. Datos de recuperacion linfocitaria en diversos momentos durante el primer afio post-TAPH en relacion a la
dosis de linfocitos infundida (> 0,2x109/Kg vs < 0,2x109/Kg). Adaptado a partir de Hiwase D.K. et al [200].

PUNTO CORTE RL dia-15 RL dia-30 RL dia-60 RL dia-100 RL dia-180
Linfocitos 0,25 vs 0,19x10°/L 1,2 vs 0,99x10°/L 1,9 vs 1,01x10°/L 1,58 vs 1,03x10°/L 1,33 vs 1.01x10°/L
p 0,3 0,08 0,013 0,016 0,1

Sin embargo, existen trabajos con resultados contradictorios. Seshadri et al [173], en 143
pacientes trasplantados con enfermedad de Hodgkin, en recaida o refractaria, no
encuentran asociacion entre la RL tardia en el dia 90 y la SLE. Tampoco Kim et al [161],
quien describié el punto de RL tardia en el dia 23 (> 1000/mm?) como factor prondstico
independiente para SG y para SLE, encuentra correlacion con la cantidad de linfocitos
infundidos, sugiriendo que otros factores, podrian influir en la RL tardia.
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3.6 PAPEL DEL RECUENTO SANGUINEO DE LINFOCITOS AL
DIAGNOSTICO SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

Otro dato que sugiere un importante papel de la inmunidad en el prondstico de la
enfermedad de base, lo constituye el hecho de que el recuento absoluto de linfocitos al
diagndstico ha demostrado comportarse como un importante factor prondstico y fuerte
predictor de la supervivencia.

El impacto prondstico del recuento de linfocitos al diagndstico esta bien establecido y se
ha estudiado en pacientes con linfoma folicular [202] y con linfoma difuso de células
grandes [203-205]. Los pacientes con un recuento absoluto de linfocitos al diagndstico >
1x10°/L poseen una SG mayor, es ademds un factor prondstico independiente del FLIPI
(Folicular Lymphoma International Prognostic Index) [202] y del IPI (International
Prognostic Index) [205] y predice una buena respuesta al tratamiento quimioterapico [202,
203].

Plonquet et al [204] demostraron prospectivamente el valor del recuento absoluto de
linfocitos y de las subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica al diagndstico (en
concreto de las células NK), en un subgrupo de alto riesgo de pacientes jovenes con
linfoma B difuso de células grandes tratados con altas dosis de quimioterapia sin rituximab.
De nuevo vuelven a aparecer datos de células NK asociados a buen prondstico, esta vez al
diagndstico [205].

Una vez mas el valor prondstico positivo del recuento absoluto de linfocitos en el momento
del diagndstico refleja el papel importante que juega el sistema inmunitario del huésped, y
en concreto, del papel de los linfocitos.
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El sistema inmunitario del huésped juega un papel importante en el prondstico de los
pacientes con linfomas.

Trabajos recientes han puesto de manifiesto este efecto en dos momentos evolutivos de la
enfermedad: al diagnéstico, en relacién con el recuento de linfocitos que posee el paciente
en este momento vy tras el trasplante de progenitores hematopoyéticos, en relaciéon con
una recuperacion linfoide precoz. El primero es un hecho contrastado y aceptado, mientras
que el segundo, aunque la mayoria de los trabajos realizados en este sentido demuestran
un efecto beneficioso, otros sin embargo no consiguen reproducirlo y por tanto es
controvertido.

Clasicamente, el beneficio del trasplante autdlogo se atribuye exclusivamente a las altas
dosis de quimioterapia y a las cifras mas o menos elevadas de progenitores CD34+
trasplantados. Sin embargo, trabajos recientes atribuyen un papel importante a la RL
precoz y a un efecto injerto contra tumor dependiente de ésta.

Mas ambiguo es aun el origen de estos linfocitos precoces. Existe la hipotesis de que son
linfocitos maduros presentes en el auto-injerto y que depende directamente de la cantidad
de linfocitos infundida, aunque no ha sido posible excluir que se puedan tratar de células
regeneradas a partir de los progenitores hematopoyéticos.

EFECTO INJERTO CONTRA LINFOMA:

Progenitores Linfocitos
hematopoyéticos maduros

7
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Nuestra hipdtesis se basa en el principio de la importancia del sistema inmune en la
respuesta antitumoral. En consecuencia, nuestra hipdtesis de trabajo es que si podemos
demostrar la existencia de un verdadero efecto injerto contra tumor en el trasplante
autélogo y dilucidar qué factores celulares dependientes del injerto son los responsables
de tal efecto (células hematopoyéticas progenitoras versus linfocitos maduros y distintas
subpoblaciones de éstos), podriamos establecer nuevos factores prondsticos que
permitieran mejorar las técnicas de recoleccién y de seleccién de los progenitores
hematopoyéticos y con ello promover mejores supervivencias globales y/o libre de
eventos.

Por otro lado, dado que los tratamientos actuales de primera linea en el linfoma no
Hodgkin incluyen el anticuerpo monoclonal anti-CD20 (Rituximab"®), un antigeno presente
en la superficie de los linfocitos B (15), quisimos investigar especificamente el impacto de
este agente bioldgico, tanto en la recoleccion como en la recuperacidn inmune,
hipotetizando que el uso del Rituximab tendria un efecto inmunomodulador relevante.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL.

Investigar el papel de las subpoblaciones celulares del injerto autélogo en el resultado del
trasplante de progenitores hematopoyéticos en pacientes con linfoma.

OBJETIVOS SECUNDARIOS.

1. Investigar la influencia del anticuerpo monoclonal Rituximab sobre la composicion del
injerto y la supervivencia.

2. Estudiar el papel de los linfocitos en distintos momentos de la enfermedad sobre la
supervivencia.

3. Estudiar las posibles correlaciones de los cultivos clonogénicos con las células CD34 y sus
subpoblaciones.
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1. POBLACION DE PACIENTES A ESTUDIO.

La poblacién a estudio la constituyeron 55 pacientes, diagnosticados en el Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca entre Febrero de 1995 y Abril 2007, de LNH (43
pacientes) y LH (12 pacientes) en recaida o refractarios y sometidos a TAPH (grafico 9). Los
trasplantes se llevaron a cabo entre el Marzo de 1996 y Febrero de 2008. La fecha final de
inclusion de pacientes fue la de las infusiones realizadas hasta el 01/08/2008, con una
mediana de seguimiento de 72 meses (6 afios).

1.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

La distribucién por sexos fue de 35 hombres y 20 mujeres. La mediana de edad del grupo
total de pacientes al diagnostico fue de 45 afios (rango 13-71). Las caracteristicas de los
pacientes para los dos tipos de linfomas incluidos en el estudio se expresan a continuacién
(tabla 21 y gréfico 9).

Tabla 21. Datos demograficos. La edad se expresa en mediana (rango) de aios.

LINFOMA NO HODGKIN LINFOMA DE HODGKIN
Edad al diagnéstico 46 (16-71) 33 (13-49)
Edad al trasplante 48 (17-72) 37 (15-52)
Hombres 27 8
Mujeres 16 4

22%

36%
COHOMBRES OLNH
B MUJERES OLH
64%

78%

Grafico 9. Distribucion por sexos y por tipo de linfoma.

El subtipo del linfoma segun clasificacion OMS, estadio Ann Arbor al diagndstico y los
factores prondsticos se exponen en la tabla 22.
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Tabla 22. Clasificacién de la OMS, estadio Ann Arbor y factores prondsticos.

LINFOMA NO HODGKIN (43) N % LINFOMA DE HODGKIN (12) N %
DIAGNOSTICO OMS DIAGNOSTICO OMS
Linfoma difuso de células grandes B 9 209 Linfoma de Hodgkin clasico 12 100
Linfoma B mediastinico primario 2 4,6 -Esclerosis nodular 11 91,7
Linfoma folicular 18 41,8 -Celularidad mixta 0 0
Linfoma de células del manto 5 11,6 -Rico en linfocitos 0 0
Linfoma extranodal zona marginal (MALT) 1 2,3 -Deplecidn linfoide 1 8,3
Linforna de Burkitt 3 6,9 Predominio linfocitico nodular 0 0
Linfoma T periférico (angiocéntrico) 1 23
Linfoma linfocitico de células pequefiasB 1 2,3
Linfoma T primario mediastinico 1 23
Linfoma T anaplasico CD30 (-/+) ALK (-) 1 23
Linfoma extraganglionar primario 1 23
ESTADIO ANN-ARBOR ESTADIO ANN-ARBOR
| 5 11,6 | 0 0
Il 4 9,3 Il 6 50
1 10 23,2 1 0 0
IV 24 55,8 IV 6 50
FACTORES PRONOSTICOS FACTORES PRONOSTICOS

Edad > 60 afios 8 18,6 Edad > 60 afios 0 0
LDH aumentada 12 27,9 LDH aumentada 1 8,3
B, microglobulina aumentada 15 34,8 B, microglobulina aumentada 2 16,7
Sitios nodales > 4 19 441 Sitios nodales > 4 3 25
Performance status (ECOG) > 2 29 67,4 Performance status (ECOG) > 2 9 75
Afectacion extranodal 26 60,4 Afectacion extranodal 8 66,7
Sitios extranodales > 2 10 23,2 Sitios extranodales > 2 1 83
Estadios III/IV 33 76,7 Estadios IlI/IV 6 50
IPI Intermedio/alto 18 41,8 IPI Intermedio/alto 2 16,7
Hemoglobina < 120 gr/L 15 34,8 Hemoglobina < 120 gr/L 8 66,7
Afectacion esplénica 12 279 Afectacion esplénica 3 25
Masa Bulky 11 25,55 Masa Bulky 5 41,6
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1.2 TRATAMIENTOS RECIBIDOS.

Todos los pacientes recibieron tratamiento de induccién pretrasplante quimioterapico con
o sin radioterapia y con o sin rituximab (en pauta estandar acompafiando a la
guimioterapia o de mantenimiento). Todos recibieron de 1 a 3 lineas de tratamiento
guimioterdpico antes del trasplante como se detalla en las tablas 23 y 24. En la tabla 23 se
exponen los tratamientos administrados a los pacientes con LNH previos al TAPH.

Tabla 23. Pacientes con LNH. Tratamientos recibidos previos al TAPH.

PACIENTE N2 TRATAMIENTO PRE-TRASPLANTE LINEAS RADIOTERAPIA RITUXIMAB
pretrasplante pretrasplante
1 R-CHOP +ESHAP 2 NO S|
2 CHOP 1 NO NO
3 CHOP + ESHAP 2 NO NO
4 R-CHOP + R-FMD 2 NO S|
5 CHOP 1 NO NO
6 HIPER CVAD + RITUXIMAB 1 NO Sl
7 FMD x 6 + RITUXIMAB 1 NO S|
8 CHOP + ESHAP 2 S| NO
9 CHOP + R-FMD 2 NO S|
10 R-CHOP +R-FMD 2 Sl Sl
11 CVP + R-CHOP + ESHAP 3 S| S|
12 CVP +Promace-Cytabon + FMDx6 3 Sl NO
13 CHOP + MINE 2 NO NO
14 CHOP +MINE 2 NO NO
15 R-CHOP + R-FMC 2 NO S|
16 CHOP 1 NO NO
17 CHOP + FMD 2 S| NO
18 R-CHOP + hyperCVAD 2 NO Sl
19 CHOP 1 NO NO
20 MEGA-CHOP+McMASTER 2 NO NO
21 MINE + M-BACOP + RITUXIMAB 2 S| S|
22 McMASTER + CHOP + ESHAP 3 Sl NO
23 R-CHOP 2 NO S|
24 CHOP + ESHAP 2 NO NO
25 CHOP + MACOP-B + dexaBEAM 3 NO NO
26 FMD + RITUXIMAB + R-CHOP 2 NO Sl
27 CHOP + MINE + ESHAP 3 NO NO
28 R-CHOP + ESHAP 2 NO S|
29 R-CHOP +FLUDARABINA + R-CNOP 3 S| S|
30 R-CHOP 1 NO Sl
31 CHOP + ESHAP 2 NO NO
32 MACOP- B + MINE 2 NO NO
33 R-CHOP + ESHAP 2 NO S|
34 MEGACHOP 1 NO NO
35 CHOP 2 NO NO
36 CHOP 1 NO NO
37 CHOP+ FLUDARABINA + RITUXIMAB 3 S| S|
38 McMASTER 1 NO NO
39 CHOP + FMD + RITUXIMAB 2 NO S|
40 CHOP 1 S| NO
41 CHOP +RITUXIMAB 1 NO S|
42 CHOP + ESHAP + RITUXIMAB 2 NO Sl
43 R-MEGACHOP + R-IFE 2 NO S|
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En el grafico 10 se representa el porcentaje de pacientes que recibieron rituximab previo al
TAPH:

49% H CON RITUXIMAB
O SIN RITUXIMAB

51%

Grafico 10. Pacientes con linfoma no Hodgkin que recibieron rituximab pretrasplante (21 pacientes).

En el grafico 11 se representa el porcentaje de pacientes que recibieron radioterapia
pretrasplante:

23%

B CON RADIOTERAPIA
OSIN RADIOTERAPIA

77%

Grafico 11. Pacientes con linfoma no Hodgkin que recibieron radioterapia pretrasplante (10 pacientes).

En la tabla 24 se exponen los tratamientos administrados a los pacientes con LH previos al
TAPH.

Tabla 24. Pacientes con LH. Tratamientos recibidos previos al TAPH.

PACIENTE N2 TRATAMIENTO PRE-TRASPLANTE LINEAS RADIOTERAPIA
pretrasplante
1 ABVD + BACOPP 2 NO
2 CMOP/ABVD + ESHAP 2 Sl
3 HIBRIDO + ESHAP 2 NO
4 ABVD + C-MOPP + ESHAP 3 NO
5 ABVD + ESHAP 2 NO
6 ABVD + CMOPP + ESHAP 3 S|
7 ABVD + CNOOP + ESHAP 3 NO
8 ABVD + ABVD + DHAP 2 NO
9 EH-SEOP 2003 + ESHAP 3 Sl
10 ABVD + ABVD 2 Sl
11 ABVD 1 Sl
12 HIBRIDO(COPP) + ABVD + ESHAP 3 NO
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1.3 SITUACION CLINICA PRE-TRASPLANTE Y RESPUESTA.

Los criterios de respuesta se basaron en las guias internacionales.

Para el linfoma no Hodgkin se siguieron las guias internacionales del “NHL International
Workshop” [206]. La respuesta completa se definid6 como una completa remisién de la
enfermedad medible o evaluable, incluyendo pruebas radioldgicas y pruebas bioldgicas.
Los criterios de respuesta parcial son la reduccion en > 50% del diametro longitudinal y
perpendicular de la lesién con una disminucion de > 30% de la hepatomegalia o
esplenomegalia (desde el reborde costal). La enfermedad estable fue definida como
respuesta menor que la parcial pero sin progresion. Enfermedad en progresion fue definida
como > 25% de incremento en el diametro longitudinal y perpendicular de la lesién con
respecto al estudio previo al tratamiento, la aparicion de lesiones nuevas o incremento de
> 2 cm del tamafio del bazo o higado debido al linfoma, con respecto a estudios previos.
Enfermedad en recaida fue definida como la aparicion de nuevas lesiones o incremento >
50% de los tamafios de las lesiones previas.

Para el linfoma de Hodgkin se definié respuesta completa a la desaparicion de todas las
anormalidades, clinicas y radioldgicas, atribuidas al linfoma, por al menos 4 semanas
después de terminado el tratamiento y la negativizacién de la biopsia ésea cuando era
positiva. Se considerd respuesta parcial una reduccion mayor a 50% de las masas medibles,
por al menos 4 semanas. Enfermedad estable fue definida como respuesta menor que la
parcial pero sin progresion. Fracaso o refractariedad a una reduccién menor a 50% de las
masas medibles o muerte durante el tratamiento [207].

En la fecha de fin de reclutamiento de pacientes (1 de Agosto de 2008), globalmente, las
respuestas al tratamiento de induccion y trasplante fueron:

-Respuesta completa: 48 pacientes.

-Respuesta parcial: 4 pacientes.

-Progresion de la enfermedad tras el trasplante: 1 paciente.
-No respuesta/enfermedad estable: 1 paciente.

-Mortalidad relacionada con el trasplante: 1 paciente.

Los resultados clinicos del trasplante se resumen en las tablas 25 y 26:
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Tabla 25. Pacientes con LNH. Situacion clinica pre y post-trasplante (RC1: 12 respuesta completa;
RC2: 22 respuesta completa; RC3: 32 respuesta completa; RC: respuesta completa; RP: respuesta
parcial).

CARACTERISTICAS (N=43) N %
SITUACION PRE-TRASPLANTE
e RC1 14 32,5
e RC2 14 32,5
e RC3 2 4,6
e RP 13 30,2
e REFRACTARIO 0 0
SITUACION POST-TRASPLANTE
e RC 40 93
e RP 2 4,6
e PROGRESION 1 2,3

Tabla 26. Pacientes con LH. Situacion clinica pre y post-trasplante (RC1: 12 respuesta completa;
RC2: 22 respuesta completa; RC3: 32 respuesta completa; RC: respuesta completa; RP: respuesta
parcial).

CARACTERISTICAS (N=12) N %
SITUACION PRE-TRASPLANTE
e RC1 0 0
e RC2 5 41,7
e RC3 2 16,7
e RP 3 25
e REFRACTARIO PRIMARIO 2 16,7
SITUACION POST-TRASPLANTE
e RC 9 75
e RP 1 8,3
e NO RESPUESTA 1 8,3
e EXITUS (mortalidad relacionada con el trasplante) 1 8,3
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2. METODOLOGIA DE LA MOVILIZACION,
RECOLECCION Y  CRIOPRESERVACION  DE
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

2.1 MOVILIZACION DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

Los pacientes recibieron uno de los siguientes esquemas de movilizacién:

1.  G-CICLO: Ciclofosfamida 1,5 gr/m? el dia -10 + G-CSF 10-20 ugr/Kg/dia desde el dia -4
hasta finalizar el proceso de recoleccién.

2.  G-CSF: Factor estimulante de crecimiento de colonias sélo: G-CSF 10-20 pgr/Kg/dia
desde el dia -4 hasta finalizar el proceso de recoleccién.

3. Quimioterapia + G-CSF: G-CSF 10-20 pgr/Kg/dia desde el dia -4 hasta finalizar el
proceso de recoleccion tras la quimioterapia.

4.  Ciclofosfamida sélo: Ciclofosfamida 3 gr/m? el dia -10.

11% 2%

OG-cicLo
B G-CSF
O Quimioterapia + G-CSF

15%

O Ciclofosfamida sélo
72%

Grafico 12. Esquemas de movilizacion utilizados.

Segun el grupo de linfoma el protocolo de movilizacion empleado se muestra en la tabla
27.
Las movilizaciones y posteriores recolecciones

Tabla 27. Esquemas de movilizacién empleados.

se programaron individualmente para cada

MOVILIZACION LNH LH . . L .
paciente, una vez terminada la quimioterapia
CICLOFOSFAMIDA + G-CSF 33 7 . .,
G-CSF 6 ) de induccion y valorada la respuesta. Todas se
QUIMIOTERAPIA + G-CSF 4 2 realizaron en situacion de respuesta clinica
CICLOFOSFAMIDA SOLO 0 1

(excepto en un paciente con LH que fue

refractario primario).
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2.2 RECOLECCION Y CRIOPRESERVACION DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

2.2.1. RECOLECCION DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

Las aféresis se realizaron a través de un catéter venoso central (tipo Hickman o Shaldon)
mediante un separador celular de flujo continuo (Fenwal CS3000; Baxter, Deerfield, IL) a un
flujo de 60-80 ml/minuto. En cada proceso de aféresis se procesaron 4 volemias (aféresis
de alto volumen).

Para evitar la coagulaciéon de la sangre durante el proceso de aféresis se perfundié una
mezcla de heparina sddica (Rovi S.A.) mas citrato-dextrosa formula A (ACD-A; Baxter,
Deerfield, IL): 10 Ul de heparina por ml de ACD-A.

Se realizd recuento de células CD34 mediante citometria de flujo con un citémetro
FACSCalibur (Becton-Dickinson, BD), equipado con un laser de argdén que emite a 488 nm,
mediante procedimiento estdndar con los anticuerpos monoclonales anti-CD34 (PE
conjugated, clone HPCA-2, BD), anti-CD45 (PerCp-conjugated, clone M5E2, BD) y anti-CD14
(FITC-conjugated, clone 2D1, BD). Se adquirieron un minimo de 50000 eventos. Los datos
fueron analizados mediante el software paint-a-gate (BD).

En los pacientes movilizados con G-CSF las aféresis comenzaron el dia +5 de iniciar el G-CSF,
en los movilizados con ciclofosfamida o ciclofosfamida mas G-CSF, comenzaron al dia +10
de la ciclofosfamida, y entre los dias +15 y +20 en los pacientes movilizados con
quimioterapia + G-CSF, cuando el recuento leucocitario era > 2,5x10°/L. Se continuaba
diariamente con las aféresis hasta alcanzar > 1,9x10° células CD34+/Kg.

A dos pacientes con LNH se les realizd seleccidon positiva de células CD34+ por método
inmuno-magnético (/solex 300i. Baxter), para el resto de casos, el trasplante se llevo a cabo
con el producto de aféresis no manipulado.

2.2.2 CRIOPRESERVACION DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

Los productos obtenidos de la aféresis fueron procesados bien inmediatamente después de
su recogida o bien tras almacenamiento durante la noche a 4 ¢ C.
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La criopreservacion se realizd a una concentracion final de células igual o inferior a
150x10°%/ml. La mezcla de criopreservacion se preparé con dimetilsulféxido (DMSO) a una
concentracion final de 10% de DMSO en plasma autélogo. La mezcla de criopreservacién se
enfrié a 4-69C, y se mezclé lentamente (durante unos 10 minutos) con el producto de la
aféresis en las bolsas de congelacion de etileno acetato de vinilo (Cryocyte Freezing
Container; Nexell Therapeutics, Irvine, CA), bien sobre el hielo picado o bien sobre bloques
acumuladores de frio. Ademas, se transfirieron tres alicuotas de 0,5 ml de la suspensién
celular a criotubos de polipropileno (criovial, Simport pldsticos Inc, Beloeil, Quebec,
Canadd) para la evaluacién de control.

Tanto las bolsas como los criotubos se congelaron con un equipo con tasa de congelacion
controlada (CM-25, y Carburos Metalicos, Barcelona), bajando la temperatura a razén de 1-
2 2C/min hasta llegar a -120 °C. Después del proceso de congelacién, las bolsas y los
criotubos fueron transferidos a los contenedores de nitrégeno liquido de almacenamiento.

Para la descongelacion, las bolsas y/o los criotubos fueron retirados del nitrégeno liquido,
colocados en un bafio de agua a 40°C, agitando suavemente vy retirandolos
inmediatamente tras la descongelacién.

Alicuotas de 0,5 ml del producto de la bolsa o del criotubo de control se diluyeron a una
dilucion 1/10 (v/v) en PBS (phosphato buffer saline) y se dejaron en hielo picado hasta su
procesamiento.
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2.3 METODOLOGIA DEL TRASPLANTE.

2.3.1 ACONDICIONAMIENTO.

Los esquemas de acondicionamiento utilizados se exponen en la tabla 28:

Tabla 28. Esquemas de acondicionamiento.

ACONDICIONAMIENTO LINFOMA NO HODGKIN LINFOMA DE HODGKIN
BEAM 39 12
Z-BEAM 2 0
LACE 1 0
BUCY-2 1 0

FARMACOS DOSIS DIARIA DiAS

BEAM

Carmustina (BCNU) 300 mgr/m’ -6

Etopésido 200 mgr/m’” -5,-4,-3,-2

Citarabina 400 mgr/m? -5,-4,-3,-2

Melfalan 140 mgr/m2 -1

Z-BEAM

Rituximab 250 mgr/m’ -21,-14

Ibritumomab-tiuxetan 0.4mci/kg -14

Carmustina (BCNU) 300 mgr/m’ -6

Etopdsido 200 mgr/m2 -5,-4,-3,-2

Citarabina 400 mgr/m2 -5,-4,-3,-2

Melfalan 140 mgr/m2 -1

BUCY-2
Busulfan 16 mgr/Kg -7,-6,-5,-4
Ciclofosfamida 60 mgr/Kg -3,-2
LACE

Lomustina (CCNU) 200 mgr/m’ -7

Etopésido 1gr/m? -7

Citarabina 2 gr/m2 -6, -5

Ciclofosfamida 1,8 gr/m2 -4,-3,-2
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La infusion de progenitores se realizé el dia O previa descongelacidn de los progenitores.

Todos los pacientes recibieron profilaxis antibacteriana con quinolonas (ciprofloxacino o
levofloxacino), antivirica con aciclovir y antifungica con fluconazol desde el dia previo al
inicio del acondicionamiento.

Todos los pacientes recibieron G-CSF a dosis de 300 pgr/Kg/dia a partir de dia +4 hasta que
se produjo el injerto granulocitario.

Todos los pacientes recibieron terapia transfusional profilactica de concentrados de
plaguetas irradiados cuando la cifra de plaquetas era < 20x10%/L y de concentrados de
hematies irradiados cuando la concentracién de hemoglobina era < 80 gr/L.

2.3.2 DESCONGELACION DEL PRODUCTO A INFUNDIR.

Antes de descongelar el producto criopreservado para un paciente al que se le va a
infundir, se comprueba el nombre del paciente preguntdndoselo personalmente y
cotejandolo con el impreso en los demograficos de la etiqueta.

Las descongelaciones se realizaron en un bafio con agua destilada a una temperatura de
37-409 C, inicialmente dentro de una bolsa de nutricién parenteral para evitar pérdidas
celulares. Posteriormente, pasados 30 segundos, una vez comprobada la ausencia de fugas
celulares, se extrae la bolsa del producto de la bolsa de nutricion parenteral y se
reintroduce en el bafio, agitandola suavemente, hasta que estd completamente
descongelada.

Posteriormente, en la cdmara de flujo laminar se conecta un sistema de transfusion a la
bolsa, se purga y se recogen 0,5ml para realizar controles bioldgicos.

2.3.3 INFUSION DE LA BOLSA DE PROGENITORES.

Inicialmente se comprueba que las constantes del pacientes son apropiadas (presion
arterial, pulso, temperatura, saturacion de oxigeno). A continuacién se lee en alto el
nombre de la etiqueta que viene pegada a la bolsa de progenitores y se confirma que
corresponde al paciente al que se le va a infundir. Igualmente se comprueba que se ha
puesto la pre-medicacién apropiada.
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Se coloca un pafio estéril debajo de la via de acceso que se va a utilizar para la infusién. Se
conecta la bolsa del producto a través de un sistema de transfusion con filtro de agregados
en uno de los accesos de una llave de tres pasos previamente conectada a la via de acceso
y una jeringa de 50 cc en la otra conexidn de la llave. Con la jeringa se aspira el producto y
se infunde al paciente. Este paso se va repitiendo lentamente hasta que se completa la
infusion total del producto, procurando que la infusién de cada bolsa se no dure mas de 15-20
minutos.

Antes de finalizar la infusién se recoge una muestra de 1cc de producto pinchando para
controles microbiolégicos y de viabilidad celular.

En los dias sucesivos, se monitoriza diariamente mediante hemogramas hasta la total
recuperacién hemoperiférica del paciente.
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3. DISENO DEL ESTUDIO.

Se trata de un estudio retrospectivo en el que tras la realizacion de los TAPH, se recogieron
todos los datos clinicos y de laboratorio de los pacientes. Junto a él se realizdé un estudio
experimental igualmente de forma retrospectiva, para analizar con mas detalle la calidad
de los inéculos en cada paciente mediante citometria de flujo multifluorescente. Esta parte
del estudio se pudo llevar a cabo gracias a que se disponia de muestras de todos los
pacientes, idénticas a las células infundidas, conservadas en criotubos.

Para la recogida de datos se procedié a la revisidn de las Historias Clinicas de los pacientes
y de los registros informaticos del Laboratorio.

3.1 DATOS RETROSPECTIVOS.

3.1.1 DATOS CLINICOS Y BIOLOGICOS AL DIAGNOSTICO.

Se recogieron los siguientes datos: fecha de diagndstico, edad, sexo, “performance status”
segun escala ECOG (Eastern Cooperative Oncologic Group), subtipo OMS de linfoma, estadiaje
Ann Arbor, tipo de tratamiento y nimero de lineas de tratamiento recibidas antes del
trasplante (incluido rituximab y radioterapia pretrasplante), factores prondsticos clinicos y
bioldgicos al diagndstico:

-IPL.

-Presencia de masa tipo Bulky.

-Numero de sitios nodales afectados.

-Presencia de afectacién extraganglionar y nimero de sitios extranodales afectados.
-LDH.

-B,-microglobulina.

-Concentracion de hemoglobina.

-Recuento absoluto de linfocitos.
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3.1.2 DATOS REFERENTES A LA MOVILIZACION, RECOLECTA E
INFUSION DE PROGENITORES: AFERESIS Y PRODUCTO RECOLECTADO.

Se recogieron los siguientes datos: fecha de la aféresis, peso, talla, volemia, protocolo de
movilizacion, numero de procesos realizados, cifra de linfocitos en el momento de iniciar la
aféresis y las caracteristicas del producto recolectado e infundido:

-Volumen del producto.
-CMN.

-Linfocitos totales.
-Células CD34+.
-CFU-mixtas.

-CFU-GM.

-BFU-E.

3.1.3 DATOS CLINICOS REFERENTES AL TRASPLANTE Y EVOLUCION
POSTRASPLANTE.

Se recogieron los siguientes datos:

-Fecha del trasplante (dia 0).

-Situacién de la enfermedad previa al trasplante.

-Tipo de acondicionamiento utilizado para el trasplante.

-Evolucion de la enfermedad post-trasplante (fecha de recaida/ progresion o muerte).

-Datos del injerto (el injerto de neutrdfilos se definié como el primer dia con > 0,5x10°
neutréfilos/L; el injerto plaquetar se definié como el primer dia con > 20x10° plaquetas/L
con independencia transfusional).

-Cifra de linfocitos post-trasplante en los dias 15, 30, 90, 180 y 365 post-trasplante.
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3.2 DATOS EXPERIMENTALES. CARACTERIZACION DE LAS
CELULAS DEL INOCULDO.

De cada una de las aféresis de cada trasplante realizado se cogié un tubo control
criopreservado (Nunc) de 0,5 ml. Los tubos correspondientes a las diferentes aféresis de un
mismo paciente correspondientes a las bolsas trasfundidas conjuntamente en el proceso
de trasplante, se mezclaron para ser procesadas como una sola muestra.

PROCESOS DE AFERESIS:
Proceso 1 + Proceso 2...+...Proceso n » PRODUCTO INFUNDIDO

Lo

Nuncl + Nunc2...+... Nuncn
—

Y
CRIOTUBOS PARA ANALISIS DE CITOMETRIA MULTIFLUORESCENTE

3.2.1 PROTOCOLO DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE
CRIOBIOLOGIA.

En el laboratorio de Criobiologia se descongelan las muestras (un criotubo de 0,5 ml de
cada proceso) siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.2.3. Las muestras
descongeladas se diluyen a 1/10 con PBS o medio de cultivo RPMI. A continuacidon se
centrifugan (10 minutos a 2000 rpm) para retirar el sobrenadante, se resuspenden en
500ul de PBS o RPMI y se mezclan, en el caso de que se hubieran realizado varios
procesos.

En todos los casos se comprobd la viabilidad celular con azul tripan obteniéndose en
todas las muestras una viabilidad entre 70-90%.

Posteriormente se realiza recuento celular (hemograma) en un analizador hematoldgico
modelo Sysmex KX-21N (Roche) y se diluye o se concentra para dejar una concentracién
final de 10-15x10° células/L para posteriormente proceder al estudio citométrico del
contenido celular del indculo.
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CALCULO DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS (CMN) TOTALES.

La cantidad de CMN obtenidas en cada proceso de aféresis se calculd de la manera que se
detalla a continuacidn, tanto para las células obtenidas antes de la congelacion como en los
productos de descongelacidn:

CMN TOTALES (x10°) = RECUENTO ABSOLUTO CELULAR x % linfomonos / 100

CMN antes de la congelacidn:

Recuento absoluto celular: suma de los recuentos absolutos de cada proceso, obtenido:
.z . 6
Volumen del proceso (ml) x Concentracion celular obtenida del proceso (x10°/ml).

% de linfomonos: % de células mononucleares de cada proceso obtenido antes de congelar el producto.

CMN tras la descongelacién:

6 N
Recuento absoluto celular (x10°): suma de recuentos absolutos de cada proceso, obtenido:

Volumen del proceso (ml) x Concentracion celular del criotubo (después de descongelado) correspondiente a ese proceso
(x10°/ml) x Viabilidad post-descongelacién del criotubo (%) / 100

% de linfomonos: % de células mononucleares de cada proceso obtenido tras la descongelacion de cada criotubo.

A continuacién se suma la cantidad de todos los procesos de cada paciente y se divide por
su peso para obtener la cantidad de CMN total obtenida por Kg de peso:

CMN x10%/Kg = CMN x 10® TOTALES / PESO (Kg)

CALCULO DE LOS LINFOCITOS TOTALES.

La cantidad de linfocitos obtenidos en cada proceso de aféresis se calculé para las células
obtenidas antes de la congelacion:

LINFOCITOS TOTALES (x106) = CONCENTRACION DE LEUCOCITOS (x106/m|) x VOLUMEN
del proceso (ml) x %LINFOCITOS/100

A continuacion se suma la cantidad de todos los procesos de cada paciente y se divide por
su peso para obtener la cantidad de linfocitos total obtenida por Kg de peso:
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LINFOCITOS x10°%/Kg = LINFOCITOS TOTALES x10° / PESO (Kg)

Para las células obtenidas en los productos de descongelacién se calculé a partir de las CMN
obtenidas en dichos productos de descongelacion:

LINFOCITOS x106/Kg= CMN (x108)/Kg X %LINFOCITOS / 100
CMN x 108[Kg: calculado previamente post-descongelacion.

% linfocitos: % global de linfocitos obtenido sobre el total de CMN tras la descongelacién y mezcla de todos los
criotubos correspondientes a cada proceso.

CULTIVO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

Los cultivos celulares para el estudio de progenitores granulo-macrofagicos (CFU-GM),
eritroides (BFU-E) y mixtos granulo-macrofdgicos, eritroides y megacariociticos (CFU-Mix)
se realizaron en un medio Iscove’s MDM y metilcelulosa comercial (Methocult H4434; Stem
Cell Technologies, Vancouver, Canada) que contenia: suero bovino fetal, rh-SCF
(recombinant human stem-cell factor), GM-SCF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor), rhiL-3 (recombinant human interleukine 3), 2-mercaptoetanol, L-glutamina y rh-
eritropoyetina.

Se sembraron 2x10°células/ml (muestras post-descongelacién) en cuatro pocillos de 25mm
de diametro. Los cultivos se incubaron durante 14 dias en una estufa a 372C con atmdsfera
himeda y 5% de CO,.

La lectura se realizd a los 14 dias en microscopio de luz invertida. Se leyd toda la placa
anotando el tipo y el nimero de colonias que se observaron de tipo CFU-GM, BFU-E y CFU-
Mix.

La cantidad total de CFU-GM, BFU-E Y CFU-Mix infundidas en el trasplante se estimaron
mediante regla de tres en relacidn a las células mononucleares totales recolectadas segun
al calculo anterior.
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3.2.2. PROTOCOLO DE CITOMETRIA, MARCAJE Y ADQUISICION.

El estudio de citometria se realizé en un citémetro tipo LSR-II (Becton Dickinson).

DESCRIPCION DEL SISTEMA LSR-1I UTILIZADO.

Es sistema LSR-Il es un citdbmetro analizador de sobremesa que alberga 3 laseres
refrigerados por aire y 12 detectores asociados. La luz captada desde la cubeta de andlisis
es transmitida a través de fibras épticas hacia un sistema de detectores (filtros, dicroicos y
tubos fotomultiplicadores) dispuestos en bloques configurados en octégono y trigono. Este
exclusivo sistema Optico estd basado en la refraccion de la luz y utiliza filtros y dicroicos
intercambiables, incrementando la sensibilidad y permitiendo la libre configuracién del
citdmetro por el usuario.

Posee un sistema electrénico digital continuo que elimina el tiempo muerto electrénico en
el procesamiento de las sefiales, incrementandose la capacidad de sefiales detectadas, la
resolucidn de los pulsos y por tanto aumentando la cantidad de informaciéon por particula
obtenida del andlisis. Digitaliza todas las sefales, fluorescencia y dispersiones, a razén de
10 millones de sefiales por segundo. El programa Diva Software de BD, para la adquisicion y
analisis, opera en Windows y permite realizar la compensacién intra a inter-laseres durante
el proceso de adquisicién o durante el andlisis posterior de los datos.

El LSR-Il utilizado en este estudio estd configurado con un laser de 488 nm (azul) que
genera las dispersiones FSC/SSC (dos parametros morfoldgicos, tamafio y complejidad
celular, respectivamente) y 5 senales de fluorescencia (FITC, PE, PE-Alexa610, PE-Cy5 y PE-
Cy7), un laser de 633 nm (rojo) con 3 detectores para fluorescencia asociado (APC, Alexa-
700 y APC-Cy7) y un laser de 405 nm (violeta) al que se le asocian 2 detectores mds
(AmCyam y Pacific blue).

PROTOCOLO DE MARCAJE.

Se marcaron dos tubos con diferentes combinaciones de anticuerpos monoclonales, el
tubo 1 que contenia marcadores para estudiar los progenitores hematopoyéticos y el tubo
2 con marcadores para estudiar los subtipos de linfocitos y la expresion de moléculas KIR2D
especificas para el reconocimiento de HLA-C (KIR2DL1/S1 y KIR2DL2/L3/S2). Todos los
anticuerpos fueron titulados para utilizar la concentracion mds adecuada en cada caso.

El protocolo de marcaje fue el siguiente:
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1. Se marcaron 5x10° células en 50uL de medio de cultivo con la cantidad de anticuerpo
monoclonal fluorescente indicado en la tabla 29.

Agitacion e incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

Adicién de 4ml de solucion lisante comercial (BD).

Incubacién durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Centrifugacion 1800 r.p.m. durante 8 minutos.

No vk wnbN

Tabla 29. Paneles de anticuerpos monoclonales utilizado.

Aspiracién cuidadosa, mezclar y resuspender en 0,5ml. de PBS.
Mantenimiento de las células a 42C y en oscuridad hasta adquirir.

Fluorocromo Tubo-1 Tubo-2
FITC DR (5ul) CD158b (5pl)
PE CD133 (10pl) CD158a (5ul)
PE-A610 CD19 (5ul) CD19 (5pl)
PE-Cy5 CD117 (10pl) TCRy& (5ul)
PE-Cy7 CD34 (5ul) CD56 (10ul)
APC CD38 (2.5pl) NKG2D (10pl)
Alexa-700 - CD8 (5pl)
APC-Cy7 CD45 (1pl) CD16 (1pl)
Pacific Blue CD14 (5ul) CD4 (5pl)
AmCyan - CD3 (10ul)

PROTOCOLO DE ADQUISICION Y ANALISIS.

Se estudiaron dos grandes compartimentos celulares del injerto: células progenitoras CD34 vy
células linfoides maduras.

Determinacién de células CD34+ y subpoblaciones de CD34.

Las células progenitoras se identificaron en base a le expresion del antigeno CD34 de
membrana.

El protocolo de recuento de células CD34+ se realizd a través de un citograma SSC/CD34-PE
realizado sobre seleccion previa con CD45FITC. Se utilizaron los anticuerpos monoclonales
CD34 PE-Cy7 y CD45 APC-Cy7 (Becton Dickinson, CA, USA). Se adquirieron un minimo de
300.000 células CD45+ y se analizaron mediante el programa Diva Software de BD
aplicando la estrategia de gateo descrita en el Current Protocols in Cytometry (ISHAGE
guidelines) [208].
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El nimero absoluto de células CD34+ se cuantificé con el método de doble plataforma, en
el que el porcentaje de células CD34+ se determina por citometria siguiendo el protocolo
de analisis descrito en la ilustracién 14, y la cifra de leucocitos en el contador hematoldgico
modelo Sysmex KX-21N (Roche). Las células progenitoras CD34+ debian cumplir un criterio
de baja/intermedia dispersion de FSC/SSC, clara positividad de CD34 y CDA45
intermedio/débil y negatividad para CD14 (llustracién 14).
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llustracién 14. Graficos de puntos biparamétricos de una muestra representativa de un paciente. A) Diagrama FSC/SSC.
B) Diagrama CD34 PE-Cy7/CD45 APC-Cy7. C) Diagrama CD34 PE-Cy7/CD14 PB.

De manera similar a las CMN y a los linfocitos totales, se calculd la cantidad de células CD34
de cada proceso para las células antes de la congelacion:

CD34 TOTALES (x10°) = RECUENTO ABSOLUTO CELULAR x VOLUMEN (ml) del proceso x
%CD34 / 100

Recuento absoluto celular: suma de los recuentos absolutos de cada proceso, obtenido:
Volumen del proceso (ml) x Concentracion celular obtenida del proceso (x10%/ml).

% de CD34: % de células CD34 de cada proceso obtenido antes de congelar el producto.

A continuacién se suma la cantidad de todos los procesos de cada paciente y se divide por
su peso para obtener la cantidad de CD34 obtenida por Kg de peso:

CD34 x10°/Kg = CD34 x 10° TOTALES / PESO (Kg)

En los productos de descongelacion se calculd la cantidad de células CD34 de cada proceso
a partir de las CMN obtenidas tras la descongelacion:

CD34 TOTALES (x10° = CMN (x10°)/Kg x %CD34 /100
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CMN x 108[Kg: calculado previamente post-descongelacion.

% CD34: % global de células CD34+ obtenido sobre el total de CMN tras la descongelaciéon y mezcla de todos los criotubos
correspondientes a cada proceso.

Para caracterizar a los diferentes subtipos de progenitores CD34, se emplearon los
anticuerpos monoclonales CD133-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Alemania),
CD117-PE-Cy5, CD38-APC, DR-FITC (Becton Dickinson, CA, USA).

El contaje absoluto de cada subpoblacién se calculé6 mediante regla de tres, una vez
conocida las cifras de CD34 y los porcentajes de dichas subpoblaciones en el total de
células CD34+.

Una vez seleccionada la poblacion de células CD34+ se estudid la expresion de CD117 y
CD133. En nuestro estudio todas las células CD34+ eran CD117+ (ilustracion 15 A).
Utilizamos el marcador CD133 para dividir a los progenitores en aquellos que son mas
“inmaduros” o indiferenciados (CD34+CD133+) de aquellos que son mas “maduros” o
diferenciados (CD34+CD133-), (ilustracién 15 B):

Células CD34+ Células CD34+
Eé_ CD117+CD133- CD117+CD133+ E CD34+CD133- CD34++CD133+
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llustracién 15. Grafico de puntos biparamétrico de una muestra representativa de un paciente. A) Diagrama CD133 PE-
A/CD117 PE-Cy5-A de las células CD34. B) Diagrama CD133 PE-A/CD34-PE-Cy7 de las células CD34.

Las células CD133+ mostraban una expresién intensa CD34++. En el subandlisis de las
células CD34+, se determind la expresién de CD38 y HLA-DR y se discriminaron 4
subpoblaciones de células progenitoras CD34+ claramente definidas en todos los pacientes
(ilustracion 16):
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Células CDh34+ 1.CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo
% 4 1 2.CD117+CD34+CD133-DR+CD38++
P 3. CD117+CD34+CD133-DR-CD38 bajo
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J-:E M 1} 1|:|:I 1n* 1|:|5 llustracion 16. Graficos de puntos biparamétricos de una muestra
DR FITC-A representativa de un paciente. Diagrama DR FTIC-A/CD133-A de las

células CD34.

La expresion de CD38 resultd ser intensa en las células CD133-DR+ mientras que en la otra
subpoblacion mayoritaria CD133+DR+ la expresion fue menos intensa (ilustracion 17 Ay B).

A) B)
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llustracién 17. Graficos de puntos biparamétricos de una muestra representativa de un paciente. A) Diagrama CD133 PE-
A/CD38-APC-A de las células CD34. B) Diagrama DR FITC-A/CD38-APC-A de las células CD34.

También se identificaron y tuvieron en cuenta para su estudio las células: CD34+DR+,
CD34+CD38+y CD34+DR+CD38+.
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Determinacién de linfocitos y subpoblaciones de linfocitos.

Se distinguieron los siguientes tipos de linfocitos:

1. Linfocitos B (CD19+).

2. Linfocitos T totales (linfocitos CD3+):

-Linfocitos T-a CD3+CD4+: linfocitos T cooperadores.
-Linfocitos T-a CD3+CD8+: linfocitos T supresores.
-Linfocitos T-y6 CD3+CD4-CD8-

3. Células NK: basadas en la expresidon negativa de CD3 y CD19 en linfocitos y positiva de
CD16/56.

4. Expresion _de moléculas KIR especificas de HLA-C y NKG2D: En cada subgrupo de

linfocitos T y NK se estudid la expresion de las moléculas KIR2D detectadas por los
anticuerpos monoclonales CD158a/h (KIR2DL1/S1) y CD158b/j (KIR2DL2/L3/S2) y de
NKG2D. Todas ellas moléculas relacionadas con regulacidon de la citotoxicidad de células Ty
NK.

Para el andlisis de los diferentes tipos de los linfocitos partimos de un gréafico inicial de
FSC/SSC del que se determina por tamario (FSC bajo) y granulacién (SSC bajo) la poblacién
de linfocitos; ésta se cuantifica sobre el total de células (ilustracién 18):

llustracion 18. Grafico de puntos biparamétrico inicial FSC/SCC y

representacion de la poblacién de linfocitos.
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A continuacién se seleccionaron los linfocitos B (CD19+) y los linfocitos T (CD3+); los que no
son linfocitos B ni T corresponden mayormente a la poblacion de linfocitos NK (ilustracién
19):
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llustraciéon 19. Grafico de puntos biparamétrico que muestra las

subpoblaciones de linfocitos B (CD3-CD19+) y linfocitos T w
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Dentro de los linfocitos T se determinaron las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores
(CD4) y T supresores (CD8), (ilustracion 20):

llustracion 20. Grafico de puntos biparamétrico que muestra las
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Las células NK se definieron como linfocitos CD3-CD19-; para estudiar los distintos tipos de
NK se emplearon los marcadores CD16+ y CD56+. La gran mayoria de células NK se definen
como CD3-CD16+CD56+. Sin embargo una pequefia poblacién de linfocitos NK es CD16- y
CD56 de alta intensidad (ilustracién 21).

| llustracién 21. Grafico de puntos biparamétrico que muestra
NK CD16-CD56++ las subpoblaciones de linfocitos NK.
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Dentro de la poblacion de NK CD16+ podemos distinguir dos subpoblaciones: una que
expresa CD56+ (la poblacion mayoritaria) y una segunda que no expresa CD56.

Se determinaron los linfocitos TCRy§; éstos se definieron como linfocitos CD3+ TCRy&+
(ilustracién 22). Las células Tyd constituyen una porcidon minoritaria del total de células T,
aproximadamente entre un 0.5-15% de las células T de sangre periférica pero se
encuentran fundamentalmente en el MALT (tejido linfoide asociado a mucosas). La
mayoria son CD4-CD8- por lo que no reconocen moléculas del MHC.

llustracion 22. Graficos de puntos biparamétrico que muestra las subpoblaciones

de linfocitos TCRy®. Los linfocitos T TCRyd fueron considerados como linfocitos
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Finalmente se estudio la expresidon de marcadores asociados a la funcion de las células NK 'y
T a través de los anticuerpos monoclonales NKG2D, CD158a/h y CD158b/j. El receptor
NKG2D se distribuye entre los linfocitos T (CD8 y TCRyd+) y NK (ilustraciéon 23):

|
llustracidn 23. Gréficos de puntos biparamétrico Linfocitos NK NKG2D+ .
gque muestra la expresion de NKG2D en los + . ’ Linfocitos T NKG2D+
linfocitos T (CD3+) y NK (CD3-).
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La expresién de CD158a/h y CD158b/j se distribuye entre todos los subtipos de linfocitos
(CD4+, CD8+, TCRy6+ y NK) existiendo células que son CD158a+CD158b-, otras que son
CD158a-CD158b+ y una minoria que son dobles positivas CD158a+CD158b+ (ilustracidon
24):
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llustracién 24. Histograma que muestra

| la expresion de los marcadores KIR.
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La subpoblaciones linfocitarias estudiadas fueron los linfocitos T CD4+, CD8+ y yd+ vy las

células NK, distribuidas en cada una de las subpoblaciones descritas en la tabla 30:

LINFOCITOS T CD4+ LINFOCITOS T CD8+ LINFOCITOS T y6+ LINFOCITOS NK
CD16+ CD16+ CD16+ CDl6+
NKG2D+ NKG2D+ NKG2D+ NKG2D+
CD56+ CD56+ CD56+ CD56+
CD56++ CD56++ CD56++ CD56++
CD158a+ CD158a+ CD158a+ CD158a+
CD158b+ CD158b+ CD158b+ CD158b+
CD158a+ CD158b+ CD158a+ CD158b+ CD158a+ CD158b+ CD158a+ CD158b+
CD158a+ CD16+ CD8+
CD158a+ NKG2D+
CD158a+ CD56+
CD158a+ CD56++
CD158b+ CD16+
CD158b+ NKG2D+
CD158b+ CD56+
CD158b+ CD56++ Tabla 30. Subpoblaciones linfocitarias estudiadas.
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4. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico se utilizaron el paquete estadistico SPSS versiéon 15.0 para
Windows y MedCalc version 11.4.3.0 para Windows.

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL.

4.1.1 Investigar el papel de las subpoblaciones celulares del injerto
autologo en el resultado del trasplante de progenitores hematopoyéticos
en pacientes con linfoma.

El posible efecto que la composicion del injerto, en términos de contenido de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos y de progenitores tenia sobre la supervivencia global (SG) y la
supervivencia libre de evento (SLE), progresion o recaida, se evalué mediante diferentes
tests estadisticos. Para ello, se consideraron puntos finales del seguimiento la presencia o
ausencia de dos variables:

-Fallecimiento relacionado con la enfermedad linfomatosa.
-Recaida o progresion de la enfermedad durante el seguimiento post-trasplante.

La SG para cada paciente fue definida como el intervalo entre el trasplante y el
fallecimiento (si se ha producido) o la fecha de la ultima revision (hasta Agosto de 2008).

La SLE para cada paciente fue definida como el intervalo entre el trasplante y la fecha de
recaida/progresion (si se ha producido).

Para comparar las variables cuantitativas (continuas) se utilizé la prueba de la t de Student
para variables independientes como analisis univariante. Este procedimiento compara las
medias de los grupos de estudio. Al hacer la comparacidn de medias se tuvo en cuenta
previamente la distribucién normal de ambos grupos mediante el test de Ko/mogorov-
Smirnov y la presencia o no de igualdad de las varianzas en cada grupo comparado
mediante el test de hipdtesis para la igualdad de las varianzas (test de Levene).

En nuestro caso se compararon las medias de los tiempos de SLE y SG con respecto a una
serie de variables de agrupacion:
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-Variables categdricas (sexo, tratamiento con rituximab, radioterapia, etc...).

-Variables continuas o cuantitativas. Los pacientes se agruparon en dos grupos
segun las diferentes variables atendiendo a un punto de corte (por ejemplo cifras de
linfocitos al diagnostico <1x10°/L 6 >1x109/L, edad al diagndstico <60 6 >60 anos,
etc). La eleccion del punto de corte en cada caso fue la que presentaba mayores
diferencias en el test x* en los diferentes puntos de corte analizados para el “log-rank
test”.

A fin de evaluar el tiempo medio de SLE y la SG se utilizd el andlisis descrito por Kaplan-
Meier [209]. Las diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de

supervivencia fueron comprobadas mediante el “two tailed log-rank test”. Para el analisis
de supervivencia se incluyeron 54 pacientes siendo excluido un paciente por mortalidad

relacionada con el trasplante.

Para analizar la relacion de las diversas variables con la supervivencia y averiguar cuales
resultaban ser variables prondsticas independientes, aquellas variables que mostraron
impacto en la supervivencia y significacidon en el analisis univariante, fueron incluidas en un
analisis multivariante basado en la regresion de Cox [210]; se empled la regresién de Cox
con multiples variables con el método anterégrado condicional.

Los coeficientes obtenidos en la regresién de Cox son medidas que cuantifican el riesgo de
presentar cierta caracteristica respecto a no presentarla en base a la variable de estudio,
de manera que Exp() = Odds ratio donde P es el coeficiente resultado de la regresion
asociado a la variable participante en el modelo; es una forma de representar un riesgo
mediante el cociente entre el nimero de veces que ocurre un suceso frente a cuantas
veces no ocurre.

Cuando la variable independiente tratada es numérica como en nuestro caso (meses de
supervivencia), este valor se interpreta como el cambio en el riesgo cuando se incrementa
el valor de la variable, mientras que el resto de variables permanecen constantes.

Para el estudio de la recuperacién inmune precoz y evaluar su relacién con la supervivencia
se procedio de la misma manera. Se determind si existia efecto positivo de la recuperacién
inmune precoz si se mostraban diferencias en el analisis univariante y en las curvas de
supervivencia. Su importancia se determind en el andlisis multivariante. Asi mismo, para
estudiar de qué factores celulares depende la recuperacion linfocitaria precoz se realizaron
analisis de correlacién de Pearson y de Spearman.

Con los factores en los que se encontrd una a relacion lineal se realizé un analisis de
regresion lineal para estimar el grado de asociacidn existente.
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4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS.

4.2.1 Investigar la influencia del anticuerpo monoclonal Rituximab sobre
la composicion del injerto y la supervivencia.

Para estudiar el efecto del rituximab sobre el injerto se realizé un analisis univariante
consistente en una prueba de la t de Student para variables independientes, de igual forma
gue en el apartado anterior, con el objeto de comparar las diferencias de medias entre los
distintos subpoblaciones del injerto analizadas en los pacientes que recibieron rituximab y
los que no lo recibieron.

Para evaluar el tiempo medio de SLE y la SG se utilizé el analisis descrito por Kaplan-Meier
[210] de igual forma que en el apartado anterior.

4.2.2 Estudiar el papel de los linfocitos en distintos momentos de la
enfermedad sobre la supervivencia.

Se estudid la influencia del recuento absoluto de linfocitos sobre la supervivencia al
diagnostico, previo a la recoleccion de progenitores hematopoyéticos, y en diversos
momentos durante la fase de recuperacidn post-trasplante (dias 15 o RL precoz, dia 30, 90,
180y al afio del trasplante).

La supervivencia fue analizada segun el método descrito por Kaplan-Meier [209] de la
forma ya descrita anteriormente.

El estudio como variables prondsticas, si procede, se realizé segun analisis multivariante
segun la regresiéon proporcional de Cox [210].

4.2.3 Estudiar las posibles correlaciones de los cultivos clonogénicos con
las células CD34 y sus subpoblaciones.

Para ello se realizé un analisis de correlacién de Pearson y de Spearman entre las colonias
de tipo CFU-GM, CFU-E, CFU-MIX obtenidas durante los procesos de aféresis y los distintos

112



PACIENTES Y METODOS

subtipos de células CD34 progenitoras obtenidas. Intentaremos averiguar la importancia de
estos controles.
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1. OBJETIVO PRINCIPAL.

Investigar el papel de las subpoblaciones celulares del injerto
autdlogo en el resultado del trasplante de progenitores
hematopoyéticos en pacientes con linfoma.

1.1. ANALISIS DE LAS PRINCIPALES POBLACIONES DEL
INJERTO: CMN, CELULAS CD34 totales Y LINFOCITOS totales.
INFLUENCIA DE LOS PROCESOS DE CONGELACION Y
DESCONGELACION.

En este apartado se mostraran los resultados obtenidos de CMN totales, células
progenitoras CD34 totales y linfocitos totales del injerto, tanto con el cdlculo
precongelacién como post-descongelaciéon (cifra esta ultima que reflejara la cantidad
infundida en cada paciente). Posteriormente se expondran los resultados del anilisis de
supervivencia (analisis de Kaplan-Meier).

Los procesos de congelacion y descongelaciéon llevan consigo una pérdida celular que
puede afectar a las poblaciones que tienen influencia en la supervivencia. Por ello, se
estudiard también el efecto que han tenido dichos procesos sobre estos tipos celulares
(CMN, CD34 vy linfocitos totales) analizando la cantidad de células perdidas y si éstas son
determinantes o no para el resultado del TAPH.

Para ello se realizaron los calculos con los datos celulares de cada proceso de aféresis en
dos momentos distintos: antes de realizar la congelacion y después de realizar la
descongelacidn. El calculo obtenido después de la descongelacion de los criotubos control
es el que mas reflejard la cantidad y calidad de las células infundidas al paciente.

En las tablas que se muestran a continuacion (31,32,33) se exponen los resultados
obtenidos de CMN, células CD34 totales y linfocitos totales antes de realizar la congelacién
y después de realizar la descongelacién:

115



RESULTADOS

Tabla 31. Media, desviacion estandar (DS), mediana y rango de las CMN obtenidas.

CMNx108/Kg MEDIA DS MEDIANA RANGO
Pre-congelacion 6,35 4,62 4,95 0,039-22,2
Post-congelacion 5,92 4,36 5,43 0,041-19,8

Tabla 32. Media, desviacion estandar (DS), mediana y rango de las células CD34+ obtenidas.

CD34x10¢%/Kg MEDIA DS MEDIANA RANGO
Pre-congelacion 3,43 1,76 2,81 1,05-9,56
Post-congelacion 1,65 1,25 1,41 0,19-8,02

Tabla 33. Media, desviacidn estandar (DS), mediana y rango de los linfocitos totales obtenidos.

LINFOCITOSx10¢/Kg MEDIA DS MEDIANA RANGO
Pre-congelacion 303,76 236,71 241,55 0,11-1222
Post-congelacion 182,24 169,63 137,01 0,011-848

Teniendo en cuenta el recuento celular existente antes de la congelacion y después de realizar la
descongelacion, se calculé el porcentaje de pérdida celular y se compararon ambas medias (tabla
34):

Tabla 34. Porcentaje de pérdida celular.

CMNx10°/K CD34x10°/K LinFosx10°/K

MEDIA 6,77 51,89 38,69
P 0,07 <0,0001 <0,0001

El proceso de congelacidon-descongelacion no afecta de forma significativa al recuento de
CMN, sin embargo si que se produce una pérdida significativa de linfocitos y células CD34+.
Probablemente, en las CMN post-congelacién se incluyen células grandes muertas no
viables, que los contadores hematolégicos aun detectan como células, pero que no se han
incluido dentro del recuento de linfocitos y, sobre todo dentro del recuento de las CD34+
ya que las células no viables se perdieron en el proceso de marcaje y en la seleccion de las
ventanas de analisis de los datos de citometria de flujo.

En las siguientes tablas (35, 36 y 37) se muestran los resultados del andlisis de
supervivencia segun la estimacidon Kaplan-Meier, en funcidén de la cantidad de células
administradas para CMN, linfocitos y CD34+, respectivamente. Para ello se comparan dos
grupos utilizando varios puntos de corte, que incluyen puntos por encima y por debajo de
la mediana.
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Respecto a las CMN (tabla 35), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los puntos de corte analizados, mayor o menora 2, 3,4,5,6y
7 x10° células/Kg, ni para la SLE ni para la SG:

Tabla 35. CMN infundidas (pre-congelacion y post-descongelacion) y su relacion con la supervivencia. )(2 para “log-rank-
test” y P en los distintos puntos de corte para las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

SLE SG
CMN INFUNDIDAS (pre-congelacion) X’ (log-rank-test) P X’ (log-rank-test) P
>2 vs <2x10°/Kg 0,221 0,638 0,078 0,78
>3 vs <3x106/Kg 0,726 0,394 1,902 0,161
>4 vs <4x106/Kg 1,163 0,281 0,593 0,441
>5 vs <5x10°/Kg 0,364 0,546 0,131 0,718
>6 vs <6x10°/Kg 1,101 0,577 0,631 0,729
>7 vs <7x10°/Kg 2,152 0,142 1,911 0,167
CMN INFUNDIDAS (post-descongelacion) X’ (log-rank-test) X’ (log-rank-test)

>2 vs <2x10°/Kg 1,246 0,264 0,805 0,369
>3 vs <3x106/Kg 1,196 0,166 0,373 0,542
>4 vs <4x10°/Kg 0,021 0,884 0,039 0,843
>5 vs <5x10°/Kg 0,169 0,681 0,061 0,805

>6 vs <6x106/ Kg 0,033 0,856 0,001 0,974

Tampoco se obtuvieron diferencias significativas con los linfocitos en ninguno de los puntos
de corte analizados (mayor o menos de 100, 200, 300, 400, 500 y 600x106/Kg) ni con la SG
ni con la SLE (tabla 36):

Tabla 36. Linfocitos totales pre-congelacion y post-descongelacion y relacion con la supervivencia. xz para “log-rank-
test” y P en diferentes puntos de corte en funcién de la cantidad de linfocitos obtenidos para las curvas de Kaplan-
Meier de SLE y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

LINFOCITOS INFUNDIDOS (pre-congelacion)

SLP
X’ (log-rank-test)

P

SG

X’ (log-rank-test)

>100 vs <100 x 10°/Kg 0,0001 0,9898
>200 vs <200 x 10°/Kg 0,291 0,59 0,27 0,603
>300 vs <300 x 106/ Kg 0,983 0,322 0,022 0,881
>400 vs <400 x 106/ Kg 0,602 0,438 0,615 0,433
>500 vs <500 x 106/ Kg 0,044 0,834 0,002 0,968
>600 vs <600 x 106/ Kg 0,0001 0,988 0,033 0,856
LINFOCITOS INFUNDIDOS( post-descongelacion) x2 (log-rank-test) )(2 (log-rank-test)
>50 vs <50 x 106/Kg 0,067 0,938 0,088 0,767
>75 vs <75 x 10°/Kg 0,02 0,898 0,471 0,493
>100 vs <100 x 10°/Kg 0,055 0,815 0,205 0,651
>200 vs <200 x 10°/Kg 0,009 0,926 0,005 0,943
>300 vs <300 x 106/Kg 2,699 0,1 0,019 0,889
>400 vs <400 x 10°/Kg 0,181 0,67 0,166 0,683
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Por tanto ni la cantidad de CMN ni de linfocitos totales presentes en el injerto parecian
influir sobre la supervivencia de nuestros pacientes.

Respecto a las cifras de células progenitoras CD34+ si que obtuvimos influencia sobre la
supervivencia. En relacion con los productos de aféresis obtenidos antes de la congelacion,
los pacientes que obtienen >4x10° células CD34+/Kg poseen una SLE significativamente
mayor; no llega, sin embargo, a alcanzarse diferencias estadisticamente significativas
respecto a la SG (tabla 37 y grafico 14).

Cuando se analizan los pacientes en funcién de las células cuantificadas en las muestras de
descongelacidn (que es lo que realmente recibieron los pacientes), se pudo comprobar que
con cifras superiores a 1,5x10° células CD34+/Kg se obtenian SLE significativamente
mayores que en los pacientes con cifras por debajo de ese punto de corte. La SG fue
significativamente mejor cuando las cifras fueron superiores a 1x10° células CD34+/Kg
(tabla 37 y grafico 14).

Tabla 37. Células CD34 obtenidas (pre-congelacién y post-congelacion) y su relacién con la supervivencia. )(z para
“log-rank-test” y P en los distintos puntos de corte elegidos para las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de
significacion: p<0,05.

CD34+ INFUNDIDAS (pre-congelacion) xz (log-rank-test) P xz (log-rank-test)
>2 vs <2x10°/Kg 1,294 0,255 0,708 0,4
>2,81 vs <2,81x10°/Kg 1,926 0,165 0,532 0,466
>3 vs <3x10°/Kg 2,555 0,11 1,102 0,294
>3,5vs <3,5x106/ Kg 2,771 0,096 1,371 0,242
>4 vs <4x10°/Kg 4,865 0,027 2,136 0,144
>5 vs <5x10°/Kg 1,300 0,180 0,702 0,402
CD34+ INFUNDIDAS (post-descongelacién) x*(log-rank-test) P X’ (log-rank-test) P

>1 vs <1x10°/Kg 2,807 0,149 4,879 0,027
>1,41 vs <1,41x10°/Kg 3,534 0,06 3,816 0,05
>1,45 vs <1,45x10°/Kg 4,127 0,042 3,001 0,083

>1,5 vs <1,5x10%/Kg 4,127 0,042 3,001 0,083

>2 vs <2x10°/Kg 0,162 0,203 1,106 0,293

Por tanto, las células CD34 infundidas si influyen sobre la supervivencia, tanto con el
calculo realizado antes de la congelacidon (mejor SLE) como tras la descongelacion (mejor
SLE y SG). Las diferencias, sin embargo, no llegan a ser estadisticamente significativas con el
calculo pre-congelacién respecto a la SG (tabla 37).

Estos datos claramente indican que, al menos en nuestros pacientes, haya sido mas
importante el calculo post-congelacidn.

118



RESULTADQOS

Como es de esperar existe una alta correlacién entre las cifras pre-congelacidon y post-
descongelacién de células CD34+ obtenidas. A continuacidon se muestran los niveles de
correlacién y el gréfico de regresion lineal obtenido con su ecuacién (tabla 38 y grafico 13):

Tabla 38. Correlaciéon entre las cifras de células CD34 antes y después de la descongelacién.

Pearson Spearman
indice de correlacién p Rho p
0,3 0,03 0,45 0,001
10+
8— .

CD34 post = 0,95 + 0,21 x CD34 pre

S o
1 1

N
1

CD34 x 10E6/Kg post-descongelaciéon

CD34 x 10E6/Kg pre-congelacion

Grafico 13. Correlacion y analisis de regresion entre las cifras de CD34 pre-congelacion y post-descongelacion.

Atendiendo a la recta de regresion obtenida, para conseguir un nivel superior a 1,45-1,5 x
10° células CD34+/Kg de CD34 tras la descongelacion, debemos obtener al menos 2,62x10°
células CD34+/Kg. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el analisis
final multivariante y que como describiremos son cifras importantes a tener en cuenta para
conseguir una SLE y SG significativamente mejores (ver mas adelante).

A continuacién (grafico 14) se exponen las curvas de supervivencia segun la estimacion
Kaplan-Meier.

119



RESULTADQOS

A) B)
6
10 - CD34+ >4 x10°/Kg i o o CD34+ > 4 x 10°/Kg
’ 1 ]
€ 0,8- € 0,8
> ! —
9 P=0,027 § P=0,144
.g 0,6 80,6
; ;
; 0,4- ; 0,4 CD34+ < 4 x 10°/Kg
© CD34+ < 4 x 10°/Kg | 3
$0,2- £0,21
) 0}
0,0 0,0
I I I I I I I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140 0 50 100 150 200
SLE (meses) SG (meses)
C) D)
104 . 1,01 CD34+>1x10°/Kg
CD34+ > 1,45x10°/Kg }
£ o € 0,8
Eos 5
3 : P=0.027
80,67 5 067 o
5 P=0,042 -J 2 L
(] e ————
> 0.4 - > 0.4
Z04 _— S04 CD34+ < 1x10°/Kg ‘
) (0]
£0,2- CD34+ < 1,45x10°/Kg } 50,21
N n
0,07 0,01
I I I I I I I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140 0 50 100 150 200
SLE (meses) SG (meses)

Grafico 14. A) Curva de SLE en funcidn de la cantidad de células CD34+ obtenidas (pre-congelacion): >4 vs <4x106/Kg. La
media de SLE para el grupo de > 4x106/Kg fue de 53 vs 41 meses el grupo de < 4x106/Kg (p=0,049). B) Curva de SG en
funcidn de la cantidad de células CD34+ obtenidas (pre-congelacion): >4 vs <4x106/Kg. La media de SG para el grupo de
> 4x106/Kg fue de 80 vs 74 meses el grupo de <4x106/Kg (p=0,144). No se alcanzaron diferencias estadisticamente
significativas para SG. C) Curva de SLE en funcion de la cantidad total de células CD34+ obtenidas con el calculo post-
congelacion. La media de SLE para el grupo de 31,45x106/Kg fue de 55 vs 34 meses para el grupo de < 1,45x106/Kg
(p=0,042). D) Curva de SG en funcion de la cantidad total de células CD34+ obtenidas con el calculo post-congelacion.
La media de SG para el grupo de 31x106/Kg fue de 84 vs 32 meses para el grupo de <1x106/Kg (p=0,027).

A continuacién, en representacion grafica de tallos, podemos comprobar que la media de
SLE y SG fue significativamente mayor cuando se infundieron >1,5x10°/Kg y >1x10°/Kg
respectivamente (grafico 15).
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Grafico 15. A) Grafico de cajas que nos muestra en funcién de la cantidad total de células CD34+ (cdlculo post-
descongelacion) obtenidas la SLE alcanzada. La linea interior de la caja representa la mediana de supervivencia (Q2), el
limite inferior de la caja el Q1 (25%) y el superior el Q3 (75%). La media de SLP para el grupo de 31,5x106/Kg fue de 55
meses vs 34 (p=0,042). B) idem con SG. La media de SG para el grupo de 31x106/Kg fue de 84 meses vs 32 (p=0,027). Se
corresponde con las curvas mostradas en el grafico 14.
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1.2. ANALISIS DE LAS PRINCIPALES SUBPOBLACIONES DEL
INJERTO: SUBPOBLACIONES DE CELULAS CD34 Y
SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS.

En este apartado mostramos los resultados obtenidos de la composicién del injerto en base
a las distintas poblaciones celulares que lo componen. Se mostraran los datos estadisticos
descriptivos de la composicién celular del injerto y los datos del analisis de supervivencia.
En este caso, sélo disponemos de los datos obtenidos tras la descongelacion. Estos datos
reflejan la cantidad y calidad de las células infundidas al paciente pero no podemos
analizar cdmo se han comportado tras los procesos de congelacién y descongelacién al no
tener el analisis pre-congelacidn.

1.2.1 SUBPOBLACIONES DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS CD34.

El estudio de estas subpoblaciones se realizdé sobre muestras descongeladas, conservadas
en tubos de criopreservacién. Por tanto, todos los calculos reflejados a continuacién se
llevaron a cabo a partir del total de CMN obtenido después de la descongelacién (ver tabla
31). El valor medio de células progenitoras CD34+ fue de 1,65 x 10%/Kg (tabla 39). En esta
tabla, igualmente se muestran los resultados obtenidos para células CD34+ con o sin
expresion de los antigenos CD38 y DR.

Tabla 39. Progenitores CD34+. Expresion de CD38 y DR.

CD34+ (totales) CD34+DR+ CD34+CD38+ CD34+CD38+DR+
x10°/Kg x10°/Kg x10°/Kg x10°/Kg
MEDIA 1,65 1,58 1,50 1,46
DS 1,25 1,22 1,12 1,1
MEDIANA 1,41 1,4 1,13 1,23
RANGO 0,19-8,02 0,18-7,77 0,13-6,7 0,12-6,55

En la siguiente tabla (tabla 40) mostramos los resultados obtenidos de las células
progenitoras en funcidon de la expresion de CD133+ (progenitores inmaduros) y CD133-
(progenitores mas diferenciados):
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Tabla 40. Progenitores hematopoyéticos CD34+CD133+ y CD34+CD133-.

CD34+ (totales) x10°/Kg CD34+CD133+ x10°/Kg CD34+CD133- x10°/Kg
MEDIA 1,65 1,11 0,55
DS 1,25 0,97 0,39
MEDIANA 1,41 1,23 0,48
RANGO 0,19-8,02 6,20-0,09 1,82-0,07

Que a su vez podemos subdividir en funcidn de la expresion de CD38 y DR (tabla 41):

Tabla 41. Progenitores CD34+CD117+ en funcion de CD133, CD38 y DR.

TOTALES CD133+DR-CD38-/+ CD133+DR+CD38-/+ CD133-DR+CD38++ CD133-DR-CD38-/+

x10°/Kg x10°/Kg x10°/Kg x10°/Kg
1,66 0,02 1,09 0,47

MEDIA

MEDIANA 1,41 0,01 0,76 0,42
DS 1,26 0,02 0,97 0,35
RANGO 0,19-8,02 0,0-0,09 0,9-6,17 0,06-1,53

Los progenitores mayoritariamente obtenidos corresponden a CD34+CD133+, que son
progenitores multipotentes indiferenciados. En el siguiente grafico se representa la
distribucién de los 4 subtipos de progenitores descritos.

B CD117+CD34++CD133+DR-CD38-/+
5%
0 CD117+CD34++CD133+DR+CD38-/+

28%
66% B CD117+CD34+CD133-DR-CD38-/+

1%
0 CD117+CD34+CD133-DR+CD38++

Grafico 16. Distribucion de los progenitores en funcion de la expresion de las moléculas CD133, CD38 y DR.

Una vez analizada la influencia sobre la supervivencia de las células CD34 totales y de los
linfocitos, estudiamos, siguiendo la misma metodologia, la influencia de las distintas
subpoblaciones de progenitores CD34+ obtenidas en los productos de descongelacion
sobre la SLE y la SG.

Para estudiar las distintas subpoblaciones de CD34+ se analizaron primero los progenitores
CD34+ en funcién de la expresion de los antigenos DR y CD38, posteriormente analizamos
los progenitores CD34+CD133+ vs. CD34+CD133- y a continuacion las distintas
subpoblaciones en funcién de la expresién de CD133, CD38, CD117 y DR. Para dividir a los
pacientes en dos grupos homogéneos, se tomdé como punto de corte la mediana, mostrada
en las tablas 39, 40 y 41, y se compararon ambos grupos en términos de supervivencia
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Andlisis de los progenitores CD34+ segun la expresién de CD38 y DR.

Los progenitores que expresan CD38 y DR parecen definir a los progenitores mas
diferenciados o comprometidos. Este subtipo celular corresponderia a la célula progenitora
mieloide comprometida, que ya habria perdido la capacidad de diferenciarse en
precursores linfopoyéticos como se explicara en la discusion [218,219,220].

Cuando tomamos como punto de corte la mediana de células obtenidas tras la
descongelacién de cada poblacién y comparamos las curvas de supervivencia, observamos
siempre una diferencia de supervivencia a favor de mayor cantidad de células obtenidas.
Esta diferencia es significativa respecto a la SLE (tabla 42).

Tabla 42. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos mas diferenciados y su relacion con la supervivencia. xz para
“log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos (mediana de la poblacion) para las curvas Kaplan-Meier de SLP Y SG.
Nivel de significacién: p<0,05.

Punto de corte X2 P

(mediana) (log-rank-test)
CD34+DR+ SLE >1,4 vs <1,4x10°/Kg 4,127 0,042
SG >1,4 vs <1,4x10°/Kg 0,046 0,830
CD34+DR- SLE > 0,05 vs <0,05x10°/Kg 0,097 0,756
SG > 0,05 vs <0,05x10°/Kg 1,713 0,191
CD34+CD38+ SLE >1,13 vs <1,13x10°/Kg 4,543 0,033
SG >1,13 vs <1,13x10°%/Kg 3,568 0,059
CD34+CD38+DR+ SLE >1,23 vs <1,23x10°/Kg 1,804 0,179
SG >1,23 vs <1,23x10°/Kg 1,720 0,190

Los progenitores que expresan ambos marcadores CD34+CD38+DR+ y los que son DR- no
parecen ofrecer ventaja sobre la supervivencia, aunque existen diferencias a favor de la
curva de mayor contenido celular. Si que obtenemos diferencias estadisticamente
significativas con mayor SLE cuando infundimos mayor cantidad de 1,4x106/Kg de células
CD34+DR+ y de 1,13x10%°/Kg de CD34+CD38+. No hay diferencias sin embargo para las
curvas de SG (tabla 42).

A continuacidon mostramos las curvas de supervivencia segun la estimacion Kaplan-Meier y
tomando como punto de corte la cifra mediana las distintas subpoblaciones de células
infundidas (graficos 17-20).

124



RESULTADQOS

Z

CELULAS CD34+DR+ (punto de corte segin mediana obtenida):

A) B)
CD34+DR+ > 1,4x10°/Kg
1,07 CD34+DR+ > 1,4x10°/Kg 1,07
€ 0.8 |
Eo0s8 E08
@ @
80,67 80,67
2 P=0,042 ‘J 2
20,4 B .2 0,4 6
z —— > CD34+DR+ < 1,4x10°/Kg
) 5 )
%072_ CD34+DR+ < 1,4x10°/Kg %0’2_
0 0
0,0- 0,0-
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 0 50 100 150 200
SLE (meses) SG (meses)

Grafico 17. A) Curva de SLE en funcidn de la cantidad de células CD34+DR+ obtenidas. La media de SLE para el grupo de
> 1,4x106/Kg fue de 55 vs 35 meses para el grupo de < 1,4x106/Kg (p=0,042). B) Curva de SG en funcidn de la cantidad
de células CD34+DR+ obtenidas. La media de SG para el grupo de > 1,4x106/Kg fue de 81 vs 71 meses para el grupo de
< 1,4x10°%/Kg (p=0,083).
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Grafico 18. A) Curva de SLE en funcidn de la cantidad de células CD34+CD38+ obtenidas. La media de SLE para el grupo
de > 1,13x106/Kg fue de 54 vs 31 meses para el grupo de < 1,13x106/Kg (p=0,033). B) Curva de SG en funcion de la
cantidad de células CD34+CD38+ obtenidas. La media de SG para el grupo de > 1,13x106/Kg fue de 82 vs 65 meses para
el grupo de < 1,13x10°/Kg (p=0,059).
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Grafico 19. A) Curva de SLE en funcidn de la cantidad de células CD34+CD38+DR+ obtenidas. La media de SLE para el
grupo de > 1,23x106/Kg fue de 52 vs 35 meses para el grupo de < 1,23x106/Kg (p=0,179). B) Curva de SG en funcion de la
cantidad de células CD34+CD38+DR+ obtenidas. La media de SG para el grupo de > 1,23x106/Kg fue de 80 vs 69 meses
para el grupo de < 1,23x106/Kg (p=0,190).
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Grafico 20. A) Curva de SLE en funcién de la cantidad de células CD34+DR- obtenidas. La media de SLE para el grupo de
> 0,5x10°/Kg fue de 41 vs 44 meses para el grupo de < 0,5x10°/Kg (p=0,756). B) Curva de SG en funcién de la cantidad
de células CD34+DR- obtenidas. La media de SG para el grupo de > 0,5x106/Kg fue de 69 vs 82 meses para el grupo de
< 0,5x10°/Kg (p=0,830).
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Sin embargo, investigando otros puntos de corte, diferentes a la mediana, observamos que
todos los subtipos celulares tienen influencia de forma significativa sobre la supervivencia,
incluyendo la SG. Las cifras de células CD34+CD38+DR+ obtenidas, con los nuevos puntos
de corte, si que se relacionan claramente con la supervivencia y ademas con un “log-rank-
test” mayor; asi mismo llegan a existir diferencias estadisticamente significativas tanto
respecto a la SLE como para la SG para las células CD34+CD38+ y CD34+DR+ obtenidas
(tabla 43, graficos 21-23). No ocurre lo mismo para las células CD34+DR-, que siguen sin
mostrar impacto sobre la supervivencia analizando otros puntos de corte.

Tabla 43. Células CD34+ globales obtenidas (post-descongelacion) y su relacién con la supervivencia. xz para “log-
rank-test” y P en el punto de corte elegido (> 1 vs <1x106/Kg) para las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de
significacion: p<0,05.

Punto de corte x2 (log-rank-test) P
CD34+DR+ SLE > 1 vs <1x10°/Kg 4,031 0,045
SG > 1 vs <1x10°/Kg 7,016 0,008
CD34+CD38+ SLE > 1 vs <1x10°/Kg 5,821 0,016
SG > 1 vs <1x10°/Kg 4,475 0,034
CD34+CD38+DR+ SLE > 1 vs <1x10°/Kg 6,266 0,012
SG > 1 vs <1x10°/Kg 5,627 0,018

CELULAS CD34+DR+: > 1x10° vs < 1x10°/Kg.
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Grafico 21. A) Curva de SLE en funcién de la cantidad de células CD34+DR+ obtenidas (> 1x10° vs < 1x10°/Kg). La media
de SLE para el grupo de > 1x106/Kg fue de 52 vs 29 meses para el grupo de < 1x106/Kg (p=0,045). B) Curva de SG en
funcion de la cantidad de células CD34+DR+ obtenidas. La media de SG para el grupo de > 1x106/Kg fue de 87 vs 52
meses para el grupo de < 1x10°/Kg (p=0,045).
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CELULAS CD34+CD38+: > 1x10° vs < 1x10%/Kg.
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Grafico 22. A) Curva de SLE en funcion de la cantidad de células CD34+CD38+ obtenidas (> 1x10° vs < 1x106/Kg). La
media de SLE para el grupo de > 1x106/Kg fue de 53 vs 27 meses para el grupo de < 1x106/Kg (p=0,016). B) Curva de SG
en funcién de la cantidad de células CD34+CD38+ obtenidas (> 1x10° vs < 1x106/Kg). La media de SG para el grupo de >
1x10°%/Kg fue de 83 vs 54 meses para el grupo de < 1x10°/Kg (p=0,034).
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Grafico 23. A) Curva de SLE en funcion de la cantidad de células CD34+CD38+DR+ obtenidas (> 1x10° vs < 1x106/Kg). La
media de SLE para el grupo de > 1x106/Kg fue de 54 vs 28 meses para el grupo de < 1x106/Kg (p=0,012). B) Curva de SG
en funcidn de la cantidad de células CD34+CD38+DR+ obtenidas (> 1x10° vs < 1x106/Kg). La media de SG para el grupo
de > 1x10°/Kg fue de 85 vs 58 meses para el grupo de < 1x10°/Kg (p=0,018).
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Andlisis de los progenitores CD34+ segin la expresién de CD133.

Los progenitores CD34+CD133+ y CD34+CD133- son funcionalmente distintos y es
importante su analisis de forma separada [214, 215, 217].

Las curvas de supervivencia, tanto SG como la SLE muestran una ventaja en los pacientes
que reciben mayor cantidad, tanto de CD34+CD133+ como de CD34+CD133-, aunque las
diferencias no llegan a ser estadisticamente significativas (tabla 44).

Tabla 44. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos CD34+CD133+ y CD34+CD133- y su relaciéon con la
supervivencia. xz para “log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos (mediana de la poblacion) para las curvas
Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

Punto de corte X2 P

(mediana) (log-rank-test)
CD34 TOTALES SLE >1 vs <1x10°/Kg 3,871 0,049
SG >1,45 vs <1,45x10°%/Kg 4,127 0,042
CD34+CD133+ SLE >1,23 vs <1,23x10°/Kg 1,628 0,202
SG >1,23 vs <1,23x10%/Kg 2,095 0,148
CD34+CD133- SLE >0,48 vs <0,48x10°/Kg 3,167 0,075
SG 0,48 vs <0,48x10°/Kg 0,882 0,348

Para optimizar el punto de corte, se analizaron otros puntos de corte distintos a la mediana
(tabla 45). Para un posterior andlisis multivariante, el criterio de eleccién se realizé de
entre los que mostraban diferencias estadisticamente significativas, aquellos con mayor x>
para “log-rank-test” y mas cercanos a la mediana.

Tabla 45. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos CD34+CD133+ y CD34+CD133- y su relaciéon con la
supervivencia. )(z para “log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos al azar (superiores a la mediana de la poblacidn)
para las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

Células CD34+CD133+ Punto de corte X2 (log-rank-test) P

SLE >0,6 vs <0,6x10°/Kg 6,107 0,013
SG >0,6 vs <0,6x10°/Kg 4,391 0,036
SLE >1 vs <1x10°/Kg 3,54 0,06
SG >1 vs <1x10°/Kg 4,256 0,039
SLE >1,23 vs <1,23x10°/Kg 1,628 0,202
SG >1,23 vs <1,23x10°/Kg 2,095 0,148
SLE >1,5 vs <1,5x10°/Kg 2,950 0,086
SG >1,5 vs <1,5x10°/Kg 3,398 0,065
SLE >1,7 vs <1,7x10°/Kg 2,338 0,126
SG >1,7 vs <1,7x10°/Kg 1,738 0,187
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Células CD34+CD133- Punto de corte X2 (log-rank-test) P
SLE >0,25 vs <0,25x10°/Kg 1,936 0,164
SG >0,25 vs <0,25x10°/Kg 3,741 0,053
SLE >0,3 vs <0,3x10°/Kg 1,531 0,216
Se >0,3 vs <0,3x10°/Kg 0,551 0,458
SLE >0,48 vs <0,48x10°/Kg 3,167 0,075
SG >0,48 vs <0,48x10°/Kg 0,882 0,348
SLE >0,75 vs <0,75x10°/Kg 2,324 0,127
SG >0,75 vs <0,75x10°/Kg 3,261 0,071
SLE >1 vs <1x10°/Kg 2,918 0,088
SG >1 vs <1x10°/Kg 1,750 0,186

Para el andlisis de las células CD34+CD133- se pudo comprobar que aunque existen
diferencias, no llegan a ser estadisticamente significativas, tanto en la SLE como con la SG.
En este caso, las curvas en ambas poblaciones se comportan de igual forma, no pudiendo
decir que una es superior a la otra en términos de supervivencia, sin embargo las células
CD34+CD133+ si que se relacionan claramente con la supervivencia con los nuevos puntos
de corte investigados, inferiores a la mediana de células infundidas (tabla 45, grafico 24).

CELULAS CD34+CD133+: > 0,6x10° vs < 0,6x10°/Kg.
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Grafico 24. A) Curva de SLE en funcidn de la cantidad de células CD34+CD133+ obtenidas. La media de SLE para el grupo
de > 0,6x10°/Kg fue de 52,3 vs 28,2 meses el grupo de <0,6x10°/Kg (p=0,013). B) Curva de SG en funcién de la cantidad
de células CD34+CD133+ obtenidas. La media de SG para el grupo de 30,6x106/Kg fue de 86 vs 58,6 meses el grupo de
<0,6x10°/Kg (p=0,036).
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Andlisis de los progenitores CD34+ segun la expresion de CD133, CD38, CD117 y
DR.

Posteriormente se estudié con mayor detalle la relacién con la supervivencia de estas
subpoblaciones de células progenitoras CD34+CD133+ y CD34+CD133-, en funcién de la
expresion de los marcadores CD38 y HLA-DR. Igualmente se establecieron los puntos de
corte en funcion de la mediana de la cantidad de células recibidas. Los resultados se
muestran en la tabla 46:

Tabla 46. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos en funcion de CD133, CD38 y DR y su relaciéon con la
supervivencia. xz para “log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos (mediana de la poblacion) para las curvas
Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

Punto de corte X2
(mediana) (log-rank-test)
>0,01 vs <0,01x10°/Kg

SG >0,01 vs <0,01x10°/Kg 2,743 0,098
SLE >0,93 vs <0,93x10°/Kg 5,003 0,025
SG >0,93 vs <0,93x10°%/Kg 4,434 0,035
SLE >0,42 vs <0,42x10°/Kg 3,167 0,075
SG >0,42 vs <0,42x10°/Kg 0,882 0,348
SLE >0,06 vs <0,06x10°/Kg 0,073 0,788
SG >0,06 vs <0,06x10°/Kg 0,130 0,719

CD34+CD133+DR+CD38-/+

CD34+CD133-DR+CD38++

Se observa un fuerte impacto sobre la SG y la SLE en funcion de las cifras de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo. Tal y como se describe anteriormente en esta memoria, se
trata, de las células CD34+ mds inmaduras (CD34+CD133+) y a su vez la poblacién mas
numerosa. Respecto al resto de subpoblaciones, no se obtienen diferencias significativas
en la suoervivencia, pero es posible que aumentando la cantidad de células CD34+
obtenidas, se produzcan diferencias significativas en algin momento; para investigar este
efecto estudiamos otros puntos de corte en cada subpoblacion. Los resultados se muestran
en la tabla 47. El primer punto de corte corresponde a la mediana y a continuacidn
mostramos otros puntos de corte que corresponden progresivamente a una mayor
cantidad de células, con su x2 (log-rank-test y nivel de significacion).
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Tabla 47. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos en funcion de CD133, CD38 y DR y su relacion con la
supervivencia en funcion de diferentes puntos de corte. xz para “log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos para las
curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

Puntos de corte X2 (log-rank-test)

SLE >0,04 vs <0,04x10°/Kg 0,348 0,555
SG >0,04 vs <0,04x10°/Kg 0,188 0,664
SLE >0,06 vs <0,06x10°/Kg 0,073 0,788
SG >0,06 vs <0,06x10°/Kg 0,130 0,719
SLE >0,1 vs <0,1x10°/Kg 0,112 0,738
SG >0,1 vs <0,1x10°/Kg 1,330 0,249
SLE >0,15 vs <0,15x10°/Kg 2,864 0,91
G >0,15 vs <0,15x10°/Kg 2,164 0,141
SLE >0,005 vs <0,005x10°/Kg 0,520 0,471
SG >0,005 vs <0,005x10°/Kg 2,654 0,103
SLE >0,01 vs <0,01x10°/Kg 0,264 0,606
SG >0,01 vs <0,01x10°/Kg 2,743 0,098
B) CD34+CD133+DR-CD38-/+ | SLE >0,02 vs <0,02x10°/Kg 0,516 0,473
SG >0,02 vs <0,02x10°/Kg 0,464 0,496
SLE >0,025 vs <0,025x10°/Kg 1,566 0,211
G >0,025 vs <0,025x10°/Kg 1,644 0,200
SLE >0,03 vs <0,03x10%/Kg 0,853 0,356
SG >0,03 vs <0,03x10°/Kg 0,471 0,493
SLE >0,5 vs <0,5x10°/Kg 9,392 0,002
SG >0,5 vs <0,5x10°/Kg 6,997 0,008
SLE >0,76 vs <0,76x10°/Kg 2,536 0,111
SG >0,76 vs <0,76x10°/Kg 4,123 0,042
C) CD34+CD133+DR+CD38-/+ | SLE >0,95 vs <0,95x10%/Kg 5,003 0,025
G >0,95 vs <0,95x10°/Kg 4,434 0,035
SLE >1 vs <1x10%/Kg 3,540 0,06
SG >1 vs <1x10°/Kg 4,256 0,039
SLE >1,5 vs <1,5x10%/Kg 2,950 0,086
SG >1,5 vs <1,5x10°/Kg 3,398 0,065
SLE >0,3 vs <0,3x10°/Kg 13,076 0,000
SG >0,3 vs <0,3x10°/Kg 6,225 0,013
SLE >0,42 vs <0,42x10°/Kg 3,167 0,075
SG >0,42 vs <0,42x10°/Kg 0,882 0,348
D) CD34+CD133-DR+CD38++ | o 0,75 vs <0,75x10°%/Kg 2,321 0,128
SG >0,75 vs <0,75x10°/Kg 3,045 0,081
SLE >1 vs <1x10%/Kg 2,918 0,088
SG >1 vs <1x10°/Kg 1,750 0,186

Ningun punto de corte llega a mostrar diferencias estadisticamente significativas en las
subpoblaciones minoritarias (CD34+CD133+DR-CD38bajo y CD34+CD133-DR+CD38bajo), sin
embargo las subpoblaciones CD34+CD133+DR+CD38bajo y CD34+CD133-DR+CD38++,
ambas mayoritarias en el inéculo, muestran diferencias significativas, con mejor
supervivencia cuando se infunden en cantidades iguales o superiores a 0,5 x 10°/Kg y 0,3 x
10°/Kg respectivamente.

En resumen, obtenemos diferencias significativas en las curvas de SG y en la SLE para las
cifras post-congelacion de células CD34 totales y de las subpoblaciones CD34+CD133+,
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CD34+CD133+DR+CD38bajo y CD34+CD133-DR+CD38++ en los términos resumidos en la
tabla 48 y que se tendran en cuenta mds adelante para el analisis multivariante.

Tabla 48. Subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos en las que se obtienen diferencias estadisticamente
significativas en relacion con la supervivencia. )(2 para “log-rank-test” y P en los puntos de corte elegidos para las curvas
Kaplan-Meier de SLE Y SG. Nivel de significacion: p<0,05.

Punto de corte X2 (log-rank-test) P
CD34 TOTALES SLE >1 vs <1x10°/Kg 3,871 0,049
SG >1,45 vs <1,45x10°/Kg 4,127 0,042
CD34+CD133+ SLE >0,6 vs <0,6x10°/Kg 6,107 0,013
SG >0,6 vs <0,6x10°/Kg 4,391 0,036
CD34+CD133-DR+CD38++ SLE >0,3 vs <0,3x10°/Kg 13,076 0,000
SG >0,3 vs <0,3x10°/Kg 6,225 0,013
CD34+CD133+DR+CD38-/+ SLE >0,95 vs <0,95x10°/Kg 5,003 0,025
SG >0,95 vs <0,95x10°%/Kg 4,434 0,035
SLE >0,5 vs <0,5x10°/Kg 9,392 0,002
SG >0,5 vs <0,5x10°/Kg 6,997 0,008

A continuacién se muestran las curvas de Kaplan-Meier obtenidas respecto a la SLE y SG de
la subpoblaciones CD34+CD133-DR+CD38++ y CD34+CD133+DR+CD38-/+ (graficos 25, 26 y
27).

CELULAS CD34++CD133+DR+CD38-/+: > 0,95x10° vs < 0,95x10%/Kg.
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Grafico 25. A) Curva de SLE en funcién de la cantidad de células CD34++CD133+DR+CD38-/+ obtenidas. La media de SLE
para el grupo de > 0,95x106/Kg fue de 55,4 vs 34,9 meses el grupo de <0,95x106/Kg (p=0,025). B) Curva de SG en
funcién de la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38-/+ obtenidas. La media de SG para el grupo de 30,95x106/Kg
fue de 88,6 vs 64,6 meses el grupo de <0,95x10°/Kg (p=0,035).
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CELULAS CD34++CD133+DR+CD38-/+: > 0,5x10° vs < 0,5x10°/Kg.
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Grafico 26. A) Curva de SLE en funcién de la cantidad de células CD34++CD133+DR+CD38-/+ obtenidas. La media de SLE

para el grupo de > 0,5x10°/Kg fue de 51,6 vs meses 18,5 el grupo de <0,5x10°/Kg (p=0,002). B) Curva de SG en funcién

de la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38-/+ obtenidas. La media de SG para el grupo de 30,5x106/Kg fue de
85,6 vs 39,7 meses el grupo de <0,5x106/Kg (p=0,008).

CELULAS CD34+CD133-DR+CD38++: > 0,3x10° vs < 0,3x10%/Kg.

A) B)
1,01 CD34+CD133-DR+CD38++ > 0,3x10°/Kg ' CD34+CD133-DR+CD38++ > 0,3x10°/Kg
1,07
£ 0,8
> £ 0,8
Q 5
® 3
@ 0,6 ©
‘0 @ 0,67 P=0,013
c ! ) !
g P=0,001 S
E 0,4 — ; 0.4
0] Z
o o 6
>0 g. CD34+CD133-DR+CD38++ < 0,3x10°/Kg
w0y, o 0,27
CD34+CD133-DR+CD38++ < 0,3x10°/Kg
0,07 0,0

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 50 l(IJO 1%0 2(|)0

SLE (meses) SG (meses)

Grafico 27. A) Curva de SLE en funcién de la cantidad de células CD34+CD133-DR+CD38++ obtenidas. La media de SLE
para el grupo de > 0,3x10°/Kg fue de 53,1 vs 21 meses el grupo de <0,3x10°/Kg (p<0,001). B) Curva de SG en funcién de
la cantidad de células CD117+CD34+CD133-DR+CD38++ obtenidas. La media de SG para el grupo de 30,3x106/Kg fue de
85,5 vs 49 meses el grupo de <0,3x10°/Kg (p=0,013).
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1.2.2 SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS.

Para cada uno de los subtipos de linfocitos analizados se expondrdn los resultados de
estadisticos descriptivos obtenidos: medias, desviaciones estandar, medianas y rango
obtenidos en cada poblaciéon de linfocitos analizada y a continuacidn los resultados del
analisis de supervivencia segun estimaciéon Kaplan-Meier.

En las tablas siguientes (tablas 49 a 54) se muestran los resultados de los estadisticos
descriptivos obtenidos de las distintas subpoblaciones de linfocitos analizadas.

Tabla 49. Cantidad total obtenida de linfocitos T, B, NK y y6.

POBLACION MEDIA DS MEDIANA MAXIMO MiNIMO
Linfocitos totales x106/ Kg 182,24 169,63 137,01 847,91 0,01
1. Linfocitos B (CD19+) x10°/Kg 8,14 18,45 1,09 111,61 0,00
2. Linfocitos T (CD3+) x10°/Kg 142,51 131,06 110,02 585,74 0,00
3. Linfocitos NK x106/ Kg 31,57 42,75 19,85 263,48 0,00

Tabla 50. Subtipos de linfocitos T y expresion global de distintos marcadores.

POBLACION MEDIA DS  MEDIANA MAXIMO MINIMO
Linfocitos T (CD3+) x10°/Kg 142,51 131,06 110,02 585,74 0,00
1. Linfocitos T CD4+ x106/ Kg 64,79 65,15 45,81 288,39 0,00
2. Linfocitos T CD8+ x10°/Kg 66,36 69,97 48,93 370 0,00
3. Linfocitos T TCRy6+ x10°/Kg 9,86 13,89 3,32 57,01 0,00
Expresion de distintos marcadores en linfocitos T
Linfocitos T CD16+ x10°/Kg 42,50 68,47 20,33 368,77 0,00
Linfocitos T CD56+ x10°/Kg 58,84 71,83 36,19 387,39 0,00
Linfocitos T CD56++ x106/ Kg 3,72 4,72 2,55 29,01 0,00
Linfocitos T NKG2D+ x10°/Kg 87,84 102,15 61,48 645,41 0,00
Linfocitos T CD158a+ x106/ Kg 6,82 13,14 3,13 69,89 0,00
Linfocitos T CD158b+ x106/ Kg 12,54 18,20 5,58 106,14 0,00

Tabla 51. Subtipos de linfocitos T CD4+.

POBLACION MEDIA° DS MEDIANA MAXIMO MINIMO
Linfocitos T CD4+ x10°/Kg 64,79 65,15 45,81 288,39 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD16+ x10°/Kg 0,78 1,93 0,25 14,05 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD56+ x10°/Kg 8,28 13,41 3,38 74,27 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD56++ x106/ Kg 0,39 0,64 0,13 3,54 0,00
Linfocitos CD3+CD4+NKG2D+ x106/ Kg 0,07 0,36 0,00 2,65 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD158a+ x10°/Kg 0,47 1,01 0,19 6,28 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD158b+ x10°/Kg 0,56 1,38 0,15 7,45 0,00
Linfocitos CD3+CD4+CD158a+CD158b+ x10°/Kg 0,03 0,04 0,01 0,23 0,00
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Tabla 52. Subtipos de linfocitos T CD8+.

POBLACION MEDIA DS MEDIANA MAXIMO MINIMO
Linfocitos T CD8+ x106/ Kg 66,36 69,97 48,93 370 0,00
Linfocitos T CD8+totales x106/Kg 66,36 69,97 48,93 370 0,00
Linfocitos CD3+CD8+TCRy&- x106/Kg 63,91 67,64 48,55 356,13 0,00
Linfocitos CD3+CD8+ CD16+ x106/Kg 5,62 12,27 1,88 66,78 0,00
linfocitos CD3+CD8+ NKG2D+ x105/Kg 51,83 58,27 36,08 333,73 0,00
linfocitos CD3+CD8+ CD56+ x106/Kg 13,31 19,97 6,90 112,25 0,00
Linfocitos CD3+CD8+ CD56++ x106/ Kg 0,63 1,26 0,27 8,34 0,00
Linfocitos CD3+CD8+ CD158a+ x105/Kg 1,34 3,10 0,49 19,07 0,00
linfocitos CD3+CD8+ CD158b+ x106/ Kg 2,78 4,53 1,47 24,58 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158a+CD158b+ x106/ Kg 0,25 0,52 0,08 3,56 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158a+CD16+ x106/ Kg 0,60 2,08 0,14 14,85 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158a+CD56+ x105/Kg 1,17 3,02 0,25 19,07 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158a+CD56++ x106/ Kg 0,37 0,89 0,14 6,28 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158a+NKG2D+ x106/ Kg 1,03 2,23 0,38 13,59 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158b+ x106/ Kg 2,78 4,53 1,47 24,58 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158b+CD16+ x106/ Kg 0,59 1,69 0,19 11,65 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158b+CD56+ x106/Kg 1,37 3,30 0,43 22,68 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158b+CD56++ x105/ Kg 0,03 0,05 0,01 0,23 0,00
Linfocitos CD3+CD8+CD158b+NKG2D+ x106/Kg 2,25 4,11 0,98 23,51 0,00
Tabla 53. Subtipos de linfocitos T TCR y&+.
POBLACION MEDIA DS MEDIANA MAXIMO MINIMO
Linfocitos T TCRy&+ x106/Kg 9,86 13,89 3,32 57,01 0,00
Linfocitos TCR y8+CD8+ x105/Kg 2,46 4,76 0,84 26,16 0,00
Linfocitos TCRy8+CD16+ x106/ Kg 3,72 9,15 0,53 42,45 0,00
linfocitos TCRy5+CD56+ x10°/Kg 3,70 521 1,77 21,81 0,00
linfocitos TCRy8+CD56++ x10°/ Kg 0,50 1,12 0,14 7,31 0,00
Linfocitos TCRy6+NKG2D+ x106/Kg 8,91 13,10 2,87 54,68 0,00
Linfocitos TCRy6+CD158a+ x106/ Kg 0,84 2,02 0,25 13,93 0,00
Linfocitos TCRy6+CD158b+ x106/Kg 1,19 2,73 0,35 15,26 0,00
Linfocitos TCRy6+CD158a+CD158b+ x106/Kg 0,78 1,93 0,25 14,05 0,00

Tabla 54. Subtipos de células NK y expresion de distintos marcadores.

POBLACION MEDIA DS MEDIANA MAXIMO MINIMO
Células NK 31,57 42,75 19,85 263,48 0,00
1. Células NK CD16+CD56+ x10°/Kg 21,42 35,83 11,22 238,91 0,00
2. Células NK CD16+CD56- x10°/Kg 7,96 10,17 4,09 57 0,00
3. Células NK CD16-CD56++ x10°/Kg 2,20 2,20 1,49 9,82 0,00

Expresion de distintos marcadores en las células NK

Células NK CD8+ x106/Kg 3,79 5,86 1,99 35,17 0,00
Células NK CD16+ x106/Kg 29,01 41,52 15,66 260,45 0,00
Células NK CD56+ x106/Kg 21,42 35,83 11,22 238,91 0,00
Células NK CD56++ x106/Kg 1,09 1,27 0,58 5,34 0,00
Células NK NKG2D+ XIOG/Kg 20,90 36,16 10,98 247,40 0,00
Células NK CD158a+ x106/Kg 7,74 13,65 3,22 73,56 0,00
Células NK CD158b+ x10°/Kg 7,11 12,74 2,23 72,92 0,00
Células NK CD158a+CD158b+ x10°/Kg 0,75 1,09 0,26 5,76 0,00

RESULTADQOS
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En el siguiente grafico (grafico 28) se expresa la distribucion de CD16, CD56 en las células
NKy se define un ratio de células NK 16+56+/16+56- infundidas que resulto ser 2,7.

DcD16+CDS6+ Media NK CD16+56+/16+56- = 2,7
B CD16+CD56-
D CD16-CD56++

Grafico 28. Distribucion de las células NK.

Para estudiar la influencia sobre la supervivencia de las distintas subpoblaciones de
linfocitos, se dividieron a los pacientes en dos grupos homogéneos, se tomdé como punto
de corte la mediana y se compararon ambos grupos en términos de supervivencia (SLE y
SG).

Principales subpoblaciones linfocitarias.

A continuacién (tabla 55) se exponen los resultados obtenidos de las curvas de
supervivencia de las principales subpoblaciones linfocitarias y de los linfocitos con
expresiéon de los antigenos CD16+, CD56+, CD56++, NKG2D, CD158a y CD158b y tomando
como punto de corte la mediana de la cantidad de células obtenidas. Como se puede
comprobar no se obtienen diferencias significativas ni para la SLE ni para la SG.

Tabla 55. Principales subpoblaciones linfocitarias y expresion global de los marcadores CD16+, CD56+, CD56++,
NKG2D, CD158a y CD158b en los linfocitos obtenidos. Relacion con la supervivencia segtin estimacion de Kaplan-
Meier. Los puntos de corte elegidos corresponden a las cifras medianas.

P
SG

LINFOCITOS B (CD19+) SLE >1,10 vs < 1,10x10°/Kg 0,399
LINFOCITOS T (CD3+) SLE >110,02 vs < 110,02x10°/Kg 0,690 0,526
LINFOCITOS NK SLE >19,85 vs < 19,85x10%/Kg 0,746 0,554
LINFOCITOS TCR y&+ SLE >3,32 vs <3,32x10%/Kg 0,604 0,866
LINFOCITOS CD3+CD4+ SLE >45,81 vs <45,81x10°/Kg 0,972 0,777
LINFOCITOS CD3+CD8+ TOTALES SLE >48,93 vs <48,93x10°/Kg 0,826 0,574
EXPRESION GLOBAL CD158a+ SLE >3,13 vs <3,13x10%/Kg 0,297 0,454
EXPRESION GLOBAL CD158b+ SLE >5,58 VS <5,58x10°/Kg 0,459 0,603
EXPRESION GLOBAL NKG2G+ SLE >61,48 vs <61,48x10°/Kg 0,839 0,618
EXPRESION GLOBAL CD16+ SLE >20,33 vs <20,33x10°/Kg 0,918 0,635
EXPRESION CD56+ SLE >36,19 vs <36,19x10°/Kg 0,827 0,577
EXPRESION CD56++ SLE >2,55 vs <2,55x10°/Kg 0,592 0,580
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Analizando otros puntos de corte distintos a la cifra mediana tampoco se obtienen

diferencias en la supervivencia (tabla 56):

Tabla 56. )(2 para “log-rank-test” y P para estimacion Kaplan-Meier de SLE Y SG en diferentes puntos de corte.

SUBPOBLACIONES Punto de corte SLE SG

X’ (log-rank-test) P X’ (log-rank-test) P
>30 vs <30 x 10°/Kg 0,001 0,973 0,274 0,601
LINFOCITOS CD3+CD4+ totals >50 vs <50 x 10°/Kg 0,034 0,854 0,012 0,913
>60 vs <60 x 10°/Kg 0,000 0,987 1,603 0,206
>70 vs <70 x 10°/Kg 0,372 0,796 0,579 0,447
>2 vs <2 x 10°/Kg 0,995 0,318 0,518 0,472
LINFOCITOS TCR y&+ >4 vs <4 x 10°/Kg 0,004 0,947 0,824 0,364
>5 vs <5 x 10°/Kg 0,023 0,879 0,544 0,461
>6 vs <6 x 10°/Kg 0,057 0,811 0,485 0,486
>10 vs <10 x 10°/Kg 1,133 0,287 0,308 0,579
LINFOCITOS NK >20 vs <20 x 10°/Kg 0,011 0,918 0,175 0,676
>30 vs <30 x 10°/Kg 0,009 0,923 0,209 0,648
>40 vs <40 x 10°/Kg 0,240 0,624 0,465 0,495
>30 vs <30 x 10°/Kg 0,393 0,531 0,059 0,809
LINFOCITOS CD3+CD8+ totales >50 vs <50 x 10°/Kg 0,193 0,661 0,151 0,796
>60 vs <60 x 10°/Kg 0,054 0,816 0,200 0,655
>70 vs <70 x 10°/Kg 0,410 0,552 0,700 0,403
>2 vs <2 x 10°/Kg 0,155 0,213 0,152 0,218
EXPRESION KIR (CD158a) >4 vs <4 x 10°/Kg 0,001 0,982 0,077 0,781
>5 vs <5 x 10°/Kg 0,003 0,955 0,192 0,661
>6 vs <6 x 10°/Kg 0,271 0,603 1,245 0,264
>4 vs <4 x 10°/Kg 0,061 0,804 0,373 0,542
EXPRESION KIR (CD158b) >6 VS <6 X 10%/ Kg 0,011 0,917 0,120 0,728
>7 vs <7 x 10°/Kg 0,053 0,818 0,356 0,551
>8 vs <8 x 10°/Kg 0,354 0,552 0,024 0,876
>30 vs <30 x 10°/Kg 0,009 0,923 0,106 0,745
EXPRESION NKG2D >40 vs <40 x 10°/Kg 0,147 0,702 0,620 0,431
>60 vs <60 x 10°/Kg 0,041 0,839 0,249 0,618
>70 vs <70 x 10°/Kg 0,016 0,898 0,767 0,381

Subpoblaciones de linfocitos CD4, CD8, TCRy&S y células NK.

En las tabla siguiente (tabla 57) se exponen los resultados los resultados obtenidos de las

curvas de supervivencia de las principales subpoblaciones de linfocitos CD4, CD8, TCRyé y

células NK y su relaciéon con la supervivencia segln estimacién de Kaplan-Meier. Los puntos

de corte elegidos corresponden a las cifras medianas. Como en el caso de los linfocitos

totales infundidos, del andlisis efectuado se concluye que no se obtienen ventajas sobre la
supervivencia (SG ni SLE) en funcién de la cantidad de las distintas subpoblaciones de

linfocitos maduros infundidas ni con la expresion de moléculas KIR2D ni NKG2D.
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Tabla 57. Subpoblaciones de linfocitos CD4, CD8, TCRyé y células NK. )(2 para “log-rank-test” y
P para estimacion Kaplan-Meier de SLE Y SG en diferentes puntos de corte. No obtenemos

ningun resultado significativo.

NK CD16+

NK CD8+

NK NKG2D+

NK CD56+

NK CD56++

NK CD158a+

NK CD158b+

NK CD158a+CD158b+

NK CD16+CD56+

NK CD16+CD56-

NK CD16-CD56++
Ratio 16+56-/16+56+

CD158b y CD158aCD158h.
>15,66 vs <15,66x10°/Kg
>1,99 vs <1,99x10%/Kg
210,98 vs <10,98x10°/Kg
211,22 vs <12,22x10°%/Kg
20,58 vs <0,58x10%/Kg
3,22 vs <3,22x10%/Kg
22,23 vs<2,23x10%/Kg
50,26 vs<0,26x10°/Kg

211,22 vs <11,22x10°/Kg
>4,09 vs <4,09x10°%/Kg
>1,49 vs <1,49x10°/Kg
20,36 vs <0,36x10°/Kg

Células NK obtenidas. Expresién de CD16+, CD8, NKG2D, CD56+, CD56++, CD158a,

0,746
0,693
0,864
0,853
0,844
0,822
0,852
0,431

I Subpoblaciones de células NK

0,646
0,661
0,650
0,514

Punto de corte (mediana) P |

SLE G |

. LINFOCITOSCD3+CD4+
CD3+CD4+CD16+ 20,25 vs <0,25x10°/Kg 0,669 0,183
CD3+CD4+NKG2D+ >0,00 vs =0,00x10%/Kg 0,894 0,138
CD3+CDA+CD56+ >3,38vs -:3,38):105ng 0,527 0,332
CD3+CDA+CD56++ 0,13 vs -:0,13):105ng 0,762 0,342
CD3+CD4+CD158a+ 20,19 vs <0,19x10°/Kg 0,082 0,071
CD3+CD4+CD158b+ 20,15 vs <0,15x10%/Kg 0,476 0,571
CD3+CD4+CD158a+CD158hb+ =0,01 vs -:'D,Dlxlﬂﬁfl(g 0,623 0,425

. LINFOUTOSCD3+CD8+
CD3+CD&+yb- >48,55 vs <48,55x10° /Kg 0,661 0,697
CD3+CDE+CD16+ pb- =1,88vs ﬁ],SSKlOﬁng 0,752 0,994
CD3+CDE+ yb-NKG2D+ >36,08 vs -:35,08):105,’}(3 0,755 0,647
CD3+CD8+ y5-CDS6+ >6,90 vs ﬁS,QDxllDﬁng 0,578 0,992
CD3+CD8+ y5-CD56++ 20,27 vs 20,27x10%/Kg 0,602 0,337
CD34CD8+ y56-CD158a+ >0,49 vs -:0,49::105}’ Kg 0,877 0,571
CD34CD8+ y6-CD158b+ =147 vs -:1,4?):105ng 0,068 0,353
CD3+CD8+ yi- =0,08 vs -:'D,E}leﬂﬁf Kg 0,089 0,700
CD3+CD8+ y5-CD158a+CD16+ 20,14 vs <0,14x10°/Kg 0,811 0,696
CD3+CD8+ y5-CD158a+NKG2D+ 0,38 vs <0,38x10°/Kg 0,498 0,240
CD3+CD8+ y5-CD158a+CD56+ >0,25 vs -:'D,ZlelDﬁﬂ(g 0,944 0,678
CD3+CD8+ y5-CD158a+CD56++ 20,14 vs <0,14x10°/Kg 0,814 0,127
CD3+CD8+ y5-CD158b+CD16+ 20,19 vs <0,19x10°/Kg 0,109 0,612
CD3+CD8+ y5-CD158h+NKG2D+ >0,98 vs <0,98x10°/Kg 0,093 0,423
CD3+CD8+ y5-CD158b+CD56+ >0,43 vs -:0,43):105ng 0,409 0,410
CD3+CD8+ y5-CD158b+CD56++ =0,01vs -:'D,Dlxlﬂﬁfl(g 0,609 0,748

T wvoamosTarve
TCRyb+CD16+ >0,53 vs -:0,53:-110st3 0,132 0,431
TCRy&+NKGZD+ >2,87 vs -:Z,E?XIOE{KE 0,895 0,518
TCRy5+CD56+ 21,77 vs <1,77x10°/Kg 0,604 0,866
TCRy5+CD56++ 0,14 vs <0,14x10°/Kg 0,965 0,892
TCRy&+CD158a+ >0,25 vs -:0,25:-1105{}(3 0,334 0,202
TCRy&+CD158b+ >0,35vs -:0,35:-1105{}(3 0,549 0,809
TCRy5+CD158a+CD158b+ 20,25 vs <0,25x10°/Kg 0,814 0,669
TCRy5+CD3+CD84 20,84 vs <0,84x10°/Kg 0,818 0,539

0,554
0,669
0,634
0,900
0,431
0,910
0,533
0,554

0,929
0,700
0,660
0,669
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2. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

2.1. INVESTIGAR LA INFLUENCIA DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL RITUXIMAB SOBRE LA COMPOSICION DEL
INJERTO Y LA SUPERVIVENCIA.

Se analizo el efecto del tratamiento previo al trasplante con rituximab.

De entre los pacientes con LNH se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas en
términos de supervivencia (SG y SLE) al comparar los pacientes que recibieron tratamiento
con rituximab previo al trasplante con aquellos que no lo recibieron. Los datos se resumen
a continuacion (tabla 58):

Tabla 58. Mediana de los meses de SG y SLE de los pacientes con LNH que recibieron rituximab (22) en comparacién con
los que no lo recibieron (21). Estimacion Kaplan-Meier de SLE y SG para ambos grupos. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas a favor del grupo que recibié tratamiento con rituximab.

SG (MESES) SLE (meses)
Media DS Mediana | Rango Media DS Mediana | Rango
SI RITUXIMAB 67,2 29,76 67,5 15-112 39 27,21 33 4-84
NO RITUXIMAB 77 51,71 63 14-180 45,6 46,27 19 3-148
p X’ (log-rank-test) p X’ (log-rank-test)
Kaplan-Meier 0,02 5,391 0,008 7,097

Las medias muestran un resultado contradictorio, lo que explica que no se obtuvieran
diferencias en el analisis univariante (comparacion de medias de supervivencia, ver tabla
78, seccion 3.1); sin embargo la mediana de supervivencia es superior en el grupo que
recibid rituximab. Las curvas acumuladas de supervivencia (SLE y SG) segln estimacion
Kaplan-Meier para ambos grupos de pacientes muestran diferencias estadisticamente
significativas para los pacientes que recibieron rituximab pretrasplante (grafico 29).
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Grafico 29. Curva de SLE y SG en funcion del tratamiento con rituximab. La mediana de SLE para el grupo que recibié
rituximab fue de 33 vs 19 meses para el que no lo recibié (p=0,008). La mediana de SG para el grupo que recibié
rituximab fue de 67,5 vs 63 meses para el que no lo recibié (p=0,02).

A continuacidn se muestra graficamente segun diagrama de cajas la mediana de los meses
de supervivencia entre los pacientes que reciben rituximab pretrasplante y los que no
(grafico 30).

2007 Grafico 30. Diagrama de cajas que representa conjuntamente los

meses de SLE y SG entre los pacientes que recibieron rituximab y
los que no. La linea interior de la caja representa la mediana de

1501 supervivencia (Q2), el limite inferior de la caja el Q1 (25%) vy el
superior el Q3 (75%).
1001
) .
SG
NO ‘

Sl

o

RITUXIMAB

Se realizd una comparacion de medias (prueba T para muestras independientes) entre los
distintos tipos celulares de los que recibieron rituximab y los que no para ver si afectaba a
la recoleccién de progenitores CD34+ y de linfocitos maduros y a sus subpoblaciones.

En las tablas 59 y 60 se muestran los resultados que ofrecieron diferencias significativas.
Asi se pudo comprobar que el tratamiento con rituximab no afecta a la cantidad de células
CD34+ recolectadas ni a las diferentes subpoblaciones de progenitores analizadas. En
cambio si afecta a la cantidad de CMN vy linfocitos totales recolectados debido a una
disminucién de la cantidad de linfocitos B (CD19+ recogida). No afecta al resto de
subpoblaciones de linfocitos (T ni NK).
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Tabla 59. Diferencias en el contenido celular de las muestras celulares obtenidas en relacién a las CMN, CD34 y
subtipos de CD34 obtenidos entre los pacientes que recibieron rituximab y los que no.

SUBTIPO CELULAR SI RITUXIMAB NO RITUXIMAB
Media Desviacion Media Desviacion P
CMN pre-cong (x 108/Kg) 4,84 4,33 7,35 4,59 0,04
CMN post-descon (x 108/Kg) 4,95 3,9 6,57 4,6 0,17
CELULAS CD34+ (x10°/kg)

CD34+ pre-cong (x106/Kg) 3,44 1,8 3,41 1,76 0,94
CD34+ post-desc (x106/ Kg) 1,83 1,6 1,53 0,97 0,39
CD34+CD133+ 1,23 1,3 1,02 0,68 0,42
CD34+CD133 0,59 0,43 0,51 0,37 0,47
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,017 0,021 0,016 0,019 0,89
CD34+CD133+DR+CD38bajo 1,22 1,29 1 0,67 0,42
CD34+CD133-DR-CD38bajo 0,082 0,1 0,071 0,047 0,58
CD34+CD133-DR+CD38++ 0,51 0,35 0,44 0,35 0,48
CD34+DR+ 1,74 1,55 1,46 0,94 0,39
CD34+CD38+ 1,62 1,35 1,41 0,95 0,51
CD34+CD38+DR+ 1,58 1,32 1,36 0,92 0,47

Tabla 60. Diferencias en el contenido celular de las muestras celulares obtenidas en relacién a los linfocitos y
subpoblaciones de linfocitos obtenidos entre los pacientes que recibieron rituximab y los que no.

SUBTIPO CELULAR SI RITUXIMAB NO RITUXIMAB
Media Desviacion Media Desviacion P

Linfocitos totales (precong) 241,87 227,43 345,02 237,1 0,11
Linfocitos totales (postdes) 158,45 142,45 197,84 186,04 0,01
CD19+ 1,94 5,85 11,4 19,32 0,03
Linfocitos T CD3+ 122 98,8 137,79 132,31 0,65
CD4+ 58,33 58,32 68,65 77,15 0,67
CD8+ 60,4 17,59 63,71 67,33 0,76
CD16+ 25,01 24,08 42,02 59,56 0,2
NKG2D+ 67,02 68,68 90,36 113,77 0,4
CD158a+ 6,11 12,3 8,83 14,56 0,47
CD158b+ 9,62 13,41 13,19 19,56 0,45
CD56+ 43,85 47,55 56,33 61,04 0,42
CD56++ 2,88 3,2 4,17 4,15 0,22
TCRy&+ 5,87 7,97 10,77 14,9 0,16
CD3+CD4+ 57,92 57,15 62,38 65,85 0,79
CD3+CD8+ 56,88 62,44 63,79 71,48 0,71
CD3+CD4+CD16+ 0,25 0,33 0,75 0,79 0,10
CD3+CD4+NKG2D+ 0,1 0,44 0,011 0,03 0,23
CD3+CD4+CD56+ 6,93 11,4 9,24 14,98 0,54
CD3+CD4+CD56++ 0,21 0,35 0,42 0,5 0,098
CD3+CD4+CD158a+ 0,21 0,29 1,11 2,35 0,081
CD3+CD4+CD158b+ 0,5 0,85 0,48 0,97 0,95
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LINFOCITOS TCR y6+

CD3+CD4+CD158a+CD158b+ 0,04 0,13 0,01 0,03 0,32
TCRy§+CD16+ 0,84 1,18 4,87 10,53 0,08
TCRy5+NKG2D+ 5,42 6,95 9,58 14,24 0,21
TCRy5+CD56+ 2,01 2,3 4,24 5,78 0,09
TCRy5+CD56++ 0,24 0,43 0,42 0,7 0,27
TCRy5+CD158a+ 0,39 0,67 1,02 1,73 0,11
TCRy5+CD158b+ 0,32 0,43 1,72 3,36 0,06
TCRy5+CD158a+CD158b+ 0,09 0,21 0,39 1,48 0,34
LINFOCITOS NK
Linfocitos NK 20,5 20,6 29,16 43,59 0,39
NK CD8+ 3 3,59 3,84 6,57 0,58
NK CD16+ 20,24 20,66 28,92 43,38 0,38
NKG2D+ 14,06 17,47 23,09 41,61 0,35
NK CD56+ 15,1 19,05 21,95 39,87 0,45
NK CD56++ 1,01 1,15 1,63 2,1 0,21
NK CD158a+ 4,08 10,28 3,48 5,57 0,78
NK CD158b+ 5,5 10,48 7,46 13,31 0,56
NK CD158a+ CD158b+ 0,74 0,89 1,14 2,41 0,46
NK 16+56+ 16,06 19,24 24,99 38,53 0,37
NK 16+56- 5,89 5,83 9,34 12,13 0,22
NK 16-56++ 1,67 1,72 2,55 2,44 0,14
LINFOCITOS TCR af+ (y5-)
Linfocitos TCR af+ (v5-) 152,97 136,73 187,05 175,58 0,44
CD3+CD8+ 55,79 61,53 61,2 69,16 0,76
CD3+CD8+CD16+ 3,19 3,39 61,2 69,16 0,23
CD3+CD8+NKG2D+ 43,65 48,27 6,23 11,61 0,61
CD3+CD8+CD56+ 14,8 25,44 51,81 62,56 0,36
CD3+CD8+CD56++ 0,52 0,81 10,17 11,43 0,88
CD3+CD8+CD158a+ 1,01 1,45 0,55 0,7 0,36
CD3+CD8+CD158a+CD56+ 1,56 2,28 1,79 3,83 0,59
CD3+CD8+CD158b+ 2,58 5,01 2,61 3,88 0,98
CD3+CD8+CD158a+CD158b+ 0,34 0,65 0,24 0,34 0,51
CD3+CD8+CD158a+CD16+ 0,43 0,92 0,3 0,92 0,77
CD3+CD8+CD158a+NKG2D+ 0,91 1,36 1,39 3,03 0,5
CD3+CD8+CD158a+CD56+ 0,85 1,3 1,57 3,6 0,37
CD3+CD8+CD158a+CD56++ 0,26 0,46 0,36 0,5 0,41
CD3+CD8+CD158b+CD16+ 0,29 0,35 0,73 1,87 0,29
CD3+CD8+CD158b+NKG2D+ 2,23 4,94 2,09 3,36 0,9
CD3+CD8+CD158b+CD56+ 1,7 4,65 1 1,67 0,42
CD3+CD8+CD158b+CD56++ 0,02 0,05 0,01 0,03 0,27
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2.2 ESTUDIAR EL PAPEL DE LOS LINFOCITOS EN DISTINTOS
MOMENTOS DE LA ENFERMEDAD SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

En la introduccidn se describe la importancia del recuento absoluto de linfocitos (RAL) al
diagndstico y tras el TAPH (RL precoz) sobre la supervivencia de los pacientes. Este ultimo
hecho se relaciona con la existencia de un efecto injerto contra linfoma del trasplante
autologo.

En los siguientes apartados se analiza la influencia del RAL sobre la supervivencia:
-Al diagnéstico de la enfermedad.

-Previo a la recoleccién de progenitores hematopoyéticos.

-En el dia 15 post-TAPH (RL precoz).

-En diferentes momentos durante el primer afio post-TAPH.

2.2.1. INFLUENCIA DEL RAL AL DIAGNOSTICO SOBRE LA
SUPERVIVENCIA.

Los datos del RAL al diagndstico son los siguientes (tabla 61):

Tabla 61. Datos globales del RAL al diagnéstico.

RAL AL DIAGNOSTICO
Mediana 1,5x10°/L
| Méximo 5,2 x10°/L |
Minimo 0,216 x10°/L
Media 1,785 x10°/L
DS 1,122 x10°/L

Se excluyeron los pacientes con linfocitosis por expresién leucémica al diagndstico (2
pacientes). Para el andlisis de supervivencia, la eleccidon del punto de corte en la cifra de
linfocitos fue la que presentaba mayor diferencias en el x* en los diferentes puntos de
corte analizados para el “log-rank test” en el andlisis de Kaplan-Meier.

Los resultados obtenidos para distintos puntos de corte fueron (tabla 62):
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Tabla 62. xz para “log-rank-test” y P en diferentes puntos de corte de RAL al diagnéstico
en las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG.

RAL AL DIAGNOSTICO  x’ (log-rank-test) P X’ (log-rank-test)

<0,5vs > 0,5 x 10°/L 23,213 <0,001 1,656 0,198
<0,75 vs > 0,75 x 10°/L 27,158 <0,001 5,164 0,023
<1vs>1x10°/L 8,913 0,003 2,766 0,096
<1,5vs >1,5 x 10°/L 0,637 0,425 0,656 0,418
<1,8vs>1,8x10°/L 0,634 0,426 0,467 0,494

El punto de corte de mayor significacion estadistica lo ofrece el punto de mayor x* > 0,75
vs <0,75 x 10°/L, aunque > 0,5 vs <0,5 x 10°/L y > 1 vs <1 x 10°/L también muestran
diferencias significativas con respecto a la SLE. Debido a esto, el primero serd el valor que
se incluira en el andlisis multivariante.

A continuacién se muestran las curvas que muestran diferencias significativas en la
supervivencia (grafico 31):

A) B)
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Grafico 31. A) Curva de SLE en funcidn del RAL al diagnéstico > 0,75x10°/L vs < 0,75x10°/L. La media de SLE para el
grupo de > 0,75x10°/L fue de 47,5 vs 18,6 meses para el grupo de < 0,75x10°/L (p<0,0001). B) Curva de SG en funcion de
los linfocitos al diagnéstico > 0,75x10°/L vs < 0,75x10°/L (p<0,05). La media de SG para el grupo de > 0,75x10°/L fue de
78,3 vs 52,3 meses para el grupo de < 0,75x10°/L (p<0,05).

Los pacientes que tienen un RAL al diagndstico > 0,750 x 10°/L tienen una SLE y una SG
significativamente mayor que los tienen un RAL inferior a este valor. Estos resultados
también se reproducirdn en el analisis univariante (secciéon 3.1, tabla 78). Este hecho
confirma la importancia prondstica del sistema inmune del huésped al diagndstico de la
enfermedad en nuestros pacientes.
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2.2.2. INFLUENCIA DEL RAL PREVIO A LA RECOLECCION SOBRE LA
SUPERVIVENCIA.

En distintos trabajos [175, 176] se demuestra una correlacién entre el RAL existente previo
a la recoleccion y la cantidad de linfocitos totales recolectados. En nuestros pacientes este
hallazgo sigue siendo cierto como se muestra el estudio de correlacién efectuado (tabla
64). Los datos del RAL en el momento de realizar la aféresis fueron los siguientes (tabla 63):

Tabla 63. Datos globales del RAL en el momento de realizar la aféresis.

RAL PREVIO RECOLECCION

Mediana 1x10°/L

Méximo 11,2 x10°/L
Minimo 0,07 x10°/L
Media 1,36 x10°/L
DS 1,72 x10°/L

Tabla 64. Correlacion entre el RAL de linfocitos pre-aféresis y la cantidad de linfocitos y células CD34+ totales
recolectados. La correlacidn es significativa con los datos obtenidos pre-congelacion.

LINFOCITOS PRE-AFERESIS/ LINFOCITOS indice de correlacién P Rho de Spearman P
RECOLECTADOS (Pearson)

Pre-congelacion 0,354 0,009 0,368 0,006

Post-descongelacion 0,223 0,105 0,195 0,158

Existe una clara correlacién lineal (grafico 32) entre el recuento absoluto de linfocitos pre-
aféresis y la cantidad de linfocitos recolectada (calculo efectuado antes de la congelacion);
con las células obtenidas post-descongelacion, aunque existe correlacién, no adquiere
significacidon estadistica.
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Estos resultados concuerdan con los publicados [175, 176]. Sin embargo, como ya hemos
comentado, en nuestro caso la supervivencia no se veia influenciada por la cifra de
linfocitos infundidos y como es de esperar, tampoco por la cantidad de linfocitos en el
momento de realizar la aféresis (tabla 65):

Tabla 65. )(2 para “log-rank-test” y P en diferentes puntos de corte de RAL al inicio de la recoleccion de
progenitores en las curvas Kaplan-Meier de SLE Y SG.

SLE SG
RAL AL INICIO DE LA AFERESIS xz (log-rank-test) P xz (log-rank-test) P
<0,5vs >0,5 x 10°/L 0,106 0,745 0,02 0,889
<lvs>1x 10°/L 0,277 0,599 0,871 0,351
<1,5vs>1,5x 10°/L 0,054 0,817 0,106 0,744
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2.2.3. INFLUENCIA DE LA RL PRECOZ SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

Se definid la RL precoz, en concordancia con la mayoria de los trabajos publicados, como el
recuento absoluto de linfocitos existente en el dia 15 post-trasplante (RL-precoz). Los datos
globales obtenidos fueron los siguientes (tabla 66):

Tabla 66. Datos globales de RL precoz.

RAL en el dia 15

Mediana 0,6x10°/L
Méximo 1,9 x10%/L
Minimo 0,1 x10°/L
Media 0,772 x10°/L
DS 0,409 x10°/L

Para comprobar si existian diferencias en cuanto a la supervivencia en funcién de la RL-
precoz, se realizd un andlisis Kaplan-Meier, utilizando diferentes puntos de corte. Los
pacientes que poseen un recuento de linfocitos >0,9 x 10°/L tienen una SLE
significativamente mayor. Igualmente ocurre estableciendo el punto de corte en >1 x 10%/L.
Los resultados obtenidos para los distintos puntos de corte se expresan en la tabla 67:

Tabla 67. xz para “log-rank-test” y P en diferentes puntos de corte de RL precoz para las
curvas de Kaplan-Meier de SLE y SG.

SLE SG

ALC-15 X’ (log-rank-test) P X’ (log-rank-test) P

<0,5 vs >0,5 x 109/ L 0,602 0,438 0,798 0,372
<0,6 vs >0,6 x 109/ L 0,082 0,774 0,581 0,446
<0,6 vs >0,6 x 109/L 1,320 0,251 0,169 0,681
<0,7 vs >0,7 x 109/ L 2,115 0,146 0,005 0,945
<0,75 vs >0,75x 109/ L 1,920 0,166 0,015 0,903
<0,8 vs >0,8 x 109/ L 1,920 0,166 0,015 0,903
<0,8 VS >0,8x109/ L 2,917 0,088 1,117 0,291
<0,9 vs >0,9 x 10°/L 4,478 0,034 2,614 0,106
<1,0vs >1,0x 109/L 4,285 0,038 1,585 0,208
<1,2vs >1,2x 109/L 1,804 0,172 0,552 0,458
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Para el analisis multivariante se incluird el punto de mayor diferencia en el x* en los
diferentes puntos de corte analizados para el “long-rank” test en el analisis de Kaplan-
Meier, en este caso el de RAL >0,9 x 109/L.

En cuanto a la SG existen diferencias entre ambos grupos de pacientes, sin embargo, no se
alcanzaron diferencias significativas en ninguno de los puntos de corte analizados. A
continuacién (grafico 33) se representan las graficas de supervivencia acumulada segun la
estimacion de Kaplan-Meier.
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Grafico 33. A) Curva de SLE en funcion de la RL-precoz (> 0,9x10%/L vs < 0,9x109/L), (p<0,05). La media de SLE para el
grupo de > 0,9x10°/L fue de 57,1 vs 34,8 meses para el grupo de < 0,9x10°/L (p<0,05). B) Curva de SG en funcién de la
RL-precoz (> 0,9x10°/L vs < 0,9x109/L), (p=0,106). Aunque el grupo de > 0,9x10%/L tiene una curva superior de SG, las
diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,106).

Se comprueba que los pacientes que tienen una RL precoz en el dia 15 (>0,9 x 10°/L),
poseen mejor SLE; sin embargo para la SG, aunque existen diferencias en ambas curvas a
favor de los que tienen mejor RL precoz (>0,9 x 10°/L), ésta no llega a ser estadisticamente
significativa.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el analisis univariante (seccion 3.1, tabla
78), en el que se demuestran deferencias respecto a la SLE (aunque no llegan a ser
estadisticamente significativas) pero no en cuanto a la SG.

FACTORES RELACIONADOS CON LA RL PRECOZ.

En apartados previos hemos descrito que la poblacion celular que resulta determinante
sobre la supervivencia son las células CD34+ y no los linfocitos que contiene el indculo. Por
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tanto, la RL precoz, si resulta un factor determinante como se describe en la literatura en el
efecto injerto contra linfoma y en la supervivencia, debe correlacionarse con la cantidad de
células CD34+ infundidas, y no con la de linfocitos. Con el objetivo de contrastar esta
hipdtesis se desarrollé un estudio de correlacién entre las cifras de linfocitos infundidas
(totales y de las distintas subpoblaciones de éstos) con el recuento de linfocitos que los
pacientes tenian en el dia 15 (RL precoz).

No se demostrd correlacién significativa entre ambas variables, independientemente del
recuento celular fuera el que se obtuviera pre-congelacién o post-descongelacion (tabla
68):

Tabla 68. Correlacion entre la cantidad de linfocitos infundidos y la RL precoz.

LINFOCITOS INFUNDIDOS indice de correlacién P Rho de Spearman P
(Pearson)

Pre-congelacion 0,067 0,642 0,120 0,405

Post-descongelacion -0,034 0,814 -0,049 0,736

El mismo andlisis de correlacion se efectud entre las distintas subpoblaciones linfocitarias
infundidas y la RL precoz no obteniendo ninguna correlacion estadisticamente significativa
(no se muestran estos datos).

De la misma manera, siguiendo el mismo esquema que en el caso anterior, se realizd un
analisis de correlacion entre la cantidad de células CD34+ y la de sus subpoblaciones con la
RL precoz (tabla 69). Estos estudios demuestran que la RL precoz se correlaciona con la
cantidad de células CD34 infundidas y no con la cantidad de linfocitos infundidos, y en
particular con las subpoblaciones minoritarias CD34+DR-: CD34+CD133+DR-CD38bajo Y
CD34+CD133-DR-CD38bajo.

Tabla 69. indices de correlacion entre los distintos subtipos de células CD34+ infundidas y la RL precoz. Las células
CD34+DR- tienen una correlacidn significativa bilateral (Pearson y Spearman) con la RL precoz.

Correlacion con RL precoz Indice de correlacién P Rho de Spearman P
(Pearson)

CD34 Pre-congelacion 0,168 0,244 0,189 0,189
CD34 Post-descongelacion 0,04 0,781 0,101 0,485
CD34+/CD133+ 0,01 0,626 0,100 0,495
CD34+/CD133- 0,084 0,564 -0,82 0,575
CD34+CD133-DR+ CD38++ 0,005 0,972 -0,153 0,294
CD34+CD133+DR+ CD38bajo 0,0063 0,665 0,090 0,537
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,415 0,003 0,350 0,014
CD34+CD133-DR- CD38bajo 0,399 0,004 0,281 0,05
CD34+DR- TOTALES 0,428 0,002 0,298 0,036
CD34+CD38+ 0,058 0,694 0,068 0,644
CD34+DR+ 0,056 0,7 0,087 0,549
CD34+CD38+DR+ 0,051 0,727 0,058 0,694
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De estos resultados se puede concluir que existe una correlacidon entre la cantidad de

células

CD34+CD133+DR-CD38bajo y CD34+CD133-DR-CD38bajo

infundidas, ambas

minoritarias en el injerto, y las globales CD34+DR- con la RL precoz (que a su vez influye en

la SLE). Las graficas de correlacion (grafico 34) y la ecuacidn de regresion de la RL precoz en

funcién de las células CD34+DR- infundidas (grafico 35) se exponen a continuacion:
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Grafico 34. Gréfico de correlacién entre la cantidad de células CD34+CD133-DR-CD38bajo y CD34+CD133+DR-CD38bajo

infundidas (x106/Kg) y la RL precoz.
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Grafico 35. Grafico y ecuacidon de regresion lineal simple de la las células CD34+DR- y la recuperacion linfocitaria precoz.

Sin embargo, las células CD34+CD133+DR+CD38bajo y las CD34+CD133-DR+CD38++, las
subpoblaciones mayoritarias en el injerto, no muestran correlacién con la RL precoz.
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2.2.4. INFLUENCIA DE LA RL TARDIA.

Se analizé el comportamiento de los linfocitos desde el dia 30 hasta el afio post-trasplante
en relacion a la supervivencia.

Los datos se expresan en la siguiente tabla (tabla 70):

Tabla 70. Media, mediana, rango y desviacién estandar (DS) del RAL (x10°/L) en los dias 30, 90, 180 y 365 post-
trasplante. Grupos comparando la SG y la SLE (estimacion Kaplan-Meier): dia 30 <1,3 vs 31,3x109/L; dia 90 <1,4 vs
31,4x109/L; dia 180 <1,35 vs 31,35x109/L; dia 365 <1,8 vs 31,8x109/L. NS: diferencias estadisticamente no
significativas.

Dia 30 Dia 90 Dia 180 Dia 365
Mediana 1,3 1,4 1,35 1,8
Maximo 3,1 1,5 4 2,9
Minimo 0,2 0 0,1 0,4
Media 1,42 1,65 1,47 1,64
DS 0,67 1,1 0,9 0,63
SLE NS NS NS NS
SG NS NS NS NS

En los dias 30, 90, 180 y 365 del trasplante, se establecieron dos grupos en funcién de la
mediana de RAL existente en esos dias, y se compararon las curvas de SG y SLE en ambos
grupos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ningun caso (tabla
71):

Tabla 71. Resultados (p) de la comparacion de las curvas de SLE y SG seguin estimacion Kaplan-Meier en diferentes
momentos del primer aiio post-trasplante en funcién de la mediana del RAL.

RAL DiA 30 >1,3 vs <1,3x10%/L SLE 0,709 G 0,974
RAL DiA 90 >1,4 vs <1,4x10%/L SLE 0,979 G 0,961
RAL DiA 180 >1,35vs <1,35x10°/L  SLE 0,697 G 0,524
RAL DiA 365 >1,8 vs <1,8x10%/L SLE 0,106 G 0,423

También se estudiaron otros puntos de corte por inferiores y superiores a la mediana no
obteniendo diferencias significativas en las curvas de SLE y SG en ninguno de ellos (datos
no mostrados). Por tanto, nuestros datos muestran que tanto la RL al diagndstico como la
RL precoz, ejercen un claro efecto sobre la supervivencia de nuestros pacientes, pero no la
RL tardia.
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2.3. ESTUDIAR LAS POSIBLES CORRELACIONES DE LOS
CULTIVOS CLONOGENICOS CON LAS CELULAS CD34 Y SUS
SUBPOBLACIONES.

Se realizaron cultivos clonogénicos de progenitores hematopoyéticos, tras la
descongelacién de éstos, para el estudio de progenitores CFU-GM, BFU-E y CFU-Mix cdmo
control de calidad de los procesos de aféresis y conservacion de los inéculo. Los datos de
mediana, media desviacion estandar y rango obtenidos fueron los siguientes (tabla 72):

Tabla 72. Media, desviacion estandar, mediana y rango de las colonias CFU-Mix, CFU-GM y BFU-E.

CFU-Mix x 10°/Kg CFU-GM x 10°/Kg BFU-E x 10°/Kg
MEDIA 6,5 8,33 5,54
DS 5,97 7,88 7,76
MEDIANA 5,02 6,34 3,31
RANGO 0-31,05 0-34,82 0-40,28

Se efectud un analisis de correlacién de Spearman y de Pearson entre los resultados
obtenidos en los distintos cultivos clonogénicos llevados a cabo y las cifras de las distintas
subpoblaciones de CD34+. Los resultados se muestran en las siguientes tablas (tablas 73,
74y 75).

Tabla 73. indices de correlacién (Pearson y Rho de Spearman) y nivel de significacién (p) entre los progenitores CFU-Mix
obtenidos y las distintas subpoblaciones de CD34 estudiadas.

Correlacion de CFU-Mix con: Indice de correlacién P Rho de P
(Pearson) Spearman
CD34+ pre-congelacion 0,153 0,260 -0,028 0,840
CD34+Post-descongelacion -0,111 0,418 -0,102 0,458
CD34+/CD133+ -0,128 0,351 -0,154 0,262
CD34+/CD133- -0,039 0,776 0,023 0,867
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,042 0,762 0,145 0,292
CD34+CD133+DR+CD38bajo -0,130 0,345 -0,156 0,256
CD34+ CD133-DR-CD38bajo 0,110 0,425 0,107 0,439
CD34+CD133-DR+CD38++ -0,068 0,621 0,024 0,862
CD34+DR+ -0,122 0,376 -0,114 0,409
CD34+CD38+ -0,126 0,365 -0,103 0,462
CD34+CD38+DR+ -0,129 0,352 -0,102 0,462
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Tabla 74. indices de correlacién (Pearson y Rho de Spearman) y nivel de significacién (p) entre los progenitores CFU-GM
obtenidos y las distintas subpoblaciones de CD34 estudiadas.

Correlacion de CFU-GM con: Indice de correlacién P Rho de P
(Pearson) Spearman
CD34+ pre-congelacion 0,024 0,864 -0,060 0,602
CD34+Post-descongelacion 0,275 0,042 -0,013 0,923
CD34+/CD133+ 0,288 0,033 -0,024 0,864
CD34+/CD133- 0,166 0,227 0,013 0,925
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,181 0,185 0,278 0,04
CD34+CD133+DR+CD38bajo 0,286 0,034 -0,031 0,823
CD34+ CD133-DR-CD38bajo 0,185 0,008 0,271 0,045
CD34+CD133-DR+CD38++ 0,112 0,417 -0,013 0,925
CD34+DR+ 0,259 0,056 -0,031 0,822
CD34+CD38+ 0,242 0,077 -0,012 0,931
CD34+CD38+DR+ 0,233 0,090 -0,014 0,919

Tabla 75. indices de correlacién (Pearson y Rho de Spearman) y nivel de significacién (p) entre los progenitores BFU-E
obtenidos y las distintas subpoblaciones de CD34 estudiadas.

Correlacion de BFU-E con: Indice de correlacién P Rho de P
(Pearson) Spearman
CD34+ pre-congelacion -0,119 0,387 -0,036 0,797
CD34+Post-descongelacion -0,015 0,915 0,008 0,953
CD34+/CD133+ -0,023 0,869 -0,047 0,733
CD34+/CD133- 0,009 0,949 0,079 0,567
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,097 0,483 0,217 0,111
CD34+CD133+DR+CD38bajo -0,025 0,857 -0,055 0,691
CD34+ CD133-DR-CD38bajo 0,267 0,049 0,222 0,103
CD34+CD133-DR+CD38++ -0,047 0,732 0,056 0,683
CD34+DR+ -0,037 0,791 -0,017 0,900
CD34+CD38+ -0,310 0,082 -0,002 0,989
CD34+CD38+DR+ -0,043 0,758 -0,007 0,961

Existe una correlaciéon lineal entre las cifras de progenitores CD34 (calculo post-
descongelacién) y los de las colonias CFU-GM obtenidas después de la descongelacién;
éstas también se correlacionan con las subpoblaciones CD34+/CD133+, CD34+CD133+DR-
CD38bajo, CD34+CD133+DR+CD38bajo y CD34+ CD133-DR-CD38bajo; las células CD34+DR+
muestran una correlacidon que no llega a ser significativa (p: 0,056). Las que no muestran
ningun tipo de correlacién son las CD34+CD133-DR+CD38++, CD34+CD38+ vy
CD34+CD38+DR+ que corresponden a los subtipos de progenitores mas diferenciados.
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Para explorar la relacidon entre las dos variables CD34 post-descongelacion y CFU-GM se
estimd la recta de regresion mediante un analisis de regresion lineal simple, cuyos
resultados se muestran a continuacién (grafico 36) y que evidencian la asociacién lineal
entre las dos variables; la asociacion encontrada es, no obstante, débil debido a que son
pocos los pacientes estudiados. No obstante, las CD34 explican el 30% de las variabilidad
en las CFU-GM, (r2=0,3).
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Grafico 36. Correlacion entre las células CD34+ obtenidas post-descongelacion y las CFU-GM. Se obtiene
una correlacién positiva estadisticamente significativa. (indice de correlacién de Pearson 0,275; p=0,042).

La ecuacion de regresién predictiva obtenida muestra una relacién directa:
CD34 (x10%/Kg) = 1,29 + [0,044 x CFU-GM(x10°/kg)]

Al analizar las distintas colonias entre si se obtiene una fuerte correlacién entre todas ellas
(tabla 76; graficos 37, 38 y 39).

Tabla 76. indices de correlacion (Pearson y Rho de Spearman) y nivel de significaciéon (p) entre los
progenitores obtenidos (CFU-Mix, CFU-GM y BFU-E). Todos muestran una alta correlacion entre si.

Correlacion de Pearson CFU-GM BFU-E

Correlacion de Pearson CFU-Mix 0,612 0,485
Significacion (p) <0,001 <0,001

Correlacion de Pearson CFU-GM 0,731
Significacion (p) <0,001
Correlacion de Spearman CFU-GM BFU-E

Rho de Spearman CFU-Mix 0,767 0,655
Significacion (p) <0,001 <0,001

Rho de Spearman CFU-GM 0,774
Significacion (p) <0,001
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Grafico 37. Grafico que compara las CFU-GM
obtenidas con las CFU-MIx. Se obtiene una fuerte
correlacion positiva estadisticamente significativa.
(indice de correlacién de Pearson 0,612; p=0,0001.
Rho de Spearman 0,767; p=0,0001).
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Grafico 38. Grafico que compara las CFU-GM
obtenidas con las BFU-E. Se obtiene una fuerte
correlacion positiva estadisticamente significativa.
(indice de correlacién de Pearson 0,731; p=0,0001.
Rho de Spearman 0,774; p=0,0001).

Grafico 39. Grafico que compara las CFU-Mix
obtenidas con las BFU-E. Se obtiene una fuerte
correlacion positiva estadisticamente significativa.
(indice de correlacién de Pearson 0,485; p=0,0001.
Rho de Spearman 0,655; p=0,0001).
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3. ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS.

3.1 ANALISIS UNIVARIANTE.

Hasta ahora se ha estudiado el impacto sobre la supervivencia de las distintas
subpoblaciones obtenidas tras la descongelacion de los criotubos control, y que reflejan la
composicion celular de producto infundido a los pacientes.

Nuestros resultados muestran que las cifras de células CD34+ y de sus subpoblaciones
CD34+DR+, CD34+CD38+, CD34+CD38+DR+, CD34+CD133+, CD34+CD133+DR+CD38++ vy
CD34+CD133-DR+CD38-/+ tienen impacto sobre la supervivencia. Sin embargo, ninguno de
los subtipos de linfocitos estudiados parecen tener impacto sobre la supervivencia segun la
estimacion Kaplan-Meier. No obstante, es importante determinar la importancia de éstas
células en el contexto de otros factores prondsticos clasicos descritos en los pacientes con
linfoma, y determinar si se comportan como factores prondsticos independientes. Para ello
se efectué un andlisis univariante que incluyé factores prondsticos clasicos y
posteriormente se determind en un analisis multivariante el impacto de las células CD34 y
sus subtipos.

En el andlisis univariante se incluyeron factores o variables pronosticas cldsicas conocidas,
en el momento del diagndstico y en el momento del trasplante, y se estudio si se asociaban
con una mayor SG y/o SLE.

El método estadistico empleado fue la prueba T-Student para muestras independientes.
Para ello se realizé previamente el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si tanto la
SG como la SLE seguian una distribucién normal; dado que los valores de SLE no seguian
una distribucién normal, se realizé la transformacién logaritmica de la SLE (tabla 77).

Tabla 77. Distribucién normal de la SLE tras la transformacion logaritmica (Z de Kolmogorov-Smirnov).

Z de Kolmogorov-Smirnov 0,688 1,476 0,915
p 0,732 0,026 0,373

A continuacién se realizé la prueba T-Student para muestras independientes comparando la
SG y la SLE en dos distribuciones independientes segin se expone en la siguiente tabla
(tabla 78). Los objetivos de este analisis son determinar que variables son
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significativamente predictivas de mejor SLE o SG. Los resultados se muestran en la tabla
78:

Tabla 78. Andlisis univariante de diversas variables al diagndstico y en el momento del trasplante. RAL: recuento absoluto
de linfocitos. RAN: recuento absoluto de neutrofilos.

VARIABLES ANALIZADAS SG (P) SLE (P)
Edad al diagnéstico > 60 vs < 60 afios 0,042 0,239
Edad al trasplante > 60 vs < 60 afios 0,533 0,702
Edad al trasplante > 50 vs < 50 afos 0,129 0,443
Sexo varon vs mujer 0,776 0,019
RAL al diagnéstico > 0,5x10° vs < 0,5x10°/L 0,082 0,000
RAL al diagnéstico > 0,75x10° vs <0,75x10°/L 0,060 0,001
RAL dia-15 > 0,5x10° vs < 0,5x10°/L 0,856 0,845
RAL dia-15 > 0,75x10° vs <0,75x10°/L 0,078 0,974
RAL dia-15 > 0,9 vs <0,9x109/L 0,076 0,795
RAL dia-15 > 1x10° vs <1x10°/L 0,411 0,129
RAL dia-15 > 1,5x10° vs <1,5x10°/L 0,674 0,517
RAL dia-30 > 1x10° vs <1x10°/L 0,871 0,977
RAL dia-30 > 1,5x10° vs <1,5x10°/L 0,296 0,819
Linfocitos infundidos > 300x10° vs <300x10°/ Kg (calculo antes de congelacidn) 0,209 0,939
Linfocitos infundidos > 500x10° vs <500x106/Kg (cdlculo antes de congelacion) 0,107 0,219
Linfocitos infundidos > 241x10° vs <241x106/Kg (cdlculo antes de congelacion) 0,439 0,728
Linfocitos infundidos > 195x10° vs <195x10°/ Kg (calculo después descongelacion) 0,941 0,883
Linfocitos infundidos > 500x10° vs <500x106/Kg (calculo después descongelacion) 0,538 0,153
Linfocitos infundidos > 137x10° vs <137x10°/ Kg (calculo después descongelacion) 0,805 0,911
Estadio precoz (I, I1) vs estadio avanzado (lll,IV) 0,595 0,587
Performance Status (ECOG) > 2 vs <2 0,062 0,293
Hemoglobina > 120 vs < 120 gr/L 0,534 0,830
IPI bajo o intermedio-bajo vs intermedio-alto o alto 0,991 0,581
LDH > 450 vs < 450 U/L 0,851 0,779
Lineas de induccidn pretrasplante >3 vs < 2 0,995 0,483
Radioterapia pretrasplante Sl vs NO 0,848 0,430
Rituximab pretrasplante Sl vs NO 0,220 0,627
Sitios nodales >4 vs <4 0,09 0,230
Sitios extranodales >2 vs <2 0,992 0,630
Estatus pretrasplante RC vs no RC 0,020 0,037
Estatus post-trasplante RC vs no RC 0,014 0,004
Afectacion esplénica Sl vs NO 0,755 0,828
B,-microglobulina >2800 vs < 2800 ugr/ml 0,690 0,624
Masa Bulky SI vs NO 0,635 0,314
Dia trasplante con RAN > 0,5/L, < dia 11 vs >dia 11 0,833 0,527
Dia trasplante con RAN > 1/L, < dia 12 vs >dia 12 0,204 0,096
Dia trasplante con plaquetas > 20x10°/L, < dia 12 vs >dia 12 0,785 0,817
Dia trasplante con plaquetas > 50x10°/L, < dia 17 vs >dia 17 0,815 0,133
CD34 infundidas >4 vs <4x106/Kg 0,682 0,402
CFU-GM infundidas >8,33 vs <8,33x108/Kg 0,191 0,096
BFU-E infundidas >5,54 vs < 5,54x105/Kg 0,895 0,873
CFU-Mix infundidas >6 vs < 6x10°/Kg 0,100 0,283

En resumen, se obtienen como variables predictivas de SG y de SLE las mostradas en la
tabla 79:
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Tabla 79. Variables al diagndstico y en el momento del trasplante predictivas de aumento de la supervivencia en el andlisis
univariante.

Variables predictivas de SG Variables predictivas de SLE
Edad al diagnéstico >60 vs <60 aiios. La edad no es significativa para SLE
El sexo no es significativo para SG SEXO vardn vs mujer
El RAL al diagnéstico no es significativo para SG RAL al diagndstico > 0,5x10° vs < 0,5x10°/L
Estatus pretrasplante RC vs no RC Estatus pretrasplante RC vs no RC
Estatus post-trasplante RC vs no RC Estatus post-trasplante RC vs no RC

Las variables que se asocian significativamente con tanto una mayor SG como una mayor
SLE son el estar en situacién de RC en el pre y en el post-trasplante. Con una mayor SLE se
asocia el sexo femenino, el tener un RAL al diagndstico > 0,5x10°/L y con una mayor SG el
tener una edad al diagndstico menor de 60 afos. En la siguiente tabla se muestran las
medias de los meses de supervivencia comparando ambos grupos:

Tabla 80. Variables al diagndstico y en el momento del trasplante predictivas de aumento de la supervivencia en el andlisis
univariante. Medias de meses de supervivencia (hasta Agosto de 2008) en ambos grupos comparados.

Variables para SG Media de meses de SG
Edad al diagnéstico < 60 afios 78,8 > 60 afios 56,1
Estatus pre-trasplante RC 85,2 No RC 55,6
Estatus post-trasplante en RC RC 81 No RC 37,3
Variables para SLE Media de meses de SLE
Sexo Hombre 35,1 Mujer 60,5
Estatus pre-trasplante RC 51,8 No RC 29
Estatus post-trasplante en RC RC 49,3 No RC 10,5
>0,5x10°/L 51,5 < 0,5x10°/L 5

RAL al diagndstico
& >0,75x10°/L 54 >0,75x10°/L 18,6

Es importante destacar que también se obtienen diferencias en los meses de supervivencia
global en funcién del RAL al diagndstico (los pacientes con RAL de linfocitos al diagndstico
> 0,5x10%/L tienen una SG de 80 vs 40,5 meses, al igual que los que tienen un RAL >
0,75x10%/L (82 vs 52,3 meses), aunque las diferencias en este analisis no llegan a ser
significativas para la SG.

A continuacion se representan graficamente en diagramas de cajas las variables que se han
obtenido diferencias significativas. La linea interna de cada caja representa la mediana
mientras que la linea imaginaria que divide a cada caja por la mitad representa la media de
cada grupo (grafico 40).
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Grafico 40. Graficos de cajas que muestran las diferencias de supervivencia de las variables significativas. La linea
interior de la caja representa la mediana de supervivencia (Q2), el limite inferior de la caja el Q1 (25%) y el superior el
Q3 (75%).
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3.2 ANALISIS MULTIVARIANTE.

El andlisis multivariante se realizd segun el modelo proporcional de Cox o analisis de
regresion de Cox. La regresion de Cox consiste en obtener una funcién lineal de las
variables independientes que permita estimar, en funcién del tiempo, la probabilidad de
qgue ocurra dicho suceso, es decir, cuando la variable dependiente esté relacionada con la
supervivencia de un grupo de sujetos o, en general, con el tiempo que trascurre hasta que
se produce en ellos un suceso o evento.

La finalidad de este analisis es valorar simultdneamente el efecto independiente de una

serie de variables explicativas o factores prondsticos sobre la supervivencia,
determinaremos asi que variables se comportan como factores prondsticos independientes

y podremos cuantificar su riesgo.

Las variables que incluiremos en la regresién de Cox son las que han demostrado beneficio
en la supervivencia de los pacientes en el analisis de Kaplan-Meier y en el analisis
univariante.

En la tabla 81 se muestran las variables que han sido incluidas en el analisis multivariante:

Tabla 81. Variables incluidas en el analisis multivariante.

VARIABLES ANALIZADAS PARA S.G.
RAL al diagnéstico >0,75 vs <0,750/L

VARIABLES ANALIZADAS PARA S.L.E. ‘
RAL al diagnéstico >0,75 vs <0,750/L

RAL-15 >0,9 vs <0,9/L

Edad al diagndstico >60 vs < 60 afios

Sexo

Tratamiento previo con rituximab

Tratamiento previo con rituximab

Estatus pretrasplante RC vs no RC

Estatus pretrasplante RC vs no RC

Estatus post-trasplante RC vs no RC

Estatus post-trasplante RC vs no RC

CD34+ totales (post-desc.) > 1,5 vs <1,5 x10°/Kg

CD34+ totales (post-desc.) > 1 vs <1 x10°/Kg

CD34+CD133+DR+CD38bajo >0,5 vs <0,5 x10°/Kg

CD34+CD133+DR+CD38bajo >0,5 vs <0,5 x10°/Kg

CD34+CD133+DR+CD38bajo >0,95 vs <0,95 x10°/Kg

CD34+CD133+DR+CD38bajo >0,95 vs <0,95 x10°/Kg

CD34+CD133-DR+CD38++ >0,3 VS <0,3 x10°/Kg

CD34+CD133-DR+CD38++ >0,3 VS <0,3 x10°/Kg

CD34+CD133+ >0,6 VS <0,6 x10°/Kg

CD34+CD133+ 0,6 VS <0,6 x10°/Kg

CD34+DR+ >1 vs <1x10°/Kg

CD34+DR+ >1 vs <1x10°/Kg

CD34+CD38+ >1 vs <1x10°/Kg

CD34+CD38+ >1 vs <1x10°/Kg

CD34+CD38+DR+ >1 vs <1x10°/Kg

CD34+CD38+DR+ >1 vs <1x10°/Kg

Los resultados obtenidos se exponen en la siguiente tabla (tabla 82):
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RESULTADOS

S.L.E. S.G.
Regresion de Cox.
Hazard ratio | 1.C. 95% para P Hazard ratio | 1.C. 95% para P
Hazard ratio Hazard ratio
CD34+C0133+D|:+CD38bajo 7,5 14-39,3 0,016 15,4 181326 | 0,013
>0,95 x10°/Kg (B=2,02) (B=2,73)
9,7 8
RITUXIMAB 1,2-80 0,034 0,9-67,4 0,056
(p=2,27) ($=2,08)

Asi pues obtenemos como variables prondsticas independientes el haber recibido una
cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo > 0,95 x10°/Kg y el haber recibido rituximab
pretrasplante.

Estos resultados indican que los pacientes que reciben un inéculo con una cantidad de
células CD34+CD133+DR+CD38bajo mayor o igual de 0,95 x10°/Kg el intervalo diagndstico-
recaida y diagndstico-muerte es menor, es decir, la tasa de recaida/progresion y muerte es
7,5y 15 veces mayor respectivamente.

En el caso del rituximab, los pacientes que no recibieron rituximab pretrasplante tienen
una tasa de recaida/progresion 9,7 veces superior a los que lo recibieron. Para la SG sin
embargo, el Hazard Ratio resulta no ser significativo (p=0,056), y por ello el intervalo de
confianza incluye el 1 (0,9-67,4).

Mediante la regresién de Cox, a partir de la funcidén Z, podemos estimar la probabilidad de
que un suceso final no ocurra hasta pasado un periodo de tiempo.

Podemos construir las ecuaciones de regresion a partir de las variables obtenidas:
Para la SLE:

Z(X)= 2,02 x (CD34+CD133+DR+CD38bajo) + 2,27 x (RITUXIMAB)
G(X)= €*% x ( CD34+CD133+DR+CD38 bajo) + €**” x (RITUXIMAB)
G(X)= 7,5 x (CD34+CD133+DR+CD38 bajo) + 9,7 x (RITUXIMAB)

Para la SG:

Z(X)= 2,73 x (CD34+CD133+DR+CD38 bajo) + 2,08 x (RIRUXIMAB)
G(X)= e*”* x ( CD34+CD133+DR+CD38 bajo) + €% x (RITUXIMAB)
G(X)= 15,4 x (CD34+CD133+DR+CD38 bajo) + 8 x (RITUXIMAB)
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Si CD34+CD133+DR+CD38bajo > 0,95 x1 OE/Kg =0
Si CD34+CD133+DR+CD38bajo < 0,95 x106/Kg =1
Si rituximab=1

Si no rituximab=0

m_/

Es decir, un paciente que haya recibido 0,95 x10° células CD34+CD133+DR+CD38bajo por Kg
0 mas, y que se ha tratado con Rituximab, tiene un riesgo 17 veces mayor de no recaer o
progresar su linfoma:

G(1)=7,5+9,7=17,2 veces superior de no recaer,

En otras palabras, la probabilidad de recaer se reduce de forma importante tanto si el
paciente recibe mas de 0,95x106/Kg células CD34+CD133+DR+CD38bajo, como si ha
recibido previamente rituximab pretrasplante.

En cuanto a la RL precoz, que demostro tener influencia significativa sobre la SLE tanto en
el andlisis de Kaplan-Meier como en el univariante, pierde su significacion en el analisis
multivariante. La poblacién celular determinante sobre la supervivencia son las células
CD34+, especialmente las células CD34+CD133+DR+CD38bajo y no los linfocitos y, por
tanto, la RL precoz dependeria de la cantidad de éstas infundida.

De hecho, los estudios de correlacién demuestran que la RL precoz se correlaciona con la
cantidad de células CD34 infundidas y no con la cantidad de linfocitos infundidos.

3.2.1 FACTORES ASOCIADOS CON MAYOR RECOLECCION DE CELULAS
CD34+CD133+DR+CD38bajo.

Una vez efectuado el andlisis multivariante nuestros datos muestran que las células
CD34+CD133+DR+CD38bajo son el Unico factor prondstico independiente para la SLE y para
la SG dependientes del injerto.

A continuacién, investigaremos que factores se correlacionan con una mejor colecta de
estas células para, en el proceso de aféresis, optimizar la recoleccidon de los progenitores
adecuados y mejorar la calidad de los productos recolectados en cuanto al contenido de
células CD34+CD133+DR+CD38bajo. En la siguiente tabla (tabla 83) mostramos los
resultados del analisis de correlacion. Existe una fuerte correlaciéon entre las dos
subpoblaciones de células CD34, tanto con las CD34 obtenidas precongelacién como post-
descongelacién con la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo recolectadas. Esta
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correlacién es mas fuerte con las CD34 obtenidas tras la descongelacion. También existe
correlacién con las colonias obtenidas de CFU-GM.

Tabla 83. Correlacion entre la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo recolectadas con la cantidad de células
CD34+, CMN y CFU-GM.

Correlacion con CD34+ Indice de correlacién P Rho de Spearman P
(Pearson)
Pre-congelacion 0,298 0,027 0,420 0,001
Post-descongelacion 0,968 <0,001 0,937 <0,001
Correlacion con CMN Indice de correlacién P Rho de Spearman P
(Pearson)
Pre-congelacion -0,158 0,250 -0,102 0,458
Post-descongelacion -0,061 0,659 0,045 0,744
Correlacion con CFU-GM indice de correlacion P Rho de Spearman P
(Pearson)
Post-descongelacion 0,286 0,034 -0,031 0,823

No existe correlacion, sin embargo, con las CMN totales pero hay que tener en cuenta que
si existe con las CD34 a nivel de precongelacion (tabla 84):

Tabla 84. Correlacién entre las CMN en el momento de la aféresis y la cantidad de células CD34+ totales
recolectados. La correlacion es significativa con los datos obtenidos pre-congelacion.

CMN indice de correlacién P Rho de Spearman P
(Pearson)
CD34+ Pre-congelacion -0,355 0,004 -0,423 0,001
CD34+ Post-descongelacion -0,022 0,875 0,042 0,763

Una vez obtenidos los parametros que se correlacionan y que nos pueden ser utiles en la
aféresis, realizamos un analisis de regresion lineal simple y calculamos la ecuacion de

regresion.
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1. Células CD34+ obtenidas antes de la congelacidn.

Hemos comprobado que existe una correlacion significativa entre las células CD34+ antes

de la congelacién con la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo recolectadas (tabla
80):

La ecuacidn de regresion obtenida es:
Células CD34+CD133+DR+CD38bajo=0,53 + 0,16xCD34 precongelacion

con r2=0,09 (r=0,3), con una p asociada al contraste de correlacién de 0,027 y con un
intervalo de prediccién de la media al 95% (grafico 41).

Regresion lineal
6_ eg

Células CD34+CD133+DR+CD38bajo=0,53 + 0,16xCD34
precongelacion

° R-cyadrado = 0,09

CD34+CD133+DR+CD38bajo (x10E6/Kg)

T
2 4 6 8
CD34 precong. (x10E6/Kg)

Grafico 41. Recta de regresion lineal simple de la las células CD34+CD133+DR+CD38bajo y las células CD34 (pre-
congelacion).

Con estos datos podemos concluir:

1. Las dos variables estan asociadas linealmente (aunque también existe correlacién de tipo

no lineal) y asociadas a una significacion estadistica en el contraste de correlacion en
nuestra poblacion.

2. Sin embargo, la relacion encontrada es moderada (r=0,3), es decir, las células CD34
precongelacién sélo explican el 9% (r°=0,09) de la variabilidad de las células
CD34+CD133+DR+CD38bajo analizadas antes de congelar la muestra.

3. La relacién es directa, aumentando 0,16x106/Kg las células CD34+CD133+DR+CD38bajo,
por cada aumento de 1x10°/Kg las CD34.
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2. Células CD34+ obtenidas después de descongelar.

Sin embargo, el grado de correlacion es superior con la cantidad de células CD34+
obtenidas tras la descongelacion del producto (tabla 83).

La ecuacidn de regresién obtenida es:
Células CD34+CD133+DR+CD38bajo=-0,14 + 0,308xCD34 post-descongelacion

con r?=0,94 (r=0,97), con una p asociada al contraste de correlacién menor de 0,001 y con
un intervalo de prediccidn de la media al 95% (grafico 42).

. Regresion lineal
6_ w

R-cuadrado =0,
Células CD34+CD133+DR+CD38bajo=-0,14 + 0,308xCD34

post-descongelacion

CD34+CD133+DR+CD38bajo (x10E6/KQ)

0 2 4 6 8
CD34 postdescong. (x10E6/KQ)

Grafico 42. Recta de regresion lineal simple de la las células CD34+CD133+DR+CD38bajo y las células CD34 (post-
descongelacion).

Con estos datos podemos concluir:

1. Las dos variables estdn asociadas linealmente (aunque también existe correlacion de tipo

no lineal) y asociadas a una significacién estadistica en el contraste de correlacion en
nuestra poblacion.

2. La relaciéon encontrada es muy fuerte (r=0,96), es decir, las células CD34 post-
congelacién explican el 96% (r’=0,94) de la variabilidad de las células
CD34+CD133+DR+CD38bajo analizadas tras descongelar la muestra.

3. La relacion es directa, aumentando O,308x106/Kg las células CD34+CD133+DR+CD38bajo,
por cada aumento de 1x106/Kg las CD34.
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Si el punto de corte de las células CD34+CD133+DR+CD38bajo en el anadlisis de Kaplan-Meier
lo establecimos en 0,95x10°/Kg (mayor x* , log-rank-test), deberiamos obtener mas de
2,62x106/Kg e infundir mas de 1,47x106/Kg de células CD34 en nuestros pacientes para
asegurar mayor supervivencia (SLE y SG).

A continuacidn se representa mediante curvas ROC (“Receiver Operating Characteristic”) la
alta capacidad de discriminacion que poseen las células CD34 (post-descongelacién) y no
tanto de las células CD34 precongelacién sobre la cantidad de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo obtenidas:

A) B)

[EN
o

1
Juny
N

=}
©

1
o
2

o
[e2]

1
o
2

o
T

Sensibilidad
o
D
|

Sensibilidad

o
)

I
o
i

o
o

T T T T T 0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad 1 - Especificidad

Grafico 43. Curvas ROC de estimacion de las células CD34+CD133+DR+CD38bajo en funcién de A) CD34 post-
descongelacién >1,5x10%/Kg (area bajo la curva 0,968) y B) en funcién de CD34 precongelacién > 2,6x10°/Kg (irea bajo
la curva 0,714).

3. CMN.

Las CMN, otro pardmetro de control de la aféresis, no muestran correlacion con las células
CD34+CD133+DR+CD38bajo (tabla 83). Sin embargo, si existe una excelente correlacidon
entre las CMN pre-congelacion y las CD34 recolectadas (tabla 84). Esta correlacidn, sin
embargo, se pierde con la descongelacién debido a la pérdida celular y sélo es posible
tenerla en cuenta con las células CD34+ antes de la congelacion. La correlacion es lineal y
negativa, es decir, cuanta mayor cantidad de CMN tengamos menor cantidad de CD34
obtendremos.

Si hemos demostrado una asociacién entre las CD34+ y la cantidad de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo, y hemos determinado un dintel celular de CD34+
precongelacién para asegurar una adecuada colecta de células CD34+CD133+DR+CD38bajo,
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es posible determinar, mediante un dintel de CMN precongelacién capaz de discriminar
una adecuada colecta de CD34+.

La ecuacion de regresién obtenida es (grafico 41):
Células CD34+ precongelacion = 4,29 - 0,14 x CMN precongelacion

con r?=0,35 (r=0,125), con una p asociada al contraste de correlacién de 0,004 y con un
intervalo de prediccién de la media al 95%.

Con estos datos podemos concluir:

1. Las dos variables estdn asociadas linealmente (aunque también existe correlacion de tipo
no lineal) y asociadas a una significacion estadistica en el contraste de correlacion en
nuestra poblacion.

2. Sin embargo, la relacién encontrada es moderada (r=0,355), es decir, las CMN
precongelacién soélo explican el 35,5 % (r’=0,126) de la variabilidad de las células CD34+
obtenidas antes de congelar la muestra.

3. La relacién es directa e inversa, por cada aumento de 1x10°/Kg de células CD34, las CMN
disminuyen 14x10%/Kg.

Seglin este andlisis, para obtener mas de 2,62x10°/Kg de células CD34 en nuestros
pacientes (ya hemos demostrado mayor SLE y SG), deberiamos obtener una cantidad de
CMN inferior a 11,92x10%/Kg.

10 CD34+ x 10°/Kg Precongelacién = 4,29 — 0,14 x [CMN x 10°/Kg precongelacién] (
c) L]
¥
2.
o 81
— Sqrlineal = 0,126
X .
g
.6 6_
E . ° L[]
[0) o °
o
c
o
9
o
o
<
8 Grafico 44. Recta de regresion lineal simple de la las
@) CMN vy las células CD34 (pre-congelacion).

CMN pre-congelacion (x10E8/Kg)

No encontramos una explicaciéon para esta correlacion negativa con las CMN obtenidas
precongelacién; probablemente influya el hecho de haber un mayor contenido de
mielocitos y células precursoras que se pierden durante la congelacion y descongelacion
del producto.

168



RESULTADQOS

4. CFU-GM obtenidas después de la descongelacion.

Ya hemos descrito la correlacidn existente entre las colonias de progenitores del tipo CFU-
GM con las células CD34+ postdescongelacién y las células CD34+CD133+DR+CD38bajo
(tablas 74 y 83)

Se efectud un andlisis de regresidon lineal simple entre la cantidad de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo y las cantidad de CFU-GM obtenida (grafico 45).

La ecuacidn de regresion obtenida es:
Células CD34+CD133+DR+CD38bajo= 0,8 + 0,04 x CFU-GM (x106/Kg)

con r’=0,28 (r=0,082), con una p asociada al contraste de correlacién de 0,042 y con un
intervalo de prediccidn de la media al 95%.

Sqr lineal = 0,082 .
Células CD34+CD133+DR+CD38bajo=0,8 + 0,04x CFU-GM

CD34+CD133+DR+CD38 bajo x 10E6/Kg

Grafico 45. Recta de regresion lineal simple de la las CFU-GM
y las células CD34+CD133+DR+CD38bajo.

CFU-GM x 10E6/Kg

Con estos datos podemos concluir:

1. Las dos variables estan asociadas linealmente y asociadas a una significacién estadistica
en el contraste de correlacidén en nuestra poblacion.

2. Sin embargo, la relacién encontrada es moderada (r=0,28), es decir, las CFU-GM sélo
explican el 28% (r’=0,082) de la variabilidad de las células CD34+CD133+DR+CD38bajo
obtenidas tras descongelar la muestra.

3. La relacién es directa, aumentando O,O4x106/Kg las células CD34+CD133+DR+CD38bajo,
por cada aumento de 1x106/Kg las CFU-GM.

Segun este analisis, para obtener mas de 0,95x10°/Kg de células CD34+CD133+DR+CD38
bajo en nuestros pacientes, deberiamos obtener una cantidad de CFU-GM mayor de
3,75x10°/Kg.
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El sistema inmunitario del huésped juega un papel importante en el prondstico de los
pacientes con linfomas. Con la introduccién de la inmunoquimioterapia en el tratamiento
de los linfomas, el estudio del estatus inmune del huésped ha adquirido gran importancia.

Como se ha mencionado, multiples trabajos han puesto de manifiesto este efecto en dos
momentos de la enfermedad, en base a la influencia ejercida por el RAL en distintos
momentos de la enfermedad: al diagndstico [201-205] y tras el trasplante de progenitores
hematopoyéticos en la fase de recuperacion hematoldgica, es decir, en relacién a la
recuperacion linfocitaria precoz [147, 148, 151, 158, 159, 161-166], (tabla 10).

Clasicamente, el beneficio del trasplante autélogo se debe exclusivamente a las altas dosis
de quimioterapia. Sin embargo, estos trabajos atribuyen un papel importante a un posible
efecto “injerto contra tumor” del injerto autdlogo. Los trabajos que describen la existencia
de dicho efecto [147, 148, 151, 158, 159, 161-166] demuestran que los pacientes con una
RL precoz tienen mayor supervivencia y se comporta como una variable prondstica
independiente. Sin embargo, cuando se estudia la influencia el papel de la cantidad de
linfocitos maduros infundida, se observa que los pacientes con RL precoz son los que
recibieron mayor cantidad de linfocitos, resultando ser ésta la verdadera variable
prondstica independiente [175, 176]. A su vez, ésta ultima podria depender directamente
del RAL existente en el momento de realizar la aféresis [175, 177].

Influencia sobre la supervivencia

( )\
Linfocitos pre-aféresis » | SI

(. J

( . . ll h
Linfocitos recolectados > | S

(. J

( . 7 .ll . . D
Recuperacion linfocitaria precoz > | I

(. J

Existen datos sin embargo, que demuestran que la RL precoz no depende de la cantidad de
linfocitos infundidos sino de la cantidad de células progenitoras CD34 presentes en el
injerto [159, 151, 173].

Otros trabajos incluso no encuentran relacion de la RL precoz con la supervivencia post-
trasplante [156, 173, 174]

171



DISCUSION

En este trabajo hemos pretendido estudiar la existencia de un posible efecto “injerto
contra tumor” en nuestros pacientes, profundizando en el andlisis de las subpoblaciones
linfocitarias y de células progenitoras de las células que componen el injerto y su relacién
con la supervivencia de los pacientes post-trasplante.
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1. OBJETIVO PRINCIPAL.

Investigar el papel de las subpoblaciones celulares del injerto
autologo en el resultado del trasplante de progenitores
hematopoyéticos en pacientes con linfoma.

El objetivo principal consiste en conocer como afectan las distintas subpoblaciones de
celulares de progenitores y linfocitos en el resultado de trasplante a través del estudio de
la supervivencia (SLE y SG) de nuestros pacientes.

Nuestros resultados muestran que las cifras de células CD34+ y de sus subpoblaciones
CD34+CD133+, CD34+DR+, CD34+CD38+, CD34+CD38+DR+ y CD34+CD133+DR+CD38bajo
tienen impacto sobre la supervivencia. Los pacientes que reciben mayor cantidad de
células CD34+ tienen una curva de supervivencia significativamente mejor. Sin embargo,
este claro beneficio sobre la supervivencia no aparece en relacién con la cantidad total de
linfocitos infundida ni con ninguna de sus subpoblaciones de linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, linfocitos T-TCRy$, linfocitos NK, asi como en funcién de la expresion de moléculas
KIR (CD158a y CD158b) o de NKG2D. Nuestros datos derivados de las curvas de
supervivencia no muestran una ventaja en la supervivencia a favor de aquellos pacientes
que reciben mayor cantidad de ninguna de las anteriores subpoblaciones de linfocitos.

Sin embargo si se obtienen resultados significativos cuando analizamos las células
progenitoras CD34+. Las células CD34+ se pueden subdividir en funcién de la expresién del
antigeno CD133+ en:

1. Células CD117+CD34+CD133+
2. Células CD117+CD34+CD133-

Células CD34+

CD34+CD133+

10
v

1EI4

1I]3

CD117 PE-Cya-A

CD34+CD133-

v

T T ||||||| TTT
Aom a0? o o1o? 10"
ZD133 PE-A
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El andlisis de nuestros resultados muestra que los pacientes movilizan 4 subtipos de
progenitores hematopoyéticos. Se trata de 4 subpoblaciones CD34+ claramente
diferenciadas y con un patrén repetitivo muy parecido en todos los pacientes (ver
ilustraciéon 16):

-Subpoblacién mayoritaria de células CD34+DR+: _Células CD34+
33
1. CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo N 1
2. CD117+CD34+CD133-DR+CD38++ EE B
[ -
Inz) ]
-Subpoblaciéon minoritaria de células CD34+DR-: — ]
O a .
o e
3. CD117+CD34++CD133+DR-CD38bajo o 4’ )
4. CD117+CD34+CD133-DR-CD38bajo AT
AM, 10° 10 10°
DR FITC-A

Las células progenitoras que muestran impacto significativo positivo sobre la supervivencia
son: las CD34 totales y las subpoblaciones CD34+CD133+, CD34+CD133+DR+CD38bajo,
CD34+CD133-DR+CD38++. También muestran impacto significativo las células CD34+DR+,
CD34+CD38+y CD34+CD38+DR+.

Es importante hacer notar que las células CD34 totales, CD34+CD133+, CD34+DR+,
CD34+CD38+ y CD34+CD38+DR+ incluyen a la subpoblacién CD34+CD133+DR+CD38bajo.

Al realizar el andlisis multivariante obtenemos que los pacientes que reciben una cantidad
superior a 0,95 x10°/Kg de células progenitoras del tipo CD34+CD133+DR+CD38bajo, tienen
una mayor SLE y SG, excluyendo del resultado final al resto.

La cantidad de progenitores CD34+CD133+DR+CD38bajo constituye el unico factor
prondstico independiente obtenido para la SG y para la SLE dependiente del injerto; junto a
estas células, ademas, obtenemos que los pacientes que recibieron rituximab pre-
trasplante presentan también un aumento significativo de la SLE y la SG; ambos
constituyen los Unicos factores prondsticos independientes detectados en nuestros
pacientes.

Los progenitores hematopoyéticos CD34+CD133+DR+CD38bajo dependen Unicamente de la
cantidad de CD34 post-descongelacién. De hecho si los eliminamos de analisis
multivariante automaticamente obtendremos progresivamente otros subtipos de
progenitores como factores prondsticos independientes, que de forma sucesiva son
CD34+DR+, CD34+CD38+DR+, CD34+CD38+, CD34+CD38+, CD34+CD133+, y por ultimo, las
células CD34 globales (post-descongelacién), lo que indica que todas dependen de la
cantidad de CD34.
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Ademas, las células CD34+CD133+DR+CD38bajo muestran una alta correlacion con las CD34
globales (post-descongelacion) y un alto grado de asociacion demostrado en el andlisis de
regresion lineal. Asi pues son las células CD34+ globales (post-descongelacién) las que
determinan la supervivencia y no los linfocitos maduros infundidos, ni ninguna
subpoblacion de éstos, incluidas las células NK.

Sin embargo, son las células CD34+DR- las que se correlacionan con la recuperacion linfoide
precoz. Tanto la subpoblacién CD34++CD133+DR-CD38bajo como la CD117+CD34+CD133-
DR-CD38bajo, asi como las células CD34+DR- globalmente consideradas, muestran una
correlacion significativa con la recuperacion linfoide precoz.

Una vez determinado que son células CD34 globales (post-descongelacién) las
responsables de la supervivencia de nuestros pacientes trasplantados, este trabajo indaga
sobre los subtipos de estos progenitores implicados en tal efecto, obteniendo que son las
células CD34+CD133+DR+CD38bajo cuando se infunden en cantidad igual o superior a 0,95
x10°/Kg las responsables de este efecto y ademas de forma independiente. Sin embargo,
existe una fuerte correlacion lineal entre la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo
y la cantidad de células CD34 recolectada, tanto con el calculo pre-congelacidn como sobre
todo post-descongelacion.

En nuestros pacientes, segin el modelo de regresion lineal, para conseguir infundir 0,95
células CD34+CD133+DR+CD38bajo x106/Kg 0 mas, deberiamos obtener en el proceso de
aféresis mas de 2,62x10%/Kg (pre-congelacién) para infundir mas de 1,47x10°/Kg (post-
descongelacién) de células CD34+ y poder asegurar asi una mayor supervivencia (SLE y SG).

Igualmente, los pacientes en los que recolectamos mas de 2,62x10°/Kg, son aquellos en los
que la cifra de CFU-GM es mayor de 3,75x10°/Kg.
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1.1 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS CELULAS
CD34+CD133+DR+CD38bajo.

La caracterizacién funcional de estas células es muy poco conocida, sin embargo sabemos
qgue corresponden con diversos fenotipos de la célula madre comun pluripotente o tronco.
Todas son CD34+y CD117+y lo que varia es la expresion de CD133, HLA-DR y CD38.

Entre estas células CD34+ se han identificado varios subtipos de progenitores en diferentes
estadios madurativos. Uno de ellos es la célula CD34+CD38- sin expresién de HLA-DR, que
se identifica como la célula madre comun pluripotente o tronco (CFU-LM), con capacidad
para dar lugar al progenitor multipotente. La diferenciacién de estas células va asociada a
la pérdida o disminucidon de expresién de CD34 y al inicio de la expresion de otros
antigenos caracteristicos de estadios de diferenciacién mas avanzados [45, 46].

La célula madre multipotente mieloide y linfoide expresa junto a CD34 el HLA-DR, pero es
CD38 negativa [47]. Los progenitores CD34+DR+CD38- caracterizan pues a una
subpoblacion de progenitores multipotentes linfoides y mieloides tempranos, no
comprometidos, y parece que se localizan en el nicho de las células “stem”, se mantienen
durante un tiempo en un estado quiescente y pueden aumentar en la médula ésea con la
edad y en diversas situaciones de estrés con respecto a los progenitores mas tardios
CD34+CD38+ [45, 46, 218, 219, 220].

A su vez podemos distinguir un progenitor multipotente mieloide temprano
CD34+CD33+CD15-, mas abundante en productos de leucoaféresis en comparacion con la
médula dsea, y un progenitor multipotente mieloide tardio CD34+CD33+CD15+, al
contrario, mas abundante en médula dsea que en sangre periférica movilizada con G-CSF
[45,46]. Posteriormente la célula monopotente mieloide adquiere una alta expresion de
CD33, sin embargo la célula monopotente linfoide no expresa CD33 [46, 47].

En cuanto al CD117, se trata de un antigeno presente desde estadios muy tempranos junto
con el CD34 [47]. Sin embargo, es interesante la expresién de CD133 en los progenitores
hematopoyéticos, porque parece establecer funcionalmente dos tipos de progenitores
como describiremos a continuacién.

Diferentes hallazgos en modelos experimentales en mamiferos sugieren que el
compartimento hematopoyético “stem cell” humano es heterogéneo, incluido el conjunto
de fenotipos celulares que se exponen durante la funcion de repoblacidn tras el trasplante
de progenitores hematopoyéticos. De hecho, tanto las poblaciones CD34+ como CD34-
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poseen capacidad repobladora. Sin embargo, son las células CD34+ y CD34+CD133+ las
realmente importantes desde el punto de vista regenerativo.

Se ha comprobado que existe una elevada actividad aldehido deshidrogenasa citosélica
(ALDH) en progenitores hematopoyéticos humanos. Las células ALDH+ poseen una marcada
actividad en células “stem” hematopoyéticas humanas (CSH) primitivas de corddn
umbilical, en precursores periféricos obtenidos tras movilizacidon con factores estimulantes
de colonias y también en los precursores de médula dsea en pacientes con LMA; dicho
fenotipo seria: CD34+CD38- y CD34+CD133+. Cuando se realiza un trasplante en ratones
NOD/SCID de células ALDH+, se produce un injerto multilineal en los dérganos
hematopoyéticos, mientras que las células ALDH- estuvieron desprovistas de capacidad
repobladora. La expresién de CD34 y CD133 disminuye con la maduracién y diferenciacién
[211]. Estos resultados se han corroborado en otros trabajos empleando ALDH [212],
donde se obtiene que las células ALDH+CD34+ tienen una alta expresién de CD117 y CD133
y baja expresiéon de CD38 (este seria el perfil de progenitor hematopoyético primitivo) en
comparacion con las células ALDH-CD34+; ademas parece que las células ALDH+CD34- son
las que tendrian capacidad de diferenciacién eritroide [212].

Estos datos permiten utilizar la expresién de los marcadores CD34 y CD133 como
marcadores de células “stem” primitivas con capacidad repobladora hematopoyética
demostrada “in vitro” e “in vivo” [211, 212].

Cuando se analiza la expresion de CD133 y CD34 en progenitores hematopoyéticos de
ratdén, se halla que la adquisicion de CD133 es previa a la de CD34; estas observaciones se
han reproducido en progenitores hematopoyéticos de cordén umbilical y de médula ésea
humanos. Por tanto, los progenitores CD34-CD133+ preceden a los CD34+CD133+, sin
embargo parece que los primeros todavia no poseen capacidad hematopoyética (no tienen
capacidad clonal) y que esta capacidad esta asociada a la adquisicién de CD34. Esta descrito
pues que CD133 define una poblacion muy primitiva de la célula madre pluripotente
dentro del compartimento de las células “stem” hematopoyéticas, es un marcador
ancestral a CD34 y se adquiere antes que éste tras estimulo por citoquinas. Estas células
primitivas ademds son negativas para CD38, CD33 y CD71 [213].

Asi pues, las células CD34+CD133+ constituirian un subgrupo de célula madre pluripotente
muy precoz e indiferenciado con una alta capacidad hematopoyética, proliferativa,
autoreplicativa y de injerto precoz en comparacion con las células CD34+CD133- [46, 213].

Las células CD133+ dan origen a un elevado numero de poblaciones de linfocitos B y T asi
como NK, que no es el caso de las células que expresan solamente el CD34 (CD34+CD133-);
los progenitores CD34+CD133+ poseen ademds una capacidad clonogénica superior a las
CD34+CD133- [214, 215].
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La posibilidad de que en médula 6sea podamos distinguir una subpoblacién de células
madre CD34+CD133+ podria ser importante en términos de reconstitucién hematoldgica,
ya que estas células son superiores en estos términos a las CD34+CD133-. Estas células
podrian ser importantes para el injerto linfopoyético, considerandose que las células
CD34+CD133+CD38- tienen una alta capacidad linfopoyética T [216]; ademds ensayos “in
vitro” han establecido que la poblacién CD34+CD133+ contiene la mayoria de las CFU-GM
[217].

En concordancia con estos resultados, también se ha demostrado un injerto mas répido en
pacientes que reciben productos de leucoaféresis, mds ricos en progenitores multipotentes
mieloides tempranos, en comparacién con los que reciben médula dsea, con mayor
abundancia de progenitores multipotentes mieloides tardios. Ademdas los progenitores
multipotentes mieloides tienen mds capacidad de desarrollar unidades formadoras de
colonias (CFC) [45]

Junto a esto, parece que existe una correlacion inversa entre el nimero total de células
CD34+CD133+ y el numero de dias en injertar los neutréfilos (>0,5x10%/L) y las plaquetas
(>20x109/L). Esta correlacién mejora la existente con el nimero de CD34 totales. Por tanto,
una cantidad elevada de células CD34+CD133+ se asocia con una rapida recuperacion de
neutréfilos y plaquetas; sin embargo no se ha estudiado la relacién con el injerto de
linfocitos [45].

Estos hallazgos pueden ayudar a predecir la capacidad de reconstitucién del injerto
hematopoyético (la calidad del injerto) que por diversas circunstancias contienen un bajo
numero de células CD34.

Los progenitores multipotentes linfoides y mieloides tempranamente comprometidos
presentan una expresion de CD38 baja. La pérdida de la capacidad linfopoyética y la
adquisicion de la capacidad mieloide van ligadas a la pérdida de CD133 y a la adquisicién de
CD38. La adquisicién progresiva de CD38 va paralela a la pérdida de CD133 (progenitores
multipotentes mieloides tardios y monopotentes). En el caso de los progenitores
multipotentes linfoides, la expresién de CD38 no llega a ser intensa [221, 222, 223]. Esta
descrito que las células CD34+CD38bajo pueden tener diferenciacion linfoide B [221], NK
[222] y T [223], definiendo a los progenitores multipotentes linfoides, pero no una
expresién intensa de CD38, como ocurre con la diferenciacion mieloide.

En cuanto al significado de antigeno HLA-DR es poco conocido; se sabe que se encuentra
en estadios muy tempranos de la célula madre multipotente mieloide y linfoide y
desaparece en estadios tempranos de diferenciacién [47, 218].

En resumen, en funcion de la expresion de distintos marcadores antigénicos descritos en la
bibliografia [45, 46, 47, 184-186, 211-221] podemos distinguir los siguientes subtipos de
progenitores hematopoyéticos (tabla 85):
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Tabla 85. Clasificacion de los progenitores hematopoyéticos en funcién de la expresion de distintos marcadores segun
datos descritos en la bibliografia [45, 46, 47, 184-186, 211-221].

CD133 CD34 DR CD38 CD33 CD15

Célula madre comtin pluripotente precoz + - - - - -
Célula madre comun pluripotente + + - - - -
Progenitor mieloide y linfoide multipotente + + + -/+ -
Progenitor mieloide multipotente temprano - + - -/+ -
Progenitor mieloide multipotente tardio . + o + +
Progenitor mieloide monopotente - + - ++ ++ ++
Progenitor linfoide multipotente + + + - - -

-Progenitores indiferenciados (célula madre pluripotente): CD34+CD33-, CD34+CD133+,
CD34+CD38-, CD34+DR-.

-Progenitores diferenciados (multipotentes mieloides y linfoides): CD34+CD33+,
CD34+CD133-, CD34+CD38+, CD34+DR+, CD34+DR+CD38+.

En nuestro trabajo se analiza el papel que desempefian los distintos subtipos de
progenitores CD34 del autoinjerto sobre el resultado clinico del TAPH, demostrandose la
existencia de un beneficio sobre la supervivencia en nuestros pacientes. Las células
responsables de este efecto beneficioso son los progenitores hematopoyéticos
CD34+CD133+DR+CD38bajo. Dichos progenitores constituyen un subgrupo de progenitores
multipotentes muy indiferenciados y cuyo grado de diferenciacion se sitia a medio camino
entre la célula madre pluripotente y la célula madre multipotente mieloide. Tanto las
células CD34+CD133+DR+CD38bajo como las CD34+CD133+DR-CD38bajo son progenitores
hematopoyéticos primitivos indiferenciados (CD34+CD133+) con capacidad clonogénica y
capacidad linfopoyética y, es posible que, dentro de este estadio inmaduro, la adquisicidn
del HLA-DR se asocie a una etapa ulterior de diferenciacion. Las células CD34+CD133+
también muestran un beneficio significativo sobre la supervivencia, pero el efecto
prondstico es dependiente de las células CD34+CD133+DR+CD38bajo como se demuestra
en el analisis multivariante.

Sin embargo, no obtenemos diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia
en funcién de la cantidad de las células CD34+CD133+DR-CD38bajo infundidas, aunque en
los pacientes que reciben mas cantidad, la curva de supervivencia es mejor. De las dos
subpoblaciones CD34+CD133+ estudiadas, las subpoblacion CD34+CD133+DR+CD38bajo es
la mayoritaria y, es la que en nuestro analisis, ha demostrado un importante impacto en la
supervivencia de nuestros pacientes. En la subpoblacién CD34+CD133+DR-CD38bajo,
minoritaria, si bien los pacientes que reciben mayor cantidad tienen una supervivencia
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mayor, ésta no llega a ser significativa. Es posible que la no significacion esté motivada por
la pequefia cantidad movilizada de estas células, sin embargo estas células, junto a la
subpoblacion CD34+CD133-DR-CD38bajo han demostrado su importancia en la
recuperacion linfoide precoz de nuestros pacientes. Estas dos subpoblaciones (CD34+DR-)
tienen en comun la no expresiéon del antigeno HLA-DR y podrian ser importantes en
términos de reconstitucion linfopoyética y contener a los progenitores pluripotentes
indiferenciados.

Las otras dos subpoblaciones de progenitores estudiadas (CD34+CD133-) tienen en comun
una disminucién de la expresién de CD34 y una pérdida de la expresion de CD133. Estos
hallazgos sugieren que estamos ante unos progenitores mas diferenciados, con poca
capacidad hematopoyética siendo la mayoritaria, las células CD34+CD133-DR+CD38++ las
qgue corresponderian a la célula madre multipotente mieloide que carece que capacidad
linfopoyética y que en nuestros pacientes, los que reciben mas cantidad de estas células,
también tienen una significativa mejor supervivencia; sin embargo, el efecto prondstico
sigue siendo dependiente de la cantidad de células CD34+CD133+DR+CD38bajo infundida.

Asi pues definimos en nuestros pacientes la movilizacién de cuatro subtipos de
progenitores:

1.CD117+CD34++CD133+DR-CD38bajo y CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo

Corresponden al progenitor multipotente linfomieloide con capacidad proliferativa clonal
tempranamente comprometidos, por tanto incluyen a los progenitores con capacidad
linfopoyética. Las primeras son progenitores mas indiferenciados al ser HLA-DR- vy, segun
nuestros resultados, corresponden con las que poseen mayor capacidad linfopoyética.

2.CD117+CD34+CD133-DR+CD38++

Corresponden al progenitor mono-bipotente. Probablemente con capacidad mieloide y con
pérdida de la capacidad linfopoyética (la pérdida de la capacidad linfopoyética y la
adquisicion de la capacidad mielopoyética van ligadas a la pérdida de CD133 y a la
adquisicion de CD38).

3. CD117+CD34+CD133-DR-CD38bajo

Desconocemos cual puede ser la funcionalidad de estas células. Se trata de una
subpoblacion muy poco representada dentro de los progenitores CD34+ de baja expresion
y CD133- por lo que corresponderia a células mono-bipotentes linfomieloides, como en el
caso anterior, pero a diferencia de éstas poseen una baja expresion de CD38 y pérdida de
HLA-DR. Podriamos postular diversas hipdtesis (podria tratarse de un subclén de células
quiescentes o formar parte de la misma poblacién CD117+CD34++CD133+DR-CD38bajo que
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podrian adquirir CD133 de forma tardia...), sin embargo, estas células se asocian con una
recuperacion linfoide precoz, por lo que poseen una alta capacidad linfopoyética como en
el caso de las CD117+CD34++CD133+DR-CD38bajo.

En nuestros pacientes, las células CD34+DR-, se asocian con una alta capacidad
linfopoyética con lo que podrian contener a los precursores linfoides.

Con independencia de esta ultima, las etapas madurativas quedan claramente definidas de
la siguiente forma:

1. CD117+CD34++CD133+DR-CD38bajo
Pluripotente linfomieloide 1

2. CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo

Mono-bipotente mieloide % { 3.CD117+CD34+CD133-DR+CD38++
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1.2. ;EXISTE UN EFECTO “INJERTO CONTRA LINFOMA” EN EL
TRASPLANTE AUTOLOGO?

Clasicamente definimos el efecto “injerto contra tumor” cuando las células inmunes
maduras de un donante reconocen y atacan las células “extrafias” tumorales en el
paciente. Este fendmeno ayuda a prevenir las recaidas y, en algunas ocasiones, puede
llegar a ser curativo.

Este “efecto inmunoldgico” beneficioso se ha demostrado en el escenario del trasplante
alogénico. En estos pacientes se producen una serie de mecanismos que involucran las
poblaciones celulares efectoras de la respuesta inmune, fundamentalmente la actividad de
los linfocitos T del donante, lo que se traduce en una disminucién de las recaidas (aumento
de la SLE) y en una disminucién de la mortalidad (aumento de la SG) [144, 222-224].

En el contexto del trasplante autdlogo, obviamente, no existe tal efecto mediado por los
linfocitos maduros del donante, pero puede existir un efecto inmune beneficioso derivado
de las células progenitoras existentes en el injerto, y que de la misma manera, produzcan
una mayor supervivencia de estos pacientes.

Segun nuestros resultados, los pacientes que reciben mayor cantidad de células y
CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo tienen una supervivencia mayor, por tanto podemos
afirmar que en nuestros pacientes parece existir un efecto “injerto contra linfoma” y que
este efecto puede relacionarse con la cantidad recibida de este tipo de células. La cantidad
infundida de estas células resulta ser un factor prondstico independiente.

La cantidad de células CD34 totales igualmente influye sobre la supervivencia pero ésta si
gue es dependiente de las anteriores.

Sin embargo, los mecanismos por los cuales estas células ejercen el mecanismo “injerto
contra linfoma” son desconocidos.

En diversos trabajos previamente comentados, se postula que el efecto “injerto contra
linfoma” depende de la reconstitucién inmune (linfocitaria) precoz en diversas neoplasias
tanto hematoldgicas [147, 151, 158, 159, 161, 163-166], como no hematoldgicas [148, 161,
162] y se basa en la hipdtesis de que estos linfocitos tempranamente regenerados
ejercerian un efecto inmunoldgico sobre el linfoma, que seria responsable de la mejor
supervivencia de estos pacientes y del efecto “injerto contra linfoma”. En estos trabajos la
RL precoz se muestra como una variable de gran importancia prondstica en el resultado del
TAPH. El origen de estos linfocitos reconstituidos post-trasplante es desconocido, pero se
postulan tres hipotesis [147]:
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1. Stem cell progenitoras contendidas en el injerto y que se diferencian a linfocitos
maduros.

2. Linfocitos maduros contenidos en el injerto, que han sido recolectados previamente y
son reinfundidos.

3. Linfocitos del huésped que sobreviven al régimen de acondicionamiento.

En algunos casos [175, 176], la RL precoz depende exclusivamente de la cantidad total de
linfocitos infundida, mostrando una fuerte correlacién proporcional, directa y lineal, y no
de las células CD34, por lo que seria valida la segunda hipdtesis. Sin embargo no se
investiga cuales pueden ser los factores asociados a la recuperacién linfocitaria precoz, que
pueden afectar a ésta o si ésta puede depender de otros factores. Sin embargo, hay
algunos trabajos con resultados contradictorios en los que si que depende de las células
CD34 administrada [147, 150].

Segun nuestros datos, la RL precoz (definida como RAL en el dia 15 > 0,9 x 10°/L) se asocia
con una mejor SLE (estadisticamente significativa) y una SG mejor (en este caso las
diferencias alcanzadas no llegan a ser estadisticamente significativas), pero no constituyen
un factor pronéstico independiente. La RL precoz tampoco se correlaciona ni con la
cantidad de linfocitos infundida, ni con la cantidad total de células CD34 infundida (ni de
CD34++CD133+DR+CD38bajo), sino que, se correlaciona con la cantidad de células
CD34+DR- totales infundidas (tanto CD34+CD133+DR-CD38bajo como CD34+CD133-DR-
CD38bajo) como se comentd previamente. Ambas constituyen dos subpoblaciones
minoritarias del indculo de CD34 y, aunque las diferencias en las curvas de supervivencia
no son significativas, los pacientes que reciben mayor cantidad de células CD34+DR-
poseen mayor SLE y SG. Las células CD34+DR- también son las Unica subpoblacion de
CD34+ que se asocia con un injerto de neutrofilos mas rapido (tabla 86):

Por tanto, podemos concluir:

1. Parece existir un efecto “injerto contra linfoma” demostrado por el hecho de que los
pacientes que reciben mayor cantidad de células CD34++CD133+DR+CD38bajo poseen
mayor supervivencia. Este hecho también se produce con las células CD34+DR- en relacion
con una RL precoz. Sin embargo, son las células CD34++CD133+DR+CD38bajo las que han
demostrado ser factor prondstico independiente. El beneficio sobre la supervivencia
mostrado por estas células en cambio no deriva de una RL precoz y el mecanismo es
desconocido.

2. En nuestra serie, no existe ninguna ventaja en la supervivencia derivada de una mayor
cantidad de linfocitos maduros recibida ni de ninguna de sus subpoblaciones (B, T ni NK).

3. Nuestros datos indican que existe una ventaja en la supervivencia de los pacientes con RL
precoz pero ésta no depende de la cantidad de células CD34+ totales, ni de su
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subpoblaciéon CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo, ni de la cantidad de linfocitos maduros
presentes en el injerto. La RL precoz no ha demostrado ser factor prondstico independiente
en el analisis multivariante, al contrario que en la mayoria de los trabajos publicados; esta
ventaja en la supervivencia podria estar relacionada con otros factores como por ejemplo
un rapido injerto hematopoyético, tanto mieloide como linfoide, que si depende de las
células CD34+DR-. Los pacientes que reciben mayor cantidad de células CD34+DR- son los
que injertan mas rapidamente, tanto los granulocitos como los linfocitos, (no asi las
plaquetas, datos no mostrados), como ilustramos en las tablas 86 y 87 y en los gréficos 34 y
35:

Tabla 86. Diferencias de medias (prueba T para muestras independientes) de diversas subpoblaciones en funcion del
injerto granulocitico (injerto > 500 vs. < 500 después del dia 12) y linfoide (injerto > 900 en el dia 15 vs. < 900).

sPOBLALIC i 00 00 RA 00 00
P )
CD34+ (pre-congelacion) 0,02 0,372
CD34+ (post-descongelacion) 0,130 0,383
CD34+CD133+ 0,093 0,425
CD34+CD133- 0,489 0,413
CD34+CD133+DR+CD38bajo 0,097 0,453
CD34+DR- 0,008 0,008
CFU-GM 0,405 0,489
CFU-Mix 0,831 0,736
BFU-E 0,994 0,450

Tabla 87. Media y DS de células CD34+DR- en funcidon del injerto mieloide y linfoide.

Media de células CD34+DR- ‘ p
Injerto neutréfilos dia 12 (>500 pL vs. <500/puL) 0,1x 10°/Kg 0,008
0,046 x 10°/Kg
Injerto linfocitos dia 15 (>900 pL vs. <900/puL) 0,120 x 10°/Kg 0,008
0,05 x 10°/Kg

El hecho de que la RL precoz se asocie a mejor supervivencia, se apoya en los linfocitos
regenerados “de novo” por las células progenitoras CD34+, ya que dentro de los linfocitos
del indculo o en las células residuales del huésped, podria haber gran nimero de linfocitos
reguladores que se generaron durante la respuesta frustrada contra el tumor. En la
regeneracidon, aparecerian linfocitos virgenes que podrian aprender a luchar contra el
tumor, sin el freno que suponen las células reguladoras inducidas por el tumor.

Sin embargo, el impacto sobre la supervivencia dependiente de la cantidad de células
CD34++CD133+DR+CD38bajo administrada es mayor y por tanto, el efecto “injerto contra
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linfoma” que se ha producido en nuestros pacientes, depende mayoritariamente de este
tipo celular.

Desde el punto de vista practico y dado que el potencial efecto “injerto contra linfoma”
parece depender de la cantidad de células CD34++CD133+DR+CD38bajo administrada, seria
importante determinar estas células o un umbral minimo en la colecta para asegurar el
éxito del trasplante. Sin embargo, las células CD34++CD133+DR+CD38bajo muestran una
clara correlacién con las células CD34+ totales (con el calculo post-descongelacion),
asociacion que queda reflejada mediante el analisis de regresidn lineal. Esto quiere decir
que las células CD34++CD133+DR+CD38bajo son una buena parte de las células CD34+
totales movilizadas y descongeladas (66% de las células CD34+ descongeladas), que existe
una buena correlacién entre ambas y que el efecto beneficioso sobre la supervivencia
depende de las células CD34++CD133+DR+CD38bajo. Debido a esta excelente correlacién
(antes y sobre todo tras la descongelacion) la cifra de células CD34+ recolectada e infundida
puede servir de valor subrogado y no seria imprescindible determinar las células
CD34++CD133+DR+CD38bajo, si bien constituyen una medida excelente de control de
calidad de una aféresis tras la descongelacion.

Por ultimo, el mecanismo por el que las células CD34++CD133+DR+CD38bajo actuan
beneficiosamente sobre el huésped esta poco aclarado. El mecanismo no parece depender
de una reconstitucion inmune precoz, ni tampoco a través de un rapido injerto tanto
linfoide como mieloide. Podriamos postular que se trataria de mecanismos inmunoldgicos
poco esclarecidos, que no se reflejaria de forma tan simplista en la cifra absoluta de
linfocitos maduros.

Queda por dilucidar si con mayor cantidad de estas células la recuperacion linfocitaria
precoz hubiera sido mayor y por tanto su impacto en la supervivencia también; de hecho
en la mayoria de los trabajos publicados la RL en el dia 15 estd en torno a 0,5 x 10°/L
mientras que en nuestros pacientes es de 0,772 x 10°/L de media de media, y su
significacién se alcanzaba con 0,9 x 10°/L.
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2. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

2.1 INVESTIGAR LA INFLUENCIA DEL ANTICUERPO
MONOCLONAL RITUXIMAB SOBRE LA COMPOSICION DEL
INJERTO Y LA SUPERVIVENCIA.

El rituximab se utiliza como purgado “in vivo” de células tumorales CD20+ en los pacientes
con linfoma no Hodgkin en el tratamiento previo al trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos. El empleo del rituximab ha supuesto un gran avance en el tratamiento
de los pacientes con LNH, pero no existen estudios comparativos para determinar el
impacto de rituximab sobre la composicién del injerto y si ésta puede afectar a la SLE y la
SG.

Esta ampliamente estudiado que el empleo del rituximab previo al trasplante no afecta a la
cinética de movilizacion y recoleccién de progenitores CD34 [227-230]. Tampoco se
produce un aumento en la tasa de infecciones a pesar de producir una depresion de la
inmunidad humoral (linfocitos B e IgG) que no se recupera hasta los 2 afios post-trasplante
[231].

Un Unico estudio ha comparado las caracteristicas de la movilizacidn y la cinética del injerto
entre una serie pacientes con LNH que reciben rituximab con otros que no reciben
rituximab previamente a la movilizacion de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica (PHSP). Los pacientes que reciben rituximab tienen un tiempo mas largo de
injerto de granulocitos (p=0,0466), poseen una tendencia a una recoleccion de
progenitores mas pobre y una tasa significativamente mayor de los episodios de
bacteriemia. Este trabajo postuld que el rituximab utilizado en los 6 meses anteriores a la
recogida puede tener un efecto perjudicial sobre la movilizacién de PHSP y el injerto. Sin
embargo la supervivencia de estos pacientes es significativamente mejor por lo que este
efecto negativo del rituximab seria compensado por una mejor supervivencia [232].

Nosotros comparamos un grupo de pacientes que recibe rituximab previo a la recoleccion
de PHSP (22 pacientes) con otro que no lo recibieron (21 pacientes).

El analisis de nuestros resultados muestra que no existen diferencias en la composicion del
injerto en ninguna de las subpoblaciones de células progenitoras estudiada: CD34 (pre y
post-descongelacion), CD34+CD133+DR-CD38bajo, CD34+CD133+DR+CD38bajo,
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CD34+CD133-DR-CD38bajo, CD34+CD133-DR+CD38++,
CD34+CD38+y CD34+CD38+DR+.

CD34+CD133+, CD34+DR+,

En cuanto al total los linfocitos recolectados si que existen diferencias: en los pacientes que
reciben rituximab se recolecta globalmente menos cantidad de linfocitos totales, sobre
todo a expensas de una menor recoleccidon de linfocitos B (CD19+), no afectdndose la
recoleccidn de otros subtipos de linfocitos T (TCRyd, CD4, CD8) ni NK (tabla 88).

Tabla 88. Diferencias entre las principales subpoblaciones linfocitarias del injerto de los pacientes que reciben
rituximab pre-trasplante y los que no.

LINFOCITOS SI RITUXIMAB NO RITUXIMAB
Media Desviacion Media Desviacién P

Linfocitos totales (precong) 241,87 227,43 345,02 237,1 0,11
Linfocitos totales (postdes) 158,45 142,45 197,84 186,04 0,01
CD19+ 1,94 5,85 11,4 19,32 0,03
Linfocitos T CD3+ 122 98,8 137,79 132,31 0,65
TCRyé+ 5,87 7,97 10,77 14,9 0,16
CD3+CD4+ 57,92 57,15 62,38 65,85 0,79
CD3+CD8+ 56,88 62,44 63,79 71,48 0,71
Linfocitos NK 20,5 20,6 29,16 43,59 0,39

El tratamiento con rituximab tampoco afectd al injerto de granulocitos (p=0,809) ni de
plaquetas (p=0,287) con una media respectivamente de 11y 12 dias en alcanzar >0,5 x 10°
granulocitos/L y >20 x 10° plaquetas/L sin necesidades transfusionales adicionales.

No se encontraron diferencias en los dias en los que se alcanzé nadir, en los dias de fiebre
ni tampoco se produjo una mayor documentacién microbioldgica en los pacientes que
recibieron rituximab (8 aislamientos microbiolégicos en 9 pacientes de cada grupo).

En consecuencia se puede concluir que el tratamiento con rituximab en nuestros pacientes
no afectd a la composicion del injerto, salvo un una deplecidn de linfocitos totales y de
linfocitos B, como era previsible. Tampoco se aumentaron los dias que tardan en injertar
los pacientes, tanto de granulocitos como de plaquetas, ni se produjeron mas infecciones
en el grupo de pacientes que recibid rituximab.

El empleo de rituximab tampoco ha determinado mayores necesidades transfusionales.
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2.2 ESTUDIAR EL PAPEL DE LOS LINFOCITOS EN DISTINTOS
MOMENTOS DE LA ENFERMEDAD SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

2.2.1. INFLUENCIA DEL RAL AL DIAGNOSTICO SOBRE LA
SUPERVIVENCIA.

El analisis de nuestros resultados demuestra, ain con un nimero bajo de pacientes, que
aquellos que poseen un RAL al diagnéstico >0,5 x 10%/L tienen una SLE significativamente
mayor (p<0,001) y los que tienen >0,75 x 10°/L tienen una SLE y SG significativamente
mejor (p<0,001 y 0,023 respectivamente).

En el andlisis univariante, tanto el tener >0,75 x 109/L como el tener >0,5 x 109/L, muestran
diferencias respecto a la SLE y a la SG respectivamente, aunque las diferencias en este caso
no llegan a ser estadisticamente significativas para la SG pero si para la SLE.

En el andlisis multivariante se eligié 0,75 x 10°/L como punto de corte al carecer de
significacion estadistica >0,5 x 10°/L para la SG en el anlisis de Kaplan-Meier y ser el punto
de mayor x* para el “log-rank test”. En dicho analisis el tener >0,75 x 10°/L linfocitos al
diagndstico no resultd ser un factor prondstico independiente.

Nuestros resultados concuerdan con los datos publicados hasta el momento y descritos en
la introduccion: todos los trabajos realizados en este sentido han demostrado el papel
fundamental como factor prondstico del RAL al diagndstico en pacientes con linfoma no
Hodgkin [201-205], si bien en los modelos multivariantes no se incluyen factores como las
células CD34+ o el empleo de rituximab.

En nuestro caso, si obviamos estos dos factores como en los trabajos resenados [201-205],
si que obtenemos que el RAL al diagnostico >0,75 x 10°/L es un factor prondstico
independiente, y ademds lo es de otros factores prondsticos obtenidos en el analisis
univariante como edad al diagndstico, estatus pretrasplante o respuesta al trasplante, lo
que indica que el estado inmunitario del huésped al diagndstico de la enfermedad juega un
importante papel prondstico y que el RAL al diagndstico es importante marcador de éste.

Otros trabajos publicados se refieren solamente a pacientes con linfoma folicular y linfoma
difuso de células grandes, mientras que el nuestro incluye ademas a pacientes con linfoma
de Hodgkin.
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2.2.2. INFLUENCIA DEL RAL PREVIO A LA RECOLECCION SOBRE LA
SUPERVIVENCIA.

Como se comenté al inicio de la discusion, algunos trabajos confieren un papel relevante al
recuento absoluto de linfocitos en el momento de la aféresis.

Katipamula R. et al [177] se plantean que factores pueden estar relacionados con el
rendimiento en la recoleccién linfocitaria y por tanto pueden influir en el contenido de
linfocitos del autoinjerto. Del analisis multivariante llevado a cabo para aclarar este
aspecto, solamente el recuento de linfocitos pre-aféresis se asoci6 significativamente con
los pacientes que obtenian >500x10° linfocitos/Kg (p=0,0001), mostrando una fuerte
correlacidn. Al evaluar diferentes puntos de corte de RAL pre-aféresis capaces de predecir
una mayor cantidad de linfocitos recolectada, se identificd el valor de 0,5x10° linfocitos/L
como el umbral predictor de RAL superior a 0,5x10° linfocitos/Kg.

Aunque se han podido demostrar diferencias respecto a la SLE en funcidn de la cantidad de
linfocitos existentes en el momento de la aféresis [168], este parametro no se ha incluido
en ningun andlisis multivariante para comprobar su relacion con la supervivencia. Por
tanto, niveles elevados de linfocitos en sangre periférica en el momento de la aféresis
permite obtener una cantidad mayor de linfocitos en el injerto; si la cantidad de linfocitos
del autoinjerto depende de la cantidad de linfocitos existentes en el momento de la
aféresis, seria este un factor prondstico independiente.

El andlisis de nuestros resultados muestra una correlacion entre el recuento absoluto de
linfocitos en el momento de la aféresis y la cantidad de linfocitos recolectados (Rho de
Spearman 0,3; p=0,028). Sin embargo, no existe ninguna ventaja en la supervivencia de los
pacientes que tienen mayor cantidad de linfocitos en el momento de realizar la aféresis.
Esto concuerda también con el hecho de que la cantidad de linfocitos recolectados (y
posteriormente infundidos) no afecta a la supervivencia, circunstancia que es
independiente de la pérdida celular derivada de la descongelacion. Estos resultados
concuerdan con los publicados [175, 177]. No obstante, como ya hemos comentado, en
nuestro caso la supervivencia no se veia influenciada por la cifra de linfocitos infundidos y
como es de esperar, tampoco por la cantidad de linfocitos en el momento de realizar la
aféresis.

Asi pues la hipotesis expuesta al principio de esta discusidn:
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Influencia sobre la supervivencia

( N\
Linfocitos pre-aféresis > | SI

. J

( . . U 1
Linfocitos recolectados > | sl

. J

( . 7 -ﬂ . . \
Recuperacion linfocitaria precoz > | s

- J

y basandose en nuestros resultados en nuestros pacientes quedaria como sigue:

Influencia sobre la supervivencia

( )
Linfocitos pre-aféresis 4®—> NO
(& J
( . . U )
Linfocitos recolectados —&)—| no
- J
: T
Recuperacion linfocitaria precoz > | SI, SOBRE LA SLE
(& J

Es posible que muchos otros factores puedan influir sobre la cantidad de linfocitos
recolectados, como el tipo de movilizacion realizada [175, 176], el tiempo transcurrido
entre el ultimo ciclo de quimioterapia y el momento de realizar la aféresis [178], pero el
estudio de estos factores excede el propdsito de esta tesis al no haber demostrado estos
pardmetros, en nuestra muestra de pacientes ningun beneficio sobre la supervivencia.
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2.2.3. INFLUENCIA DE LA RL PRECOZ SOBRE LA SUPERVIVENCIA.

En el apartado correspondiente al objetivo principal se discutid los factores celulares
relacionados con la supervivencia y el impacto de la RL precoz sobre la supervivencia.

La RL precoz mejora la SLE de nuestros pacientes de forma significativa. Esta se
correlaciona con la cantidad de células CD34+DR- infundida, pero no constituye un factor
prondstico independiente.

2.2.4. INFLUENCIA DE LA RL TARDIA.

Diversos trabajos han estudiado el papel de la recuperacion linfocitaria mas alla del dia 15
como factor prondstico. Los resultados publicados no demuestran ningun beneficio sobre
la supervivencia mas alla del dia 30, aunque la recuperacion linfocitaria tardia si se
correlaciona con la dosis de linfocitos recibida.

Nuestros datos no demuestran ningun beneficio sobre la supervivencia en funcion del
recuento absoluto de linfocitos en los dias 30, 90, 180 y al afio post-trasplante en los
diferentes puntos de corte analizados.
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2.3. ESTUDIAR LAS POSIBLES CORRELACIONES DE LOS
CULTIVOS CLONOGENICOS CON LAS CELULAS CD34 Y SUS
SUBPOBLACIONES.

Los progenitores hematopoyéticos fueron evaluados no sélo por citometria de flujo sino
también a través de cultivos clonogénicos.

El control de la viabilidad “in vitro” de las muestras celulares obtenidas tras la recoleccién y
manipuladas “ex vivo”, se lleva a cabo mediante la técnica de cultivo in vitro de los
progenitores mieloides, siendo los granulomonociticos (CFU-GM) los mas utilizados. Su
valor como control de calidad estd bien establecido y constituye una practica habitual en
los laboratorios de criopreservacidn. Este control nos informa acerca de posibles deterioros
celulares que pueden ocasionar dichas técnicas.

Sin embargo el valor predictivo del cultivo de progenitores CFU-GM en relacion con el
implante de los progenitores hematopoyéticos estd muy debatido [236, 237].

Existe una alta correlacién entre el nimero de células CD34+/Kg obtenidas tanto antes
como después de la criopreservacion, con los dias en que se produce el injerto plaquetar y
de neutrdfilos y ambas tienen capacidad de predecir el injerto hematopoyético en
pacientes que reciben mas de 2 x 10° CD34+/Kg. Los pacientes en los que se produce una
pérdida de la viabilidad de las células CD34+ tras la criopreservacién y reciben una cantidad
inferior a 2 x 10° células CD34+/Kg tienen, en general, peor reconstitucion hematopoyética
[233, 234, 238]. Este es un hecho aceptado, aunque existen algunos datos contradictorios
en la literatura.

También, clasicamente, se entiende que existe una fuerte correlacién lineal entre la
cantidad de células CD34+ por kilogramo de peso corporal y el nimero de CFU-GM por kilo
de peso corporal obtenidas tanto antes como después de la criopreservaciéon [235]. Esta
correlacién es significativa cuando se produce una disminucion importante de la viabilidad
(por debajo del 50%). En este caso, parece predecir una gran pérdida de capacidad de
proliferacién in vitro, mientras que si la viabilidad es superior al 50%, no existe una buena
correlacién con un mayor numero de CFU-GM generado antes y después de la
criopreservacioén [235].

Trabajos recientes muestran una alta correlaciéon entre las colonias CFU-GM/Kg vy las
células CD34+/Kg y tanto la cantidad de células CD34+/Kg de peso corporal como el
nimero de CFU-GM/Kg de peso corporal, obtenidas antes y después del proceso de
criopreservacién, muestran una elevada y significativa correlacidon con el injerto tanto de
plaguetas como de neutrdfilos. Sin embargo, comparando ambas, la correlacién mas fuerte
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parece ser entre la cantidad de células CD34+/kg de peso corporal y los datos de
recuperacién hematolégica, siendo ademds un factor independiente del numero de
colonias CFU-GM/Kg en el andlisis multivariante [236, 238].

Otros trabajos, sin embargo, no demuestran una correlacion entre las células CD34+/Kg ni
las CFU-GM/Kg y el tiempo de injerto, por lo que han estudiado otros pardmetros como la
ratio CFU-GM/CD34+ como indicador de la calidad de las células progenitoras obtenidas y
su relacion con el injerto hematopoyético. En dicho trabajo, el nimero de células CD34+
por Kg se correlaciond altamente con las CFU-GM/Kg y con las CMN/Kg. Sin embargo ni el
nimero de CD34+/Kg ni las CFU-GM/Kg mostraron correlacion con el injerto de neutroéfilos
ni de plaquetas. Al estudiar el ratio CFU-GM/CD34+, la presencia de un ratio bajo predijo
un rapido injerto plaquetar que hipotéticamente podria ser utilizado como predictor de la
capacidad movilizadora y de injerto del paciente [237].

En nuestro trabajo, nos preguntamos sobre la utilidad de los datos obtenidos del estudio
de los cultivos clonogénicos, realizados tras del proceso de criopreservacién como
predictor del injerto hematopoyético y como control de calidad del proceso de
criopreservacion.

Nuestros datos parecen indicar, respecto a la influencia sobre el injerto de los granulocitos,
que los pacientes que han recibido mayor cantidad de células CD34+/Kg (calculo
precongelacién) han tenido un injerto granulocitico significativamente mas rapido (tabla
86), pero son sobre todo, los pacientes que han recibido mayor cantidad de células
CD34+DR-/Kg, los que tienen un injerto granulocitico y linfoide mas precoz (tablas 86 y 87),
mostrandose esta subpoblacion celular como los progenitores con mayor capacidad
regenerativa post-trasplante. Esta correlacién no se ha mostrado con el injerto de
plaquetas.

Sin embargo, los pacientes que tienen un injerto granulocitico y linfoide mas precoz, no
han recibido mayor cantidad de CFU-GM/Kg, CFU-Mix/Kg y BFU-E/Kg (post-
criopreservacién), (tablas 86 Y 87). Parece pues que los distintos tipos de colonias
estudiados, no son utiles como factores predictivos del injerto. Alun asi, las colonias de tipo
CFU-GM obtenidas tras la criopreservacion, muestran correlacion con los progenitores con
los progenitores CD34+ obtenidos también tras la criopreservacion y, sobre todo, con las
subpoblaciones CD34+CD133+, CD34+CD133+DR-CD38bajo, CD34+CD133+DR+CD38bajo y
CD34+CD133-DR-CD38bajo (tabla 89).
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Tabla 89. Correlacidn entre CFU-GM y distintos tipos de progenitores.

CFU-GM indice de correlacién P
CD34+Post-descongelacion 0,275 0,042
CD34+/CD133+ 0,288 0,033
CD34+CD133+DR-CD38bajo 0,278 0,04
CD34+CD133+DR+CD38bajo 0,286 0,034
CD34+CD133-DR-CD38bajo 0,185 0,008

Por tanto, segln nuestros resultados, no podemos concluir que el andlisis de las colonias
CFU-GM obtenidas tras el proceso de criopreservacion sea Util para predecir el injerto de
neutrdfilos, de plaquetas ni de linfocitos, pero, sin embrago, pueden constituir un
adecuado control de calidad de la cantidad de células CD34+ post-descongelacion y de las
CD34+CD133+DR+CD38bajo obtenidas.

Como conclusidn de estos resultados es importante resaltar la correlacidon de las colonias
obtenidas de tipo CFU-GM con los progenitores CD34+ y los distintos subpoblaciones
estudiadas con excepcion de las células CD34+CD133- totales y las células CD34+CD133-DR-
CD38++. Es de destacar que estos subtipos celulares corresponden a los progenitores mas
diferenciados (mono-bipotentes), por tanto la correlacion es buena con los progenitores
CD34++CD133+y con los CD34+ totales tras la descongelacion.
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En pacientes con linfoma sometidos a TAPH, la cantidad de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo ha demostrado ser el Unico factor prondstico
independiente que afecta al injerto.

Nuestros datos indican que la infusién de mas de 0,95x10°/Kg de células con fenotipo
CD34+CD133+DR+CD38bajo y el haber recibido rituximab pretrasplante, son los
Unicos factores prondsticos independientes para la SLE (ambos) y la SG (cantidad de
células CD34+CD133+DR+CD38bajo) tras el TAPH.

Nuestros resultados sugieren que para asegurar una adecuada recoleccién de células
CD34+CD133+DR+CD38bajo es preciso obtener mas de 2,62x10°/Kg células CD34 en
el proceso de aféresis (pre-congelacién) e infundir mas de 1,47x10°/Kg (post-
descongelacion).

Los pacientes que reciben una mayor cantidad de células con el fenotipo
CD117+CD34++CD133+DR+CD38bajo tienen una mayor supervivencia, que puede
estar relacionada con un efecto “injerto contra linfoma”. En contraste con otros
estudios, no hemos observado este efecto en relacion con la cifra de linfocitos ni con
ninguna de sus subpoblaciones.

En nuestro estudio la RL precoz se asocia con una mejor SLE pero no constituye un
factor prondstico independiente. La RL precoz no se correlaciona con la cantidad de
linfocitos o de células CD34+ infundida, ni con otras subpoblaciones mas inmaduras
como las que tienen inmunofenotipo CD34++CD133+DR+CD38bajo, pero si depende
de la cantidad de células CD34+DR- administrada.

El tratamiento con rituximab previo a la aféresis de progenitores hematopoyéticos
determina una deplecién de linfocitos totales y de linfocitos B, aunque ello no afecta
al injerto de granulocitos ni de plaquetas, ni a la reconstitucién linfocitaria
postrasplante.
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