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Introduccién

El trasplante de médula 6sea, es preferible llamarlo en la actualidad de
progenitores hematopoyéticos, no es mas que un nuevo tratamiento, complejo y
fascinante, que tiene como fin lograr la curacién definitiva de determinadas
patologias hematoldgicas. Este procedimiento posee, no obstante, una historia
detras que nunca debe ser del todo olvidada, y menos por un historiador, por lo
que aqui, brevemente, quedan reflejados los hechos mas importantes en el
desarrollo y perfeccionamiento de esta novedosa terapia, que en las ultimas

décadas tantas vidas ha salvado.

A.1.- HISTORIA DEL TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

Varios siglos antes del nacimiento de Jesus de Nazaret, en la Grecia
Clasica ya existian conocimientos de supuestas patologias hematoldgicas, con
descripciones de esplenomegalias, adenopatias y anemias, que en los siglos
siguientes fueron adoptadas por otras civilizaciones posteriores, aunque
pobremente desarrolladas. Alfred Velpeau en 1927, publico el caso de una florista
de 63 afnos que presentaba fiebre, debilidad, calculos urinarios y abdomen con
crecimiento descomunal. En la autopsia encontré un higado y un bazo enormes y
“la sangre era como una papilla de avena que recordaba la consistencia y el color

de las levaduras del vino tinto”!

, datos muy sugestivos de una Leucemia Mieloide
Crénica, a pesar de lo cual, siempre se ha considerado la primera descripcién de
una Leucemia Aguda. Estas y otras enfermedades hematoldgicas, descritas
posteriormente, como el Mieloma Mudiltiple??, la Aplasia Medular* o el Sindrome
Mielodisplasico®®, tienen en el trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos una solucion terapéutica.



A finales del siglo XIX, concretamente en 1891, Brown-Sequard y
D Arsonval plantearon la posibilidad de reconstituir la producciéon de células
sanguineas en casos de anemia con la administracion de bazo, crudo o cocido,
de animales en los pacientes, o bien, mediante la administracion de médula por
via oral a pacientes, también diagnosticados de anemia o con debilidad por

Tuberculosis”®.

Sin embargo la verdadera historia del trasplante de médula ésea (Alo-TMO)
se inicia en el afo 1939 cuando Osgood infunde, sin éxito, varios mililitros de
médula dsea en pacientes con aplasia medular por tratamiento con sales de oro,
procedente de su hermanog, siendo en los anos venideros con los estudios de los
efectos de las radiaciones durante la Segunda Guerra Mundial, cuando se abri6

realmente el camino a este nuevo procedimiento.

Diez afios después del intento de Osgood, Jacobson descubre que
resguardando el bazo, se protegia de la muerte a los ratones que eran sometidos
a irradiacion letal'®. Lorenz en 1951 realiza trasplantes alogénicos en animales

utilizando irradiacion total'?

. Barnes y Loutit propusieron en 1954 la existencia de
un efecto inmune antitumoral (Injerto contra Leucemia) asociado a lo que
denominaron “wasting syndrome” que posteriormente se llamé Enfermedad del
Injerto Contra el Huésped (EICH), siendo los primeros en describirlo'?, mientras
que Billinghan once afos después fue quien establecié los requisitos para el

desarrollo de la EICH",

A finales de la década de los 50, ED. Thomas realizé en Estados Unidos
los primeros trasplantes alogénicos de médula ésea en humanos', como él
mismo refiere, durante los afios siguientes se utilizaron con el objetivo de curar a
pacientes con Leucemias Agudas. G. Mathé realiza, en 1958, en cinco victimas
del accidente de un reactor atomico trasplantes de médula 6sea, presentando

cuatro de ellos quimerismo transitorio sin EICH.
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Introduccién

Con el paso de los afios y ante el éxito que experimentaba el procedimiento
se utiliz6 como tratamiento de otras patologias hematolégicas con el objetivo final
de alcanzar la curacion. Al término de esta década y comienzos de la siguiente se
estudian, primero en animales y posteriormente en humanos, nuevas técnicas
para mejorar los logros del procedimiento y aumentar la supervivencia de los
pacientes, como el uso del metotrexate para la profilaxis de la EICH'™, la
realizacion de Iso-TMO' o la utilizacién de la irradiacion corporal total en el

acondicionamiento'®.

Pero un aspecto clave en el desarrollo de esta terapia fue el
descubrimiento, por Jean Dausset en 1958, del primer antigeno leucocitario
humano (HLA)", siendo de gran importancia sus posteriores aportaciones,
conjuntamente con otros autores, sobre el estudio del sistema de

histocompatibilidad humana?.

Mathé, en 1963 realiza el primer Alo-TMO con quimera estable y larga
supervivencia?’. Ya en 1968 Gatti realiza en Minnesota el primer trasplante
alogénico HLA-idéntico, con médula &sea procedente de un hermano,
consiguiendo reconstitucion inmunolégica en un paciente con inmunodeficiencia
combinada severa?’. George W. Santos, en 1969, realiza el primer Alo-TMO
utilizando ciclofosfamida en el acondicionamiento®® y O'Reilly en 1972 realiza en
New York el primer Alo-TMO a partir de un donante no emparentado en un
paciente con inmunodeficiencia congénita®®. Thomas a finales de los afios 70
realiza trasplantes alogénicos en pacientes afectos de leucemia pero en primera
remisién completa, con el objetivo de mejorar la supervivencia®®>. En 1983, de
nuevo Santos, crea un nuevo protocolo de acondicionamiento sin utilizar
radioterapia, mediante la combinacién de dos agentes quimioterapicos: busulfan y

ciclofosfamida?®®.

En 1989, A.Kessinger realiza el primer trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos (Alo-TPH) obteniendo los mismos de sangre periférica mediante
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un procedimiento de aféresis®’, dichos progenitores, ya habian sido descubiertas
en la circulacion periférica por Maximov en 1904?%. Ese mismo afio de 1989, E.
Gluckman, realiza el primer Alo-TPH con progenitores hematopoyéticos obtenidos
de sangre procedente de corddn umbilical®® en un paciente de 6 afios de edad,
diagnosticado de Anemia de Fanconi, que recibié los progenitores de la sangre
del cordén de su hermana. Por ultimo en 1997, S.Giralt y S.Slavin, de forma
independiente, realizan los primeros Alo-TPH con acondicionamiento de

30,31

intensidad reducida®™ "', no olvidando a Rainer Storb, el gran impulsor de este

nuevo tipo de trasplante de progenitores hematopoyéticos”.
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JA. D Arsonval ED. Thomas

E. Gluckman S. Giralt S. Slavin
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A.3.- FISIOLOGIA DEL PRENDIMIENTO

Una vez que ha finalizado el acondicionamiento y se han infundido los
progenitores hematopoyéticos (“stem cells”) comienza un periodo de tiempo
variable, caracterizado por la presencia de pancitopenia, que finaliza una vez que
se produce el prendimiento del injerto del donante, el cual es verificado cuando se

alcanza, en sangre periférica, una cifra de neutréfilos superior a 500/pl.

Sin embargo, con antelacion se produce la aparicién en sangre periférica
de precursores de los hematies; son los reticulocitos, corpusculos celulares que
en su proceso madurativo, ya han perdido el nucleo y que ocupan el penultimo
escalén en la hematopoyesis de la serie roja. Durante la eritropoyesis, estos
reticulocitos son liberados desde las trabéculas Oseas al torrente circulatorio
sanguineo mediante un proceso de citodiabasis, perdiendo posteriormente, y de
forma progresiva, el ARN que contienen en su interior al tiempo que reducen su

volumen corpuscular, transformandose, de esta forma, en hematies.

El prendimiento de la stem cell, tras la infusion, es el resultado final de un
complejo proceso, aun no estudiado de forma definitiva, en el que tras una
circulacién periférica transitoria, secundaria a la infusion, las stem cells adquieren
el status de células residentes dentro de la médula ésea33, aunque tan sélo un
pequefo porcentaje de las células referidas acaban permaneciendo alli de forma
estable®*. Durante este proceso se reclutan stem cells de la circulacion periférica
a través de los capilares (microcirculacién) de la médula ésea, a la que sigue una
migracion transendotelial hasta los cordones hematopoyéticos extramedulares de
la misma, a este proceso se le denomina asentamiento (“homing”). Seguidamente
se produce la migracion de las stem cells dentro de la médula hasta llegar a los
lugares anatdmicos adecuados, que daran lugar a la formacion de los nichos
hematopoyéticos de stem cells®, en un proceso conocido como alojamiento
(“lodgment”). Una vez en los nichos las stem cells deben mantener la capacidad

de diferenciacién y proliferacion, procesos que estan regulados por un complejo
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Introduccién

sistema de interacciones en el que intervienen células, factores de crecimiento y
moléculas de adhesidén, asi como otras estructuras proteicas de la matriz
extracelular®®. El prendimiento, por tanto, es el inicio de la proliferacién vy
diferenciacion para producir células hematopoyéticas funcionales y maduras a
partir de las stem cells del donante que han ocupado con éxito el nicho

hematopoyético.

A.3.1.-  ASENTAMIENTO DE LOS PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS (“HOMING”) EN LA MEDULA OSEA

Definido por Quesenberry y Becker en 1998 aunque descrito por vez
primera por Tavolini ocho afios antes®, es el proceso por el que se reclutan, por
parte de la médula 6sea, stem cells procedentes de la circulacion periférica, tras
haber sido infundidas por via intravenosa — si bien algunos autores han reportado
buenos resultados por via intradsea®-, objetivandose asimismo la minima

captaciéon que realiza el bazo***!

, aunque otros 6rganos como el higado o el
pulmén también las reclutan, siendo, de esta forma, células que se pierden para la
hematopoyesis42, pero que en ocasiones inyectadas localmente o por via

sistémica, pueden favorecer la regeneracion tisular®.

En este proceso es basico, en primer lugar, la interaccion de las stem cells,
a través de las moléculas de adhesion expresadas en su superficie, con las

células de la pared endotelial de los microvasos de la médula®3%44

y la posterior
migracion transendotelial a los espacios hematopoyéticos extravasculares. En el
asentamiento intervienen, por tanto, moléculas de adhesion de los progenitores
hematopoyéticos (CAMs) como son las integrinas, moléculas con dominios
transmembrana con subunidades a y B, citokinas y factores quimiotacticos.
Asimismo, el receptor de la sialomucina (expresado en la stem cells) para P-
selectina y el P-selectina glicoprotein ligando 1(PSGL-1) expresado también en la

46-47

superficie de este tipo celular juegan un papel crucial en este proceso de
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asentamiento. Estos ligandos de las selectinas deben ser a 1-3 fucosilados para

formar terminales glicanos como el sialyl Lexis x (xLex) 2.

Por otro lado, en la superficie de las células endoteliales medulares, se
expresan E-selectina, que tiene un efecto sinérgico con VLA-4 (very late antigen-
4)% P-selectina y la citokina flt3-ligando (FI), clave en la adhesién de los
progenitores al endotelio vascular®. Fl, el ligando para fIt3, es expresado por las
células endoteliales, mientras que flt3 es expresado unicamente por células
CD34+, perdiéndose rapidamente una vez que se inicia la diferenciacién. Fl

ademas activa las b1 integrinas que intervienen en la adhesién.

Una vez que la stem cell esta amarrada a la pared del endotelio, interviene
el factor derivado del estroma-1 (SDF-1), que induce un conjunto de sefiales en
cascada intracelular, que lleva a la activacion de las integrinas51 que,
particularmente VLA-4, se une a su receptor endotelial, concretamente a la
molécula de adhesion a la pared vascular (VCAM-1), produciendo una adhesion
mas firme®?®. VLA-4, y también VLA-5 son expresados, por tanto, por la stem
cell, por lo que la aparicion de anticuerpos contra estos antigenos dificulta el
proceso de asentamiento, algo que sucede también si son contra VCAM-1%,

SDF-1 es una chemoquina expresada por las células del estroma medular
y las células endoteliales. El tratamiento de células CD34+ con SDF-1 aumenta la
expresion de integrinas, VLA-4, VLA-5 y LFA-1 y aumenta la adhesion de dichas
células al endotelio medular®®. Asimismo, el proceso de migracién de las CD34+ a
través de su union al SDF-1 favorece la repoblacion medular®®®”. En las células
sefaladas, tras la quimio-radioterapia se produce un aumento de la expresion de
SDF-1, que cuando interacciona con su receptor CXCR-4, expresado en las stem
cells, conduce definitivamente el asentamiento en la médula®>°. Por tanto, este
ultimo paso es definitivo en el prendimiento del injerto, y el eje SDF-1/CXCR4 el

principal regulador del proceso.
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Introduccién

Tras la infusion de progenitores hematopoyéticos, mediante técnicas de
fluorescencia se ha comprobado la existencia de una alta tasa inicial de
asentamiento, seguida por un paulatino descenso en el numero de stem cells en
la médula en los siguientes tres dias®. Ademas, las interacciones de adhesién, se
establecen rapidamente, por lo que procesos inflamatorios podrian intervenir en
dicho mecanismo o la utilizacion de anestésicos que interviene en el flujo
sanguineo lo que permite variaciones en el movimiento e interaccion de las stem

cells®.

Con un nuevo método en el que se marcan las stem cells con una proteina
de fluorescencia verde, se ha visto en ratones que el prendimiento se produce
principalmente en las epifisis del fémur y en los huesos planos cortos como las

vértebras y las costillas®.

Sin embargo, de todas la stem cells que inician el proceso de
asentamiento, soélo la mitad al tercer dia de la infusion consiguen realmente
adherirse al estroma, el resto muere por apoptosis, antes de que se inicien otros
procesos de eliminacion celular, tipo inmunologico, Por tanto, la adhesion al

estroma es fundamental para preservar su viabilidad®?.

A.3.2.- MICROAMBIENTE MEDULAR

En la médula 6sea existe un tejido con capacidad para sustentar la
hematopoyesis. Aunque en circunstancias normales la mayoria de las stem cells
residen en la médula 6sea, una parte nada desdefiable de las mismas pueden
estar en la circulacién periférica, migrando rapidamente a través de la misma, y
jugando un papel decisivo en el prendimiento en la médula no ablatida®, ya que
dentro de la misma, estos progenitores, estrechan relaciones con el estroma

medular®.
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El estroma medular es un complejo tejido formado por diversos tipos de
células entre las que destacan las reticulares, adipocitos, osteoblastos (con
capacidad de secretar G-CSF) ® células endoteliales vasculares, células
musculares lisas de las paredes de los vasos y macrofagos. Este sistema tisular
es complementado con los productos que sintetiza, incluyendo los componentes
de la matriz extracelular entre los que se incluyen la fibronectina, colageno tipo |,
Iy 1V, laminina, trompoposdina, vitronectina, hemonectina, acido hialurénico y
diversos proteoglicanos. Muchos de estos compuestos se expresan en distintas
localizaciones dentro de la médula 6sea®. Ademas, los factores hemopoyeticos
de crecimiento, sintetizados a nivel medular y extramedular, también juegan un

papel decisivo en la proliferacion y diferenciacién de los progenitores.

Por lo tanto, son tres los principales componentes del microambiente
medular; las células, las estructuras de la matriz extracelular y los factores de
crecimiento hematopoyético, siendo todos ellos neceasrios para que la stem cell

desarrolle correctamente sus funciones.

A.3.3.- MIGRACION Y ALOJAMIENTO (“LODGMENT”) DE LA
STEM CELL DENTRO DE LA MEDULA.

Inmediatamente tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos, y
aunque las mayoria de las células que llegan a la médula ésea lo hacen a través
de los vasos centrales de la misma, la posterior redistribucion dentro de los
espacios extravasculares no se produce de forma aleatoria sino en concordancia
con su fenotipo. Las stem cells murinas migran mayoritariamente hacia la region
endosteal, mientras que las células diferenciadas de linea se redistribuyen desde
dicha regién hasta regiones centrales de la médula®. El examen histoldgico de la
meédula permite observar que la hematopoyesis esta restringida a los
compartimentos extravasculares, una simple capa de células endoteliales que
forman una serie de sinusoides venosos ramificados que surgen de los capilares

a lo largo de la superficie endosteal del hueso®. La aparente organizacion
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Introduccién

aleatoria de las células dentro de los espacios extravasculares medulares se
pierde al observar distintas asociaciones celulares como los eritroblastos y los
macrofagos, los megacariocitos con las células vasculares endoteliales o entre los
progenitores mieloides, los linfocitos B y fibroblastos del estroma. Estas
asociaciones parecen indicar la presencia de moléculas de adhesion claves para

que se produzcan.

Sin embargo las moléculas que intervienen en este proceso de migracion y
redistribucidon a los espacios extravasculares de la médula han sido poco
estudiadas por el momento, cabe destacar, no obstante, el papel que desempena
la primera molécula que fue identificada y que tenia un impacto significativo en el
alojamiento medular, el acido hialurénico (AH), sintetizado por la stem cell’®, asi
como otras descubiertas posteriormente como la osteopontina (Opn), basica en la
migracion y el alojamiento” y la isoforma transmembrana del factor stem cell
(tmSCF), esta ultima molécula es basica para el alojamiento medular de la stem

cell’?.

A.3.4-LA STEM CELL DENTRO DE LA MEDULA OSEA: EL NICHO.

En los ultimos anos se han puesto de relieve una serie de moléculas vy tipos
de células que juegan un papel decisivo en la regulacién de la stem cells dentro
del nicho hematopoyético. Schofield®® formulé la hipétesis del nicho sugiriendo
que la stem cell es en realidad una célula dependiente de un tejido, por lo que
para su existencia y subsistencia es necesaria la presencia de otros tipos
celulares. En este microambiente celular, fisicamente nicho, cuya localizacion es
la region endosteal de la médula, la stem cell puede autorrenovarse, mientras que

la diferenciacion y proliferacion son inicialmente inhibidas en este lugar.

Pero una vez ya asentada en el nicho, la stem cell, si tiene la capacidad
necesaria para proliferar y diferenciarse, lo que es favorecido por un complejo

sistema en el que intervienen células, factores de crecimiento, moléculas de
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adhesion y otro tipo de estructuras como las proteinas de la matriz extracelular.
Se ha demostrado que la trombospondina puede actuar en solitario como
molécula de adhesion de la stem cell o conjuntamente con el ligando c-kit
formando parte de un complejo mecanismo de sefales que intervienen en la
regulacién in vitro de la stem cell®, asi como también el acido hialurénico,
secretado por la stem cell, que cuando in vitro, se bloquea mediante un receptor,

se inhibe la proliferacion de la stem cell y la diferenciacion granulocitica’.

Otras moléculas como VLA-4 y VLA-5 controlan la proliferacion y
diferenciacion, tanto directa como indirectamente, a través de senales inducidas
por citokinas, cuando existen anticuerpos contra VLA-4 se observa una pérdida de
la capacidad de repoblacion medular. La expresion y funcionabilidad de VLA-4 y
VLA-5 esta regulada por el ligando flt-3, que juega un papel fundamental en la
supervivencia y estimulacion del crecimiento de las stem cell modificando las

adhesiones de dicha célula®®.

También es bien conocida la importancia de la interaccién entre la stem cell
y los osteoblastos en la regién endosteal para la regulacién de la proliferacién
celular, demostrandose cémo los osteoblastos influenciaban la funcionabilidad de
la stem cell explicitamente, produciendo la proteina Jagged 1 y a través de la
activacion de Notch™, observandose también, en otro estudio que la existencia de
una ablacién de osteoblastos acarrea una disminucién de la hematopoyesis’,
ademas, evidencias in vitro demuestran que los osteoblastos expanden el numero
de stem cells76, favoreciendo, en definitiva, el prendimiento tras un trasplante

hematopoyético’”.

Zhang identificé la proteina morfogenética ésea (BMP) como reguladora de
la stem cell. Esto ocurre especificamente a través de la activacion de un tipo de
célula intimamente ligada a la stem cell, mediante el receptor IA de la BMP, esta
células son los osteoblastos en forma de huso N-caderina+CD45+ (SNO)™. El
aumento en la médula de estas SNO se correlaciona con un aumento del numero

de stem cells.
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Recientemente, se ha demostrado que la migracién y alojamiento de las
stem cells dentro de la regidn endosteal de la médula esta relacionado con la via
del receptor sensible al calcio (CaR), que se expresa de forma intensa en la
superficie de las stem cells, respondiendo a las altas concentraciones de calcio en

el nicho endosteal™.

El proto-oncogen bmi-1 juega un papel importante en la regulacion de la
stem cell. La expresiéon de Bmi-1 es clave en la conservaciéon de esta célula,
observandose en ratones que la no expresion de dicho proto-oncogén, se
correlaciona con un déficit de repoblacion medular de la stem cell, ademas de
alteraciones de expresion en genes de las mismas incluyendo p16 Ink4a y p19Arf.
La alteracion de estos dos genes en una célula hematopoyética normal conlleva a
una inhibicién de la proliferacién y a una muerte programada dependiente de p53,

respectivamente®’.

La via Wnt es también basica en la regulacién de la stem cell®!, inhibidores
de la misma dan lugar a que se produzca una inhibicién en el desarrollo de la
stem cell. Por otro lado, la activacion de dicha via induce un aumento en la
expresion de HoxB4 y Notch1, genes con un papel critico en la regulacién de la
stem cell como ya se ha descrito anteriormente®*®. Las proteinas de la via Wnt
no han sido aun purificadas satisfactoriamente, lo que demuestra la importancia

de los lipidos en las sefiales de la stem cell, en relacion a esta via®*.

Existen otros mecanismos, que se van conociendo con el tiempo, que
influyen en el prendimiento de la stem cell, como son la expresién de receptores
de prostaglandina E2 en estas células, que favorecen el asentamiento, la
superviencia celular y una posterior capacidad de proliferacion, que sustenta la
repoblacion a largo plazo de la médula dsea®. Recientemente, se ha demostrado
que el prendimiento esta, asimismo, relacionado con la dependencia que existe

en relacién a la subunidad alfa de la guanine-nucleotide-binding protein®.
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En definitiva, el prendimiento de la stem cell tras un trasplante de
progenitores hematopoyéticos es un proceso dinamico, complejo y que se
produce en diferentes etapas. Hoy, se conocen circunstancias basicas para que
se produzca satisfactoriamente, y se sabe que la cooperacion entre diversas
citokinas, moléculas de adhesion y componentes fisicos de la médula ésea, junto
con la correcta funcionabilidad de determinadas células del microambiente
medular, son necesarios para asegurar el éxito del prendimiento, pero continua
habiendo lagunas resefables, areas importantes, que todavia persisten sin
explorar. Quizas en un futuro no muy lejano, la utilizacion de microarrays, tanto
en el anadlisis de la stem cell como en las células del microambiente, y el estudio
en humanos del prendimiento in vivo, sean las herramientas necesarias para

completar este complejo puzzle.

| Asentamiento | Alojamiento |
PSGL-1 (P-selectina) VLA-4 (VCAM-1) Beta1-integrina
VLA-4 (VCAM-1) VLA-5 (laminina) (osteopontina)
CXCR4 (SDF-1) Acido hialurénico (CD44) Acido hialurénico (CD44)
FIt3 (FIt ligando) c-kit (tmSCF) c-kit (tmSCF)
(E-selectina) Beta1l-integrina N-caderina (N-caderina rec.)
VLA-5 (VCAM-1) (osteopontina)
CD54 (LFA-1, MAC-1) CXCR4 (SDF-1)

Figura 1: Principales factores implicados en el prendimiento hematopoyético tras un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y en las distintas fases en las que
intervienen.
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A.3.5.- REGENERACION DE LA HEMATOPOYESIS.

La velocidad y calidad de la regeneracidon hematopoyética es variable y
generalmente depende, entre otras variables, de la enfermedad de base, el
régimen de acondicionamiento utilizado o el tipo de fuente de extraccion de los
progenitores. Normalmente, la reconstitucion es mas rapida en un
acondicionamiento no ablativo comparado con uno ablativo, en los segundos, el
periodo de pancitopenia es mayor, siendo el prendimiento anterior si los
progenitores proceden de sangre periférica que si lo hacen de médula dsea®’.
Asimismo, la edad y situacion fisica del paciente juega un papel importante. Los
pacientes jovenes y con buen performance presentan un prendimiento anterior a

aquellos de mayor edad y estado avanzado de su patologia®®®°.

La capacidad regenerativa en el post trasplante parece, en muchos casos,
no estar relacionada con la relacién de parentesco, la compatibilidad HLA o la
profilaxis de enfermedad injerto contra huesped®. El factor mas importante en el
mismo es la cantidad de células CD34+ infundidas®, ya que éstas no solo son
importantes por su capacidad hematopoyética sino por su potencial

transformacion en células endoteliales®*%3.

Por otro lado, la presencia, en los primeros 100 dias tras el Alo-TPH, de un
porcentaje mayor o menor de quimera mixta depende de diversas variables, como
el tipo de acondicionamiento, la profilaxis de EICH, la aparicién de EICH o la
compatibilidad HLA donante-receptor®. Ademas, la presencia de un quimerismo
mixto se asocia a una mayor probabilidad de recaida de la patologia de base por

la que el paciente fue sometido a este procedimiento®°¢°7.

A.3.6.- REGENERACION DE LA SERIE ROJA.

La angiogénesis es uno de los factores mas importantes para la restitucién

hematopoyética, la supervivencia de un numero considerable de células
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endoteliales del huésped tras el acondicionamiento ablativo sugiere Ila
persistencia de una vascularizacion del estroma medular, proceso en el que estan
implicados los hemangioblastos con su capacidad de transformacién en células
endoteliales, al tiempo que las CD34+ infundidas, actuaran como precursores de

células hematopoyéticas y endoteliales, que facilitaran el asentamiento®.

Al final de la primera semana post trasplante, aparecen islas de
precursores eritroides con macréfagos centrales, rodeado todo de un entramado
edematizado y graso®. Existiendo relacion entre el nimero de macréfagos
existentes y el de precursores eritroides, conteniendo estas islas restos celulares
e hierro abundante'®, los macroéfagos, por tanto, constituyen una parte importante
del microambiente medular, jugando un papel definitorio en la regulacion y
diferenciacion de los progenitores“", aunque su principal funcidn es favorecer la
formacion de esas islas de eritroblastos y la posterior generacién de hematies
maduros'®. Al principio, los precursores de la serie roja muestran cambios
megaloblasticos y datos de alteraciones nucleares que retrasan la maduracion,

debido al efecto que el acondicionamiento origina en el ADN'®.

Inmediatamente después de la aparicion de estas islas de progenitores
eritroides, comienzan a aparecer datos que indican la presencia de regeneracion
de la megacariopoyesis'®. Sin embargo, hay que esperar algunos dias hasta la
aparicion de las primeras colonias mieloides, generalmente a nivel de las
trabéculas 6seas'™, observandose ya a partir de la tercera semana la aparicion

de colonias eritroides y mieloides en proporciones normales.

Como consecuencia de este desarrollo, la serie roja es la primera en
aparecer en sangre periférica tras un Alo-TPH, viéndose, ademas, favorecido este
hecho por un proceso de citodidbasis, que facilita la salida, a través de la
microcirculacion de la médula 6sea, de progenitores eritroides en sus ultimos

estadios de maduracion.
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Figuras 2 y 3: Biopsia de médula dsea en los dias +5 y +7 post-Alo-TPH. (De von Marion
AMW. Histopathology 2006)
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Figuras 4 y 5: Biopsia de médula 6sea en los dias +14 y +21 post-Alo-TPH. (De von Marion
AMW. Histopathology 2006)
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A.3.- FACTORES CLINICOS QUE INFLUYEN EN EL
PRENDIMIENTO-FALLO DEL INJERTO.

Tras el acondicionamiento y posterior periodo de pancitopenia, debe
producirse el prendimiento hematopoyético, que ha sido definido de diversas
formas en la literatura cientifica, como, por ejemplo, la presencia de un numero
especifico de células del donante caracterizadas por la hematopoyesis mieloide o
linfoide, determinadas por nuevas técnicas, como el quimerismo estudiado por
citogenética o biologia molecular, capaces de demostrar el origen de esta
celularidad'®. Sin embargo, a efectos practicos el prendimiento es verificado
cuando se alcanzan cifras de neutrofilos en sangre periférica superiores a 500/pl,
mantenidos o no durante tres dias consecutivos. Son diversos los factores, que
desde el punto de vista clinico, influyen en mayor o menor grado en el
prendimiento del injerto hematopoyético, pudiendo retrasar la consecucion del
mismo o, en un porcentaje de pacientes nada desdefable, impedir que se
produzca, dando lugar a una situacion clinica conocida como fallo del injerto o del

implante. Este, a su vez, puede ser de dos tipos: primario o secundario.

El primario se define como la presencia de unas cifras de neutrdfilos
inferiores a 200/ul en el dia +28 con ausencia de indicios de recuperacion
hematoldgica tras el acondicionamiento (estudio de quimerismo, aspirado de
médula 6sea...), mientras que el secundario se establece como el descenso
mantenido en los recuentos periféricos de neutréfilos a menos de 200/ul tras
haberse producido una recuperacion, transitoria, de dicha cifra, es decir mas de
500/ul neutréfilos durante al menos tres dias consecutivos'®. En términos
globales, el fallo del injerto se produce, aproximadamente, en el 5% de los
pacientes que son sometidos a un trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos (Alo-TPH)'07:108.109
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Woolfrey habla de un proceso en el que intervienen determinados factores
relacionados con la respuesta inmune de los leucocitos del receptor en base a su
poder de activacion, disparidades antigénicas HLA, asi como la capacidad de las
células del injerto de evitar la inmunidad residual del huesped''®. En lineas
generales, son bien conocidos diversos factores de riesgo que pueden favorecer
la aparicion del mismo, sin embargo con el paso de los afios y las consiguientes
mejoras en la practica del trasplante, ha ido disminuyendo el porcentaje de
pacientes que sufren fallo del implante. El grupo de Seattle revisé 333 pacientes
con anemia aplasica trasplantados entre 1970-1976; se produjo fallo del injerto
(primario o secundario) en el 35% de los pacientes en contraposicion al 9%
ocurrido entre el periodo 1982-1996'"". Uno de estos factores, el numero de
progenitores infundidos, es crucial para conseguir el prendimiento, como ha sido
bien demostrado en pacientes trasplantados por anemia aplasica, observandose
que a mayor numero de progenitores infundidos mas probabilidad de alcanzar el
prendimiento’'?. Esto, ademas, se puede observar también, en pacientes que
reciben los progenitores procedentes de sangre de cordon umbilical, o que indica
una cifra escasa de progenitores infundidos, presentando, estos pacientes, mayor

porcentaje de fallos del injerto'®14 .

Los pacientes con aplasia debido a la inmunodepresion mediada por el
acondicionamiento y el propio desorden inmunoldgico que presentan, tiene una
tasa mayor de fallo del implante’*®. Ademas, esta complicacion post-trasplante
también se presenta en pacientes sometidos a este proceso por otras patologias
de base, como leucemia mieloide cronica, talasemia o anemia de células
falciformes, que no presentan inmunosupresion cronica por quimioterapia previa,
ademas de las transfusiones recibidas, que pueden conllevar una aloinmunizacion
previa a los antigenos de histocompatibilidad del donante. Ambos datos

16117 | 6 mismo ocurre en

118

aumentan, en ellos, el riesgo de fallo del injerto

pacientes con inmunodepresion previa por inmunodeficiencias congénitas

El fallo del injerto es mas frecuente, asimismo, si existe disparidad HLA

entre el donante y el receptor''®'? tras deplecion T'?'?2 o con la utilizacion de
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regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida'®*'?*. Respecto a la

incompatibilidad HLA, si esta es de clase Il no influye en el implante'®®, pero se

favorece el fallo del mismo si la incompatibilidad es de clase | (HLA-C) '%¢.

La incompatibilidad donante-receptor en el grupo sanguineo ABO es otra
variable a destacar, siendo mayor la tasa de fallo del injerto cuando existe
incompatibilidad mayor ABO comparado con los Alo-TPH con incompatibilidad

menor o compatibilidad AB0'?’.

Otros factores que influyen en el rechazo del injerto es la presencia de
células NK residuales en el receptor'?®, el dafio que pueda presentar el
microambiente medular, clave para la interaccion natural entre las células que
componen dicho microambiente y los progenitores hematopoyéticos, como en
pacientes con aplasia o aquellos que han recibido tratamientos muy agresivos y
prolongados de quimioterapia'®, asi como esos otros que presentan infecciones
como CMV, VHH-6 o VHH-8 que entre otras acciones pueden originar dafio en el

estroma medular'%131,

La inmunosupresion post-trasplante ha disminuido las tasas de fallo del
injerto  pero determinados farmacos como el ganciclovir, cotrimoxazol,
metotrexate, metamizol... que son mielotdxicos pueden favorecerlo, con mas
frecuencia el de tipo secundario’?, Algunos pacientes, especialmente aquellos
con disparidad HLA o incompatibilidad ABO, pueden presentar periodos
transitorios de disfuncién dentro de un prendimiento débil, generalmente asociado
ala EICH™,

Por lo tanto, para evitar el fallo del injerto es conveniente disminuir, en la
medida de lo posible, las transfusiones de hemoderivados previos, aumentar la
capacidad inmunosupresora del acondicionamiento, conseguir un injerto con la

mayor compatibilidad HLA, utilizar factores de crecimiento celular, infundir un
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nuamero adecuado de progenitores hematopoyéticos, reducir la utilizacion de

farmacos mielotoxicos y evitar la aparicion de infecciones viricas.

En este sentido, son diversos los factores que pueden favorecer la
presencia de fallo del injerto, una grave complicacién que pone en riesgo la vida
del paciente y ante la que es necesario tomar medidas a la mayor brevedad
posible. Una vez conocida la presencia del fallo del injerto, la medida terapéutica
mas eficaz y que ofrece mayores posibilidades de supervivencia al paciente a
largo plazo es la reinfusién de progenitores, bien de procedencia autéloga o
alogénica, aunque en base al estudio del quimerismo existente en el paciente y la
manipulacion ex-vivo de los progenitores, las posibilidades terapéuticas se
diversifican pudiendo emplearse factores de crecimiento o aumentando el
tratamiento inmunosupresor. De especial interés es la utilizacion de estas ultimas

medidas cuando no existe la posibilidad de reinfusion.

Por lo tanto, y en relacion a lo expuesto, una vez sospechada la presencia
del fallo del injerto, debemos actuar de varias formas. La primera es aumentando
las dosis de factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) administradas

durante el trasplante’* )%

o la utilizacién de eritropoyetina (EPO)™°, y aunque
ninguna de las dos ha demostrado claramente su eficacia, pueden obtenerse
resultados satisfactorios, segun la quimera existente en ese momento. Otra
medida es aumentar la inmunosupresion, aunque, sin duda, la mejor solucién a
esta complicacion vital, y una vez ya establecido el diagndstico, es una segunda
infusion de progenitores hematopoyéticos, bien de procedencia autéloga o
alogénica, a ser posible con un elevado numero de progenitores136 y evitando la
deplecion de linfocitos T, No esta del todo claro, pero parece que la mejor
fuente de progenitores es la sangre periférica tras la utilizacion de G-CSF para su
movilizacién, de donde es mas facil obtener un mayor nimero de los mismos*3.
Las series publicadas de pacientes que reciben una segunda infusién por fallo del
injerto son esperanzadoras, arrojando buenos resultados en cuanto a la

supervivencia global'**14?,
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Por ultimo, ante un fallo del injerto debemos realizarnos siempre una serie

de cuestiones:

1.- ¢Se infundieron un numero adecuado de progenitores hematopoyéticos
(CD34+)?

2.- ¢ Habia recibido el receptor previamente muchas transfusiones o habia estado
expuesto a células del donante?

3.- ¢Existia disparidad HLA donante-receptor, acondicionamiento de intensidad
reducida o deplecion de linfocitos T?

4..- ; Existia incompatibilidad mayor ABO entre el donante y el receptor?

5.- ¢Existia algun obstaculo para el prendimiento como la existencia de una
esplenomegalia masiva?

6.- ¢ Existié prendimiento inicial?

7.- ¢ Se realizd una adecuada profilaxis de la EICH?

8.- ¢ Existi6 fallo secundario?; Cuanto tiempo después del prendimiento?

9.- ¢Hubo una infecciéon concomitante como CMV, VHS-6, VHS-8 o Parvovirus
B19?

10.- ¢Hay evidencia de inmunidad residual en el receptor (Linfocitos T o NK)
contra las células del donante?

11.- ¢ Esta el donante disponible para obtener de él nuevos progenitores o existe

algun donante alternativo?
Y una ultima cuestion de importancia que tratamos de contestar mediante

este estudio, ¢ podemos conocer con algunos dias de antelacion la existencia de

este fallo del injerto?
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A.4.- PREDICTORES DEL PRENDIMIENTO

Desde que el trasplante de progenitores hematopoyéticos se ha
sistematizado internacionalmente, se han estudiado determinados parametros,
con el objetivo de adelantar en el tiempo el prendimiento medular, entendido éste
como la presencia de unas cifras de neutrofilos, en sangre periférica, superiores a
500/ul. Los mas estudiados son los parametros de maduracion reticulocitaria, pero

no han sido los Unicos:

En 1993, Baoiocchi G et al, describieron, en 10 pacientes sometidas a
Auto-TPH por cancer de ovario, que el aumento del G-CSF endogeno y la IL-8

precedian en siete dias al prendimiento granulocitico™".

Dubovsky J et al, en 1999, estudiaron la cinética del quimerismo precoz en
58 pacientes pediatricos sometidos a Alo-TPH, observando que un aumento en el
quimerismo a expensas de células procedentes del donante, precedia en siete

dias al prendimiento hematopoyético*.

Raanani P et al, en 2001, estudiaron en 60 pacientes, 56 sometidos a auto-
TPH y 4 Alo-TPH, la relacion entre los niveles de fosfato en sangre y el recuento
de neutrdéfilos, observando que el nadir de fosfato predecia en 2 dias el
prendimiento neutrofilico. Observaron también que los niveles maximos de II-6 e

|I-8 coincidian en el tiempo con el nadir de los niveles de fosfato'**.

AkpeK G et al estudiaron, en 2003, en 23 pacientes sometidos a Auto-TPH
por patologias hematoldgicas u otros tipos de tumores y en consolidaciones de
LMA, la presencia de neutrofilos en la mucosa oral como predictores de
recuperacion neutrofilica, ademas, segun sus resultados los recuentos de

neutréfilos en la mucosa oral predecian el timing de los eventos clinicos
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asociados a la neutropenia -inicio y finalizacion de episodios febriles- con mayor

exactitud que los recuentos periféricos de neutrdfilos#.

A.5.- PARAMETROS RETICULOCITARIOS COMO PREDICTORES
DEL PRENDIMIENTO

Dentro de aquellos parametros que pueden ser utilizados en la rutina
clinica diaria, los mas estudiados, como predictores de prendimiento, son los de
maduracién reticulocitaria. Como ya se ha definido, la serie roja es la primera, tras
el Alo-TPH, que se objetiva en la médula 6sea, y también, la primera en aparecer
en sangre periférica porque, ademas, las células mas maduras de esta serie, en
condiciones fisiologicas, tienen capacidad para atravesar los sinusoides de la
médula y abandonarla mediante un proceso de citodiabasis, apareciendo de esta
forma en la circulacién sistémica, siendo asimismo las que presentan un mayor
periodo de supervivencia. Sin embargo, muchos de los trabajos resefiados, no
presentan una sistematica prospectiva, tienen un n escaso y estan realizados en
Auto-TPH.

Weinberg RS et al publicaron en 1986 un caso de un paciente con
talasemia mayor que recibié un injerto de su hermana afecta de B-talasemia
minor. Para valorar el prendimiento, estudiaron diversos parametros como la Hb F
y el antigeno i, las CFU-E y BFU-E, y los reticulocitos, con el afan de valorar la

correcta reconstitucion eritropoyética®®.

Emminger W et al, en 1989, estudiaron en 27 nifios sometidos a 31 Auto-
TPH el tiempo que tardaba en alcanzar el prendimiento en base a la cantidad de
células nucleadas y UFC-GM infundidas, con independencia de su origen.
Estudiaron también los reticulocitos absolutos y vieron que existia una relacion
inversa con la aparicion de los reticulocitos tras la infusion. Cuanto mas
progenitores se infundian mas rapidamente aparecian los reticulocitos en sangre

periférica’®.
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Davies BH et al, en 1989, utilizaron el tiazol de naranja para la
cuantificacién por citometria de flujo de los reticulocitos'’. Ese mismo afio, el
mismo equipo, mediante esta técnica, estudio en 20 pacientes sometidos a Auto-
TPH por leucemia mieloblastica aguda el indice de fluorescencia media (MFI)
como predictor de prendimiento mieloide. En 12 de los 20 pacientes estudiados,
el MFI precedia a la recuperacion neutrofilica. De esta forma, se iniciaron los
estudios de los parametros de maduracion reticulocitaria como predictores de
prendimiento mieloide y marcadores de actividad eritropoyética tras un TPH'#2.

Van den Berg H et al, en 1990, estudiaron en 19 pacientes pediatricos
sometidos a Alo-TPH la correlacion existente ente el tipo de prendimiento y el
estudio de la médula mediante biopsia 0sea, realizada entre los dias +14 y +20
desde la infusion. Encontraron que la celularidad medular se relacionaba con la
presencia de células de la serie roja en circulacion periférica, lo que achacaban a
la vida media mas larga que presentaba este tipo de linea celular en relacién al
resto de la serie mieloide y linfoide, cuya vida media es mas corta aun, en estas

circunstancias, que en condiciones normales'®°.

Van Hove L et al, en 1990, estudiaron la metodologia para la
estandarizacién de los parametros de maduracion reticulocitaria, mediante el uso
de citbmetria de flujo y el tiazol de naranja como fluorocromo que se unia al ARN

reticulocitario'®.

Schimenti K et al, en 1992, compararon inicialmente en 289 muestras y
posteriormente en otras 407, procedentes de pacientes sometidos a TPH, los
resultados obtenidos mediante el recuento manual en frotis de sangre periférica
tefidos con azul de metileno y los aportados por el citometro utilizando el tiazol de
naranja como fluorocromo, observando una mayor sensibilidad mediante este

ultimo sistema al detectar mejor los reticulocitos maduros'®!,

Lazarus HM et al, en 1992, publicaron en una serie en 23 pacientes

sometidos consecutivamente a TPH (tanto Auto como Alo) los resultados de
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cinética de la eritropoyesis tras la mieloablacion del acondicionamiento,
observando que en 10 de estos pacientes el aumento de reticulocitos en sangre
periférica, medidos por citometria de flujo, eran capaces de predecir en varios
dias el prendimiento mieloide, ademas, en 8 de estos 10 pacientes la
recuperaciéon de la eritropoyesis se determinaba anteriormente utilizando la

citometria que con el contaje manual en extensiones de sangre periférica’?.

Davies SV et al. en 1992 estudié en una serie de 22 pacientes sometidos a
Auto-TPH y 14 a Alo-TPH, el numero total de reticulocitos y los reticulocitos de
alta fluorescencia (RETH) en numeros absolutos, como indicadores de
prendimiento mieloide. Los RETH alcanzaron niveles de 0 subiendo
posteriormente hasta alcanzar los puntos de corte establecidos observando que
aquellos que no los alcanzaban presentaban un prendimiento inadecuado. El

presentar una EICH aguda disminuia los recuentos recitulocitarios'??.

Sakairi K et al, en 1992, publicé una serie de 8 pacientes sometidos a Alo-
TPH, estudiando dos parametros de maduracion reticulocitaria, el MFI>15 y el
RETH>5%, usando como analizador el Sysmex R-1000. EI MFI y el RETH
alcanzaban los puntos de corte establecidos en los dias 13.1 y 13.5,
respectivamente, mientras que los neutrdfilos alcanzaban los 500/ul en el dia

+17.1"%*. (en japones)

Greinix HT et al, en 1994, estudiaron en 27 Alo-TPH y 21 Auto-TPH el
prendimiento en base a dos parametros, los reticulocitos de alta fluorescencia,
pero no en porcentaje si no en numeros absolutos (RETH) y los neutrdéfilos. La
aparicion de RETH precede a la aparicion de los neutréfilos en 7 y 2 dias en Alo-
TPH y Auto-TPH respectivamente, aumentando este periodo de tiempo en los
Alo-TPH si se utilizaba EPO pero igualandose si al mismo tiempo se utilizaba G-
CSF™,

En un estudio multicéntrico espafiol, en 1994, se estudiaron mediante el
analizador Sysmex R-2000 a 58 pacientes sometidos a Auto-TPH, 28 a Alo-TPH y

28 que recibieron ciclos de induccion-consolidacién por Leucemia Aguda. El
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IRF>10% fue el primer signo de prendimiento hematopoyético y precedia en cada
grupo referido en 9, 3 y 2 dias, respectivamente, el prendimiento mieloide
(neutrofilos>500/ul). Es el primer trabajo en el que aparece un nuevo parametro
de maduracién reticulocitario, la fraccion reticulocitaria inmadura (IRF), como

indicador precoz de prendimiento mieloide'®.

En 1995 Vannuchi AM et al estudiaron en 18 pacientes sometidos a Alo-
TPH la aparicibn en sangre periférica de UFC-E como predictoras del
prendimiento eritroide pero sin relacionarlo con el prendimiento granulocitico

mieloide, determinando su presencia en sangre periférica en el dia +14'%".

Un afo después, Dalal Bl et al estudiaron en 37 pacientes sometidos tanto
a alo-TPH como Auto-TPH el RMI (reticulocyte Maturity index) comparado con
otros datos de prendimiento, como el numero de leucocitos totales, neutrdfilos
absolutos, reticulocitos absolutos y plaquetas. EI RMI precedia con dos dias de
antelacion el prendimiento neutrofilico, aunque cuanto mas se retrasaba el
prendimiento mayor eran los dias con los que predecia el RMI la posterior subida

de neutrofilos'®8.

D Onofrio G et al, en 1996, estudiaron en 31 pacientes, sometidos a Alo-
TPH y 12 a Auto-TPH, hasta 12 variables para detectar aquellas que mejor
predecian el prendimiento hematopoyético. EI RETH>5% fue el indicador mas
precoz y con mayor sensibilidad de prendimiento hematopoyético en el 79,1% de
los casos. La mediana del RETH ocurre en el dia +13 y la de los neutrofilos

>500/uL en el dia +18, alcanzando significacidn estadistica’®.

Testa U et al, en 1997, analizaron en 36 pacientes sometidos a Auto-TPH
(5 por leucemia aguda, 10 por linfoma y 21 por cancer de ovario) un parametro
reticulocitario, el RETH, entre otros marcadores como son la hemoglobina,

eritropoyetina..., como indicadores de prendimiento eritroide®°.
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Introduccién

Sica S et al, en 1998, compararon en 13 pacientes sometidos a Auto-TPH
obtenidos de sangre periférica, en los que el injerto eran células CD34+
seleccionadas, respecto a una cohorte histérica de pacientes sometidos a Auto-
TPH que recibieron un injerto obtenido de sangre periférica no fraccionado, si un
parametro reticulocitario -los reticulocitos de alta fluorescencia (RETH>5%)- eran
predictores de prendimiento granulocitico, observando que adelantaba en varios
dias, concretamente 4, el prendimiento en aquellos que recibieron el injerto no
fraccionado, no ocurriendo lo mismo en aquellos que recibieron un injerto con

seleccion de células CD34+, que lo adelantaba en 1 solo dia'®".

Grotto HZW et al, en 1999, estudiaron en 10 pacientes sometidos a Alo-
TPH un nuevo parametro: el “IRF dubling time” mediante un analizador llamado
Cell-Dyn 3500 Abbot. Este parametro se definia como el dia en que el IRF
doblaba el nadir de dicho parametro. Observd, en esta corta serie, que este

parametro adelantaba entre 6 y 12 dias el prendimiento mieloide'®?.

En 1999 Lacombe F et al, estudiaron en 300 muestras procedentes de
distintos pacientes diversos parametros reticulocitarios, especialmente el IRF,
mediante distintos sistemas de analisis, demostrando la precision y validez del
ABX Pentra 120 Retic. Ademas, estudio la forma de manejo de la muestra y la
rapidez con la que debia ser analizada asi como la temperatura y tiempo de

conservacion'®.

En el ano 2000 George P et al, estudiaron en 25 pacientes sometidos a
Auto-TPH por linfoma el RETH, aunque estableciendo como punto de corte el 2%,
como indicador precoz de prendimiento mieloide, observando que precedia en 3

dias al mismo'%4,

Kageoka T, en 2001, estudié mediante el Sysmex R-300, en una serie de
pacientes sometidos a Alo-TPH, el IRF>10% como indicador de prendimiento
hematopoyético, mostrandose este parametro como predictor de prendimiento

165

mieloide ™. (articulo en japones, no pone el nimero de pacientes)

-37-



Torres A. et al, estudiaron, en 2001, cuatro parametros de maduracion
reticulocitaria (IRF>10%, RETH>3%, MFI>10 y VRM>110 fl) mediante el
analizador ABX Pentra 120 Retic en una serie de 60 pacientes, 30 de ellos
sometidos a Alo-TPH y los 30 restantes a Auto-TPH. Es el primer trabajo en el
que se utiliza el volumen reticulocitario medio (VRM) como indicador de
prendimiento. Todos alcanzaban significacién a la hora de predecir en varios dias
el prendimiento mieloide (neutréfilos>500/ul), y el RETH la alcanzaba también
respecto a neutréfilos>100/pl"®.

Dubner D et al estudiaron, en 2002, el stress oxidativo mediante la
lipoperoxidasa plasmatica como indicadores de prendimiento mieloide junto con
el estudio de un parametros de maduracion reticulocitaria (MFI>10) en 27
pacientes sometidos a Alo-TPH, llegando a la conclusién de que éste ultimo era el
mas precoz, con una mediana en el dia +17, mientras que neutréfilos >500/ul que
alcanzaba la mediana en el dia +21. Sin embargo el aumento entre los dias +12 y
+14 de los niveles de lipoperoxidasa plasmatica, en lugar de descender,

predecian una evolucién desfavorable del paciente'®”.

En el afo 2003, Noronha JF et al, estudiaron en 26 pacientes sometidos a
Alo-TPH y otros 21 sometidos a Auto-TPH, mediante el analizados ABX Pentra
120 Retic, diversos parametros reticulocitarios, concretamente el n°® absoluto de
reticulocitos, el MFI y el ratio VRM/VCM, siendo estos dos ultimos parametros los

que indicaban con mas precocidad el prendimiento mieloide en ambos grupos ',

Yildirim | et al, en 2004, estudiaron diversos antigenos eritrocitarios junto
con contajes en sangre periférica de reticulocitos, en numeros absolutos vy
porcentaje (>1%) por citometria en 31 pacientes sometidos a Alo-TPH como
predictores de prendimiento, siendo los antigenos eritrocitarios Rh y Sistema
Kidd"®®.

Grazziutti M et al, analizaron en 2006 de forma prospectiva a 90 pacientes

sometidos a 165 Auto-TPH, y de manera retrospectiva otras dos series de
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Introduccién

pacientes, la primera de ellas estaba compuesta por 117 individuos
diagnosticados de mieloma multiple, sometidos a Auto-TPH y la segunda
constaba de 99 pacientes sometidos a Auto-TPH por patologia no mielomatosa.
En estas series, estudiaron un parametro de maduracion reticulocitaria como
predictor de prendimiento mieloide, pero definiendo éste como la presencia de
neutréfilos en sangre periférica superiores a 100/ul. Este parametro, descrito por
Grotto, es el “IRF doubling time”: es decir, el dia en que los valores de IRF doblan
a los del nadir de dicho parametro. Adelantaban al prendimiento en unos 4-5 dias.
Ademas, demostraron que las transfusiones sanguineas realizadas durante el

procedimiento no afectaban a las mediciones reticulocitarias'®.

En el afio 2007, ya publicamos una parte de este trabajo, concretamente
136 pacientes sometidos a Alo-TPH, y observamos que tres de los parametros
reticulocitarios estudiados, RETH, IRF y MFI, predecian como minimo en cuatro
dias el prendimiento mieloide. En el analisis univariante realizado el numero de
células CD34+ infundidas y la compatibilidad ABO influian en el prendimiento, no

manteniendo la significacién en el analisis multivariante'*.

A continuacién resumimos en esta tabla algunos de los trabajos mas

destacados.
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Parametro Dias
Autor (Afio) n Tipo TPH reticulocitario antelacion
Weinberg RS. (1986) 1 Alo N° absoluto
Emminger W. (1989) 31 Auto N° absoluto
Saikiri K. (1992) 8 Alo MFI (15%), RETH (5%) 4
Davies SV. (1992) 36 Auto+Alo RETH
Lazarus HM. (1992) 23 Auto+Alo
Greinix HT. (1994) 48 Auto+ Alo RETH (absoluto) 7y2
Mult. Espanol (1994) 86 Autot+Alo IRF 9y 3
D’Onofrio G. (1995) 43 Auto+Alo RETH, N° absoluto 6y5
Dalal Bl. (1996) 37 Auto+Alo IRF 2
Testa U. (1997) 36 Auto RETH
Sica S. (1998) 13 Auto RETH (5%) 4
Grotto HZW. (1999) 10 Alo IRF dt 6-12
George P. (2000) 25 Auto RETH (2%) 3
Torres A. (2001) 60 Auto+Alo RETH, IRF, MFI, VRM 4
Dubner D. (2002) 27 Alo IRF 4
Norhonda JF. (2003) 47 Auto+Alo N° abs, MFI, VRM/VCM 6y3
Yildirim I. (2004) 31 Alo N° absolutos y % (>1%) -2
Grazziuti M. (2006) |282+99 Auto IRF dt 4y5
Molina JR. (2007) 136 Alo RETH, IRF, MFI, VRM 4

Tabla 1:

hematopoyéticos.

Principales publicaciones,

en las que se estudian distintos parametros
retculocitarios y su relacion con el prendimiento mieloide tras un trasplante de progenitores
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Grik

Figura 7: Médula 6sea normal.
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Justificacion

B.1- EL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS
EN LA ACTUALIDAD

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH) se ha
convertido en la actualidad, en el Unico tratamiento curativo para una serie de
pacientes que presentan determinadas patologias hematoldgicas, de estirpe
neoplasica o no. Este agresivo procedimiento consiste, fundamentalmente, en la
sustitucién de la hematopoyesis del paciente, por ser ésta neoplasica, insuficiente
o defectuosa, por otra de un donante compatible. En un intento por favorecer el
acceso a dicha terapia de un numero cada vez mas amplio de pacientes, tratando
de evitar que esto suponga incrementar la morbi-mortalidad que intrinsecamente
acarrea el proceso, se han producido modificaciones logisticas y clinicas en el

trasplante convencional.

Una de ellas es la disminucion en la intensidad ablativa del
acondicionamiento -trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad
reducida (Alo-TPH-AIR)- lo que ha dado lugar a que aumente la edad maxima
para ser sometido a este complejo procedimiento o la realizacion del mismo en
paciente con importante comorbilidad. Otros cambios destacables han sido la
aceptacion de donantes no emparentados y con incompatibilidades HLA respecto
al receptor y la utilizacion, cada vez mas frecuente, de nuevas fuentes de las que
obtener los progenitores hematopoyéticos necesarios para la realizacion de este

fascinante procedimiento.

Una de estas fuentes son los progenitores hematopoyéticos obtenidos de
sangre periférica mediante un proceso de aféresis, siendo A. Kessinger la primera
en utilizarla, aunque con deplecion de linfocitos T en un Alo-TPH en un paciente
de 18 afos, diagnosticado de leucemia linfoblastica aguda, produciéndose
satisfactoriamente el prendimiento, aunque finalmente fallecié en el dia +32%.

Otra de las fuentes de progenitores es la sangre de cordon umbilical, utilizada por
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primera vez para un Alo-TPH por E. Gluckman en 1989, en una paciente con
Anemia de Fanconi®. Su utilizacién ha permitido que pacientes que no presentan
un hermano HLA-idéntico ni donantes compatibles en los registros internacionales
puedan ser trasplantados, no obstante la celularidad de la que consta el injerto es
baja, por lo que de ello se derivan diversas consecuencias como el presentar una
mayor tasa de fallo del injerto que las otras fuentes utilizadas y un prendimiento
mas tardio, con las complicaciones que un periodo tan prolongado de

pancitopenia extrema acarrean.

Por otra parte, durante el periodo de neutropenia, los pacientes presentan
una mayor susceptibilidad para presentar determinados tipos de infecciones que
pongan en peligro su vida, siendo esta la principal causa de mortalidad en dichos
pacientes durante el proceso'’?, por lo que la aparicién de signos que nos
indiquen la presencia de la recuperacién de neutréfilos pueden ser de gran
utilidad en el manejo clinico de estos pacientes. En este sentido, durante los
ultimos afos se han estudiado varios parametros bioldgicos con la intencidn de

predecir la recuperacion de las cifras periféricas de neutrdfilos.

Sin embargo, desde hace afos, se sabe que la primera serie que da
indicios del prendimiento hematopoyético derivado del donante es la serie roja,
pudiendo ésta ser estudiada en sangre periférica mediante el analisis de los

parametros de maduracion reticulocitarios.

La introduccién en la medicina de la citometria de flujo ha permitido tener
un método fiable que nos permita determinar con precision los recuentos
reticulocitarios, supliendo al contaje de los mismos a través de la microscopia
Optica, técnica que ha sido utilizada durante anos. Ademas, la citometria de flujo
nos permite obtener parametros de maduracion reticulocitarios basados en la
cantidad de ARN-m que presentan los reticulocitos asi como en el volumen de los
mismos. Una vez que el eritroblasto aciddéfilo pierde el nucleo en su proceso de

maduracién se transforma en reticulocito, corpusculo celular con gran cantidad de
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Justificacion

ARN-m en su citoplasma que progresivamente va desapareciendo, conforme se
va produciendo la sintesis de hemoglobina y enzimas basicas para el normal
funcionamiento del hematie, al mismo tiempo que reducen su tamafo. Los
reticulocitos mas inmaduros son los primeros corpusculos celulares que aparecen
en sangre periférica derivados de la restauracion de la hematopoyesis procedente

del donante.

Nosotros y otros grupos, como ya hemos referido, hemos estudiado
previamente estos parametros reticulocitarios a la hora de predecir el
prendimiento neutrofilico tras la realizacion de un Alo-TPH. Los parametros
reticulocitarios testados han sido, reticulocitos de alta fluorescencia (RETH), la
suma de reticulocitos de alta y media fluorescencia conocida como fraccion de
reticulocitos inmaduros (IRF), el indice de fluorescencia media (MFI) y el volumen
reticulocitario medio (VRM). Tres de estos cuatro parametros han demostrado ya
su validez a la hora de predecir en varios dias la inminente recuperacion de

neutrofilos.

Otros parametros estudiados, por otros grupos, han sido el dia en que se
dobla el nadir del IRF o la ratio MRV/MCV que pueden predecir hasta en seis dias
el prendimiento mieloide. Sin embargo, ninguno de estos parametros ha sido
validados prospectivamente en una serie elevada de pacientes sometidos a Alo-
TPH y en los estudios publicados el punto de corte varia de unos trabajos a otros,
no habiendo sido bien establecido, hasta el momento, uno definitivo, ni una

metodologia para hacerlo.

En una serie previa, realizada antes de este estudio, de 60 pacientes, 30
sometidos a Alo-TPH y 30 a Auto-TPH, sistematizamos la dinamica de trabajo,
definimos los puntos de corte para cada parametro observando la validez de los
mismos. Sin embargo los pacientes sometidos a trasplante autélogo —que son la
mayoria en las series publicadas- presentan un tiempo de neutropenia menor que

los alogénicos y tanto las complicaciones infecciosas como la posibilidad de que
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se produzca un fallo del injerto son mucho menores, ademas raramente existen
EICH y otras alteraciones inmunoldégicas, por lo que la informacién que podemos
obtener con los parametros resefiados puede ser interesante desde el punto de
vista analitico pero poco importante a efectos clinicos, porque ademas, la
variabilidad que pueden introducir determinados parametros no existe (fuente de

progenitores, compatibilidad HLA, grado de EICH...).

En este estudio prospectivo, por tanto, hemos analizado en una amplia
serie de pacientes, concretamente 225, sometidos a Alo-TPH, mayor que
cualquier otra publicada hasta el momento, la utilidad de estos parametros y de
los puntos de corte establecidos como predictores del prendimiento neutrofilico,
estudiando asimismo, algo que hasta el momento no se ha realizado, como es el
analisis de una serie de variables clinicas y analiticas con las que comprobar cual
es la influencia real de las mismas en el prendimiento, a través de la eritropoyesis

y la mielopoyesis.

Por otro lado, no existe ningun estudio que analice estos parametros en
pacientes que hayan recibido los progenitores procedentes de sangre de corddn
umbilical, un tipo de Alo-TPH no emparentado en la mayoria de las ocasiones, no
HLA-idénticos en muchos casos y practicamente en todos, con una escasa
cantidad de células CD34+ infundidas en el receptor, lo que significa que la
presencia conjunta de estas circunstancias favorece la aparicion de un fallo del

injerto.

Por ultimo, hemos analizado la diferencia, en dias, con los que segun
diversas variables, los parametros de maduracion reticulocitarios adelantan el
prendimiento mieloide, un estudio que hasta el momento ningun grupo ha

realizado.
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B.2.- UTILIDAD DE LOS PARAMETROS RETICULOCITARIOS

Ante un paciente sometido a un Alo-TPH, una vez recibido el
acondicionamiento e infundidos los progenitores, y ya durante el periodo de
pancitopenia, es de gran utilidad conocer con dias de antelacion el futuro
prendimiento neutrofilico. En primer lugar, nos permite, en pacientes en los que se
produce un retraso en el prendimiento y por lo tanto se sospecha la aparicion de
un fallo del injerto, adelanta las decisiones clinicas en relacion a su situacion y al
mismo tiempo, poner en marcha los mecanismos logisticos necesarios para la
realizacion de una segunda infusién de progenitores, si se estima oportuno. Por
tanto, el estudio de los parametros de maduracioén reticulocitaria nos ofrecen la
posibilidad de conocer, con dias de antelacion, la aparicién de un fallo del injerto

en un paciente sometido a este complejo procedimiento

Pero, el adelantar en varios dias la capacidad de predecir el prendimiento
mieloide, no solamente tiene utilidad para detectar con antelacidn la presencia de
un posible fallo del injerto, sino que ademas puede ayudarnos a tomar otras
decisiones clinicas en el paciente en diversas situaciones, como son la presencia
de un proceso febril o infeccioso de cualquier indole, durante el periodo de
neutropenia, y es que sabemos, que cuanto mas se prolongue ésta en el tiempo,
las posibilidades, en primer lugar, de sufrir un proceso infeccioso aumentan y, en
segundo lugar, la resolucion del mismo se dificulta, siendo en no pocas ocasiones
la causa del éxitus, constituyéndose en la principal causa de mortalidad en los

pacientes sometidos a esta terapia.

Es interesante, por tanto conocer con una certera aproximacién cuando se
va a producir la recuperacion neutrofilica, es decir, el prendimiento mieloide, que
ayude a la resolucion del proceso infeccioso, siendo los parametros de
maduracion reticulocitaria un buen predictor del mismo, pudiendo, en ocasiones,
anular o favorecer la decisidon de realizar transfusiones de granulocitos u otras

medidas alternativas como aumentar la dosis de G-CSF.
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Obijetivos

El eje fundamental sobre el que versa este estudio es la validacion, en una
amplia serie de pacientes, de una nueva herramienta analitica —parametros de
maduracioén reticulocitarios- que nos permita adelantar el prendimiento
hematopoyético, definido como la presencia de mas de 500 neutréfilos/ul en
sangre periférica, y predecirlo con varios dias de antelacion con la seguridad de
que éste realmente se va a producir, analizandolo en relacién a determinadas

variables clinicas. En este sentido, los objetivos del estudio son:

C1.- OBJETIVO PRINCIPAL.-

Validar cuatro parametros reticulocitarios —reticulocitos de alta
fluorescencia (RETH), fraccion de reticulocitos inmaduros (IRF), indice de
fluorescencia media (MFI) y volumen reticulocitario medio (VRM)- como
predictores de prendimiento hemopoyético en pacientes sometidos a trasplante

alogénico de progenitores hematopoyéticos,

C2.- OBJETIVOS SECUNDARIOS.-

1.- Estudiar mas detalladamente estos parametros en aquellos pacientes
que reciben los progenitores procedentes de sangre de cordon umbilical y
observar si existen diferencias significativas con respecto a esos otros pacientes

que los reciben de otras fuentes como son médula ésea y sangre periférica.
2.- Valorar la influencia de determinados factores clinicos en el

prendimiento eritroide. Factores como la presencia de infeccion concomitante, el

uso de metronidazol, el tipo de acondicionamiento, la utilizacion de radioterapia en
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el mismo, el numero de progenitores hematopoyéticos infundidos, la utilizacion de

ATG, la profilaxis antiinfecciosa realizada...

3.- Determinar la diferencia temporal con la que los parametros
reticulocitarios nos adelantan el prendimiento mieloide, con especial atencién a la
influencia, que en este sentido, pudiesen tener determinadas variables clinicas
como la fuente de progenitores, el tipo de acondicionamiento o la incompatibilidad

del grupo sanguineo entre el donante y el receptor.
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Pacientes y Métodos

D.1.- GENERALIDADES DE LOS PACIENTES

En este estudio prospectivo se han incluido un total de 225 pacientes, tanto
adultos como en edad pediatrica, que han sido sometidos, de forma consecutiva,
a trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH) en el Hospital
Universitario Reina Sofia de Cérdoba, desde Enero de 2000 hasta Diciembre de
2008, no existiendo ningun criterio de exclusion. Las caracteristicas clinicas mas
destacadas de dichos pacientes asi como las del procedimiento empleado,
quedan reflejadas en la tabla que aparecen al final de este apartado. Los
pacientes fueron ingresados durante todo el proceso, incluido el
acondicionamiento, en camaras de aislamiento con presion positiva, flujo laminar
y filtros HEPA.

De los pacientes estudiados, en 132 casos se realizd el Alo-TPH de
donante emparentado, siendo 125 HLA-idénticos mientras que 7 presentaban
algunas disparidad HLA ( 2 de ellos haploidénticos), por otro lado, 93 pacientes
recibieron los progenitores de un donante no emparentado, siendo en 54 de ellos
HLA-idéntico mientras que en los 39 restantes existia alguna disparidad HLA,
habiendo sido previamente estudiados, seroldgicamente o por estudios de alta
resolucién, los alelos HLA-A, -B y -C y en algunos de casos el HLA-DRB1 y el
HLA-DQB1. Por diversas circunstancias, como la edad o la presencia de patologia
concomitante asociada, se realiz6 en 38 pacientes el Alo-TPH con

acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TPH-AIR).

Se han utilizado diferentes fuentes de progenitores hematopoyéticos,
obteniéndose éstos, mediante la realizacion de un Harvest, de médula 6sea para
141 pacientes; en otros 54 casos se obtuvieron de sangre periférica, mediante un
proceso de aféresis; mientras que para 30 Alo-TPH el origen de los progenitores
infundidos en el receptor fue la sangre de cordén umbilical. Pero un dato clave, y

asociado a la fuente, en el éxito del procedimiento es conocer la cantidad de
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células CD34+ que han sido infundidas en el receptor, la mediana en esta serie es
de 3.10x10%kg, no obstante, cuando dicha mediana se objetiva en base a la
fuente de progenitores, se observa que es de 2,95x10%kg células CD34+
infundidas en aquellos que las recibieron de médula ésea, mientras que en los
que las recibieron procedentes de sangre periférica es de 6,46x106/kg,
obteniéndose, por ultimo, un descenso importante en la mediana de progenitores
infundidos en el receptor cuando éstos se obtenian procedentes de sangre de
corddn umbilical, 0,26x106/kg.

En relacion a la compatibilidad existente entre en donante y el receptor
respecto al grupo ABO, en un total de 140 casos existia compatibilidad ABO, en 56
incompatibilidad mayor -incluyendo en estos 56 a los 3 pacientes que
presentaban incompatibilidad mixta- y en los restantes 29 pacientes

incompatibilidad menor.

Respecto al régimen de acondicionamiento, éste fue mieloablativo en 187
pacientes y no mieloablativo en otros 38. Un total de 129 pacientes recibieron
radioterapia durante el acondicionamiento, mientras que 74 casos recibieron
globulina  antitimocitica  (ATG). El régimen mas  utilizado  fue
ciclofosfamida+radioterapia corporal total en 107 pacientes,
busulfan+ciclofosfamida se pautd en otros 16, mientras que un total de 24, todos
ellos con progenitores procedentes de sangre de cordon umbilical, recibieron
tiothepa+fludarabina+busulfan. Dentro de aquellos que recibieron un régimen de
acondicionamiento de intensidad reducida, el mas |utilizado fue
fludarabina+melfalan en 20 pacientes y fludarabina+busulfan en otros 14

receptores.

La profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) mas utilizada
en aquellos sujetos que recibieron acondicionamiento mieloablativo, fue
ciclosporina a dosis iniciales de 1.5 mg/kg/12 horas intravenosa o 5 mg/kg/12

horas oral, y ajuste correspondiente segun niveles sanguineos, desde el dia -1y
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hasta el dia +90 - o posterior al mismo, segun diversas circunstancias- y
metotrexate en pauta corta a una dosis de 15 mg/m? el dia +1 y de 10 mg/m? los
dias +3, +6 y +11, un total de 152 pacientes recibieron esta pauta. La profilaxis en
esos otros que recibieron un Alo-TPH-AIR o progenitores procedentes de sangre
de corddn umbilical consistio en micofenolato de mofetilo (MMF) a una dosis de
15 mg/kg oral cada 12 horas desde el dia 0 hasta el +40 (+30 en los de sangre de
corddn) y ciclosporina a una dosis inicial de 1.5 mg/kg intravenoso o 5 mg/kg oral
cada 12 horas, con ajustes posteriores segun niveles, desde el dia -1 hasta el dia
+90 y en retirada hasta el dia +180, en un total 47 pacientes. En otros 45, todos
ellos no emparentados con el donante, se utilizd metronidazol a 250 mg/12h,
como profilaxis de la EICH y en 27 pacientes se realizé deplecién de linfocitos T

del injerto previa infusién del mismo.

Recibieron factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) a una
dosis de 5 pg/kg diaria 183 pacientes, comenzando el dia +7 después de la
infusidon de los progenitores y finalizando una vez que presentaban en sangre
periférica, durante tres dias consecutivos, una cifra de neutréfilos superior a
1000/ul. De los restantes, 39 no recibieron G-CSF durante el procedimiento
(siendo en 31 Alo-TPH-AIR) mientras que en 3 casos, todos ellos con Alo-TPH-
AIR, se les paut6 a partir del dia +11 a las dosis y condiciones resefiadas. Todos
los pacientes recibieron las necesarias transfusiones de concentrados de
hematies radiados para mantener una cifra de hemoglobina superiores a 8 g/dl
(>25% hematocrito) y concentrados de plaquetas random, multidonante u
obtenidas directamente de aféresis de un sélo donante, para mantener recuentos
superiores a 20.000/ul. Ningun paciente, bajo ninguna circunstancia, recibi6

eritropoyetina durante el curso del trasplante inmediato.

En 213 pacientes se pautd profilaxis antivirica con aciclovir i.v. 500
mg/m?/24h (1500 mg/m?/24h en nifios con serologia CMV positiva), comenzando
el dia anterior a la infusibn de los progenitores y manteniéndose,

aproximadamente, hasta el dia +100 post-trasplante. Asimismo, todos los sujetos
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recibieron profilaxis antifungica, un total de 117 con fluconazol, 107 con
voriconazol y en 1 caso con posaconazol. Se realizd, también, profilaxis
antibiética con ofloxacino en 155 pacientes, levofloxacino en 25, ciprofloxacino en
7 y con otro agente antiinfeccioso en 6 casos, desde el primer dia de
acondicionamiento, no recibiendo 32 pacientes, todos ellos en edad pediatrica,
ninguna profilaxis antibacteriana desde la infusién de progenitores, si habiendo
recibido 15 de ellos, previamente a este dia, profilaxis con trimetropim-
sulfametoxazol. Ante la aparicion de un primer pico febril se iniciaba tratamiento
antibiotico empirico con meropenem a una dosis de 1 gramo i.v cada 8 horas (20
mg/kg/8 horas en nifios), siendo suspendido el ofloxacino-levofloxacino. Si se
mantenia febril durante tres dias consecutivos se afadia al tratamiento
teicoplanina a una dosis de 400 mg cada 12 horas, las tres primeras, y
posteriormente 400 mg cada 24 horas (10 mg/kg/dosis en nifios). Ante la
presencia de un hemocultivo positivo se ajustaba el tratamiento antiinfeccioso en

base al resultado del antibiograma realizado.

Un total de 91 pacientes, de los 225 que componen esta serie, presentaron
EICH aguda, que requirio tratamiento farmacolégico, en relacién al prendimiento.
Respecto a los grados de la EICH aguda, en 22 pacientes fue de grado |, en 53
de grado Il, en 12 de grado lll y en los 4 restantes de grado V. El tratamiento mas
utilizado, concretamente en 87 pacientes, fue prednisona, mientras que los 5
restantes recibieron otros compuestos farmacolégicos disponibles en uniterapia o

mediante diversas combinaciones farmacoldgicas.
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Parametros N %

N° de pacientes 225

Mediana de edad en el Alo-TPH (Rango) 31 (1-67)

Sexo Masculino/Femenino 134/91 59.5/40.5
Diagnéstico:

Leucemia Aguda Linfoblastica 67 29.77

Leucemia Aguda Mieloblastica 51 22.66

Leucemia Mieloide Cronica 34 15.11

Mieloma Multiple 19 38.77

Aplasia medular 21 9.33

Linfoma No-Hodgkin 13 577

Sindrome Mielodisplasico 10 4.44

Otros 10 4.44

Tipo de donante:

Familiar HLA-idéntico 125 55.5

Familiar HLA-no idéntico 7 3.1

No emparentado HLA-idéntico 54 24

No emparentado HLA no-idéntico 39 17.33

Compatibilidad ABO:

Compatible 140 62.22
Incompatibilidad mayor 56 24.88
Incompatibilidad menor 29 12.88

Fuente progenitores:

Médula 6sea 141 62.66
Sangre periférica 54 24
Corddn umbilical 30 13.33

Régimen acondicionamiento:
Mieloablativo con ICT 129 57.33
Mieloablativo sin ICT 58 25.77
No-mieloablativo 38 16.88
Profilaxis EICH:
CsA+MTX 153 68
CsA+MMF 46 20.44
CsA+PDR 19 8.44
Otro 7 3.1
Recibieron ATG 74 32.88
Mediana células CD34+ infundidas (x1 0°%kg) 3.1
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Tabla 2: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos.

D.2.- PACIENTES PEDIATRICOS

De los 225 pacientes estudiados, 49 de ellos presentaban una edad inferior
a 14 afnos en el momento del Alo-TPH. En 13 de estos pacientes, el trasplante fue
emparentado HLA-idéntico, 1 emparentado no idéntico, 18 no emparentado HLA-
idéntico y 17 no emparentado con alguna disparidad HLA. La fuente de
progenitores hematopoyéticos fue médula 6sea en 26 nifios, sangre periférica en

5y sangre de corddn umbilical en 18.

Los regimenes de acondicionamiento mas utilizados fueron
ciclofosfamida+irradiacion corporal total en 17 pacientes, busulfan+ciclofosfamida
en 5 pacientes y en otros 13, todos ellos de cordon umbilical,
busulfan+thiotepa+fludarabina. Sélo en dos casos el acondicionamiento fue de
intensidad reducida, utilizando busulfan+melfalan, uno de ellos por Aspergillosis

Pulmonar previa.

La profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped (EICH), en aquellos
sujetos que recibieron acondicionamiento mieloablativo, consistid en ciclosporina
a una dosis inicial de 1.5 mg/kg intravenosa o 5 mg/kg oral cada 12 horas desde
el dia -1 hasta el dia +90 con modificacién de dosis segun los niveles en sangre
periférica y metotrexate en pauta corta a 15 mg/m? el dia +1 y 10 mg/m? los dias
+3, +6 y +11, excepto los que recibieron los progenitores procedentes de sangre
de corddn umbilical, en los que la profilaxis se realizd exclusivamente con
ciclosporina, a las dosis referidas, en 1 paciente, y ciclosporina asociada a
prednisona hasta el dia +30 en 9 pacientes, o bien asociada a micofenolato de
mofetilo, hasta el dia +30, variable segun quimera, en otros 8. Un paciente recibio

ciclosporina, prednisona y metotrexate en pauta corta.
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Todos los pacientes pediatricos, excepto 6, entre los cuales se encontraban
los dos con acondicionamiento de intensidad reducida, recibieron factor
estimulante de colonias ganulociticas (G-CSF) a una dosis de 5 ug/kg diaria,
comenzando el dia +7 posterior a la infusion de los progenitores y finalizando su
administracidon una vez que en sangre periférica, alcanzaban y mantenian,

durante tres dias consecutivos, una cifra de neutréfilos superior a 1000/pl.

La profilaxis antivirica se realizé en todos los receptores con aciclovir,
excepto en 7 que no recibieron ninguna, a una dosis de 500 mg/m?/24h o 1500
mg/m?/24h intravenosa en base a la negatividad o positividad seroldgica para el
CMV, estudiada tanto en el donante como en el receptor. La profilaxis antifungica
se realizé con fluconazol a 5 mg/kg/24h en 24 pacientes y con voriconazol en los
25 restantes a una dosis de 7 mg/kg/12h. En 15 pacientes se paut6é profilaxis
diaria con trimetropim-sulfametoxazol desde el primer dia de acondicionamiento
hasta el dia de la infusidon de los progenitores, en el resto se utilizé otro agente
antibiético, hasta la apariciéon del primer pico febril en el que se comenzaba
tratamiento empirico con meropenem a 20 mg/kg/8h al que se anadia
posteriormente teicoplanina, a 10 mg/kg/12h tres dosis y a continuacion
10mg/kg/24h, o vancomicina a 15 mg/kg/6h si durante tres dias consecutivos se

mantenia con fiebre el paciente.
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Parametros N %

N° de pacientes 49
Mediana de edad en el Alo-TPH (Rango) 7 (1-13)
24/25 48/51

Sexo Masculino/Femenino

Diagnéstico:

Leucemia Aguda Linfoblastica 30 61.22
Leucemia Aguda Mieloblastica 10 20.4
Aplasia Medular 3 6.12
Anemia de Fanconi 2 4.08
Otros 4 8.16
Tipo de donante:
Familiar HLA-idéntico 13 25.53
Familiar HLA-no idéntico 1 2.04
No emparentado HLA-idéntico 18 36.73
No emparentado HLA no-idéntico 17 34.69
Compatibilidad ABO:
Compatible 30 61.22
Incompatibilidad mayor 14 28.57
Incompatibilidad menor 5 10.2

Fuente progenitores:

Médula 6sea 26 53.06
Sangre periférica 5 10.2
Cordon umbilical 18 36.73
Régimen acondicionamiento:
Mieloablativo con ICT 20 40.81
Mieloablativo sin ICT 27 55.1
No-mieloablativo 2 4.08
Profilaxis EICH:
CsA+MTX 28 57.14
CsA+MMF 8 16.32
CsA+PDR 9 18.36
Otros 4 8.16
Recibieron ATG 26 53.07
Mediana células CD34+ infundidas (x106/kg) 2.95

Tabla 3: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes pediatricos sometidos a
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
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D.3.- INFECCIONES

En la serie estudiada, 171 pacientes presentaron al menos un pico febril,
entendiendo éste como la presencia de una temperatura axilar superior a 38°C
durante el procedimiento, no relacionado con la infusién de ATG. En todos ellos
se extrajeron hemocultivos seriados de via central y periférica, que posteriormente
podian extraerse de nuevo, en los siguientes dias, si el paciente continuaba febril.
En 66 de estos pacientes, se obtuvo al menos un hemocultivo positivo a algun
agente infeccioso, destacando por su frecuencia el Staphylococcus Epidermidis
en 25 pacientes, el Escherichia Coli en 8 y el Staphylococcus Hominis-Hominis en
4. Ademas, en otros 9 pacientes la toxina de Clostridium Difficile fue positiva en
heces, mientras que 4 receptores desarrollaron un cuadro de Aspergillosis
Invasiva y otros 6 una infeccion virica, 2 por VHH-6, 2 por VBK, 1 por VHS-1 y 1
por Metapneumovirus, confirmados mediante técnicas moleculares para detectar
la presencia de acidos nucleicos virales. Ningun paciente presentd en las
determinaciones bisemanales por PCR que se hicieron, desde la infusidon de los
progenitores, una carga viral positiva (>600 copias) para CMV con anterioridad a

alcanzar la cifra de 500/l neutrdéfilos en sangre periférica.

D.4.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En todos los casos, se obtenian las muestras directamente del paciente, a
primera hora de la mafiana y por enfermeria especializada. Dichas muestras, en
cantidad minima de 3 ml, se extraian procedentes de sangre periférica a través de
una via central, port-a-cath o catéter de Hickman, hasta un tubo de hematimetria
con EDTA.
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Los dias en los que se analizaba la muestra eran los siguientes: el dia
previo al inicio del acondicionamiento (dia PRE), el dia de la infusion (dia 0) y a
partir de ese momento a diario hasta que el paciente era dado de alta. Las
muestras han sido siempre procesadas y analizadas en las dos primeras horas

posteriores a la extraccion.

D.5.- ANALISIS RETICULOCITARIO

El andlisis de los reticulocitos fue realizada mediante el analizador ABX
PENTRA 120 Retic. Para ello, previamente se ha de mezclar, de forma manual,
0.8 pl de sangre periférica con EDTA obtenida diariamente del paciente con 2.5 ml
de una preparacion para acidos nucleicos de fluorocromo tiazol de naranja. Tras
25 segundos incubados a 35°C, una muestra de dicha dilucién es transferida al
analizador, y las células son estudiadas secuencialmente para determinar el
volumen reticulocitario medio (MRV) por impedancia usando un laser de argon de
20 mW, los reticulocitos son separados de los componentes maduros de la serie
roja, los leucocitos y las plaquetas. Los resultados reticulocitarios son
desplegados en un eje de coordenadas en el que la distribucion en el eje-y se
realiza segun la cantidad de ARN que contienen y en el eje-x en base al volumen
celular. El analizador obtiene de forma directa de cada muestra de sangre
periférica el porcentaje y numero absoluto de recitulocitos. Ademas, como la
cantidad de luz absorbida por los reticulocitos es proporcional a la intensidad de la
tincion y contenido de ARN, los reticulocitos son subdivididos en tres poblaciones
con bajo, medio y alto contenido en ARN. Con esta subdivision se obtienen
reticulocitos en tres secciones: bajo contenido en RNA (RETL), medio contenido
en RNA (RETM) y alto contenido en RNA (RETH). Por lo tanto el RETH es un
parametro que nos es dado directamente por el analizador. La fraccion
reticulocitaria inmadura (IRF) es un parametro calculado a partir de la suma de
RETM y RETH. Los otros dos parametros, MFI y MRV, son aportados

directamente por el analizador.
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El RETH se mide en porcentaje, al igual que el IRF, mientras que en el MFI

el resultado es expresado en unidades de fluorescencia y el MRV se mide en

fentolitros.
Fecha: Mues. =_1 abx ID :
N'Proci103RET02 N'ID: Serv:
FNac: - Edad: Sexo: Org: Fecha: Pet :
Com : ] Tipo:standard

RET(%) 1.54 _ CRC 1.55 1
RET(#) 0.0770 105/mm? 1

ERI  4.99 108 /i3 1

RETLS 83.2  (r) 4.945
RETME 13.5  (r) 0.155 -
RETH® 3.36  (r) 0.035 T

IMM% 0.04 MFI% 17.4 : , : :
MRV 105 um3 l_‘l! ' OFL. :

At

Figura 10: Ejemplo del estudio de una muestra en la que se obseva los distintos
parametros reiculocitarios dados por el analizador.

Todas las muestras son analizadas a diario dos veces, obteniéndose la
media entre las dos determinaciones obtenidas como el valor definitivo de ese dia
para cada uno de los parametros estudiados. En un total de 50 pacientes,
elegidos al azar, se ha estudiado la variabilidad existente entre las dos
determinaciones diarias para tres parametros, el dia en el que se producia el

prendimiento de cada uno de ellos. A continuacién se presenta la media de la
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diferencia obtenida entre las dos determinaciones diarias para cada parametro el

dia resenado:

DIFERENCIA MFI

N Validos 50
Perdidos 0
Media 1,9465
Error tip. de la media ,26820
Desv. tip. 1,75870
DIFERENCIA IRF
N Validos 50
Perdidos 0
Media 3,5369
Error tip. de la media 57766
Desv. tip. 3,74368
DIFERENCIA RETH
N Validos 50
Perdidos 0
Media 1,4450
Error tip. de la media 23714
Desv. tip. 1,53687

En controles de pacientes normales, se observa menor variabilidad entre
las mismas determinaciones del mismo dia. Esto es debido a la menor cantidad
de reticulocitos absolutos que presenta la muestra, lo que favorece una mayor

precision de las determinaciones.

Estadisticos

DIFMFI DIFIRF DIFRETH
N Validos 200 200 200
Perdidos 0 0 0
Media 1,1069 1,0759 ,5862
Error tip. de la media ,20305 ,12522 ,08477
Desv. tip. 1,09346 ,67435 ,45648
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Se ha establecido el dia del prendimiento mieloide como el primero de los
tres en los que de forma consecutiva el recuento de neutréfilos en sangre
periférica es superior a 500/ul, con independencia de las otras series y de las

necesidades transfusionales del paciente.

Durante el proceso se estudiaron muestras procedentes de concentrados
de hematies para comprobar las cifras de reticulocitos que presentaban y el
porcentaje de los diversos tipos de reticulocitos... de tal forma que segun los datos
obtenidos se puede observar que éstos no presentan ninguna influencia en los
resultados definitivos obtenidos en los pacientes durante el periodo en el que

fueron subsidiarios de transfusiones de concentrados de hematies.

D.6.- TIPO DE ESTUDIO

Se ha realizado un estudio prospectivo de una serie de casos.

D.7.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son expresados como media + desviacion standard (SD) y
rango para los valores reticulocitarios. Como ya se ha comentado, los reticulocitos
de alta y media intensidad son expresados en porcentaje, el MFI como unidades
de fluorescencia y el MRV en fentolitros. En este modelo estadistico el
prendimiento eritroide viene definido como: el primer dia post-trasplante en el que
el MFI alcanza valores de 10, el IRF del 10%, el RETH es superior al 3% y el MRV
supera los 110 fL para cada paciente, siempre y cuando se mantengan estos
recuentos, al menos, durante tres dias consecutivos. Estos puntos de corte se
establecieron considerando el quartil 25 para cada parametro reticulocitario en el

dia en el que se producia el prendimiento neutrdéfilo, basados en estudios que
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previamente habiamos realizado en una serie anterior de 60 pacientes no
incluidos en esta otra de 225, sometidos la mitad de ellos a Auto-TPH vy la otra
mitad a Alo-TPH. Estos parametros fueron posteriormente comparados con el
primer dia en que el paciente presentaba en sangre periférica una cantidad de
neutrofilos >100/ul y >500/pl. El prendimiento mieloide se definié como el primero
de los tres dias consecutivos en que el paciente mantuviese en sangre periférica

unas cifras de neutroéfilos iguales o superiores a 500/ul.

Mediante el uso de series temporales de Kaplan-Meier se compararon los
dias de prendimiento de cada parametro reticulocitario en relacion al dia en el que
se alcanza el prendimiento de la serie granulocitica, evaluandose mediante el log
rank test la significacion estadistica del resultado. La relacion entre los diferentes
parametros reticulocitarios y el prendimiento mieloide se estimé por regresion

lineal simple.

Las distintas variables clinicas que pueden influir en el prendimiento
eritroide, en base a los parametros reticulocitarios, se estudiaron mediante

analisis univariante y multivariante utilizando modelos de regresion de Cox.

Para el analisis de la diferencia temporal -en dias- con la que preceden los
parametros reticulocitarios al prendimiento mieloide, en base a determinadas
variables, se utilizé el test t de student para comparaciéon de medias de muestras

independientes
Para el estudio estadistico de los datos se utilizé el programa SPSS version

15.0 para Windows. En todas las pruebas estadisticas se consideraron

significativos valores de p inferiores a 0.05.
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Resultados

En esta serie de 225 pacientes, sometidos de forma consecutiva a
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH), hubo un total de
8 (3.56%) que fallecieron durante el periodo de pancitopenia sin haberse
objetivado signos de prendimiento mieloide ni eritroide. De los restantes, 8
(3.56%) pacientes presentaron fallo primario del injerto. El resto de pacientes, 209
(92.88%), alcanzaron prendimiento hematopoyético derivado del donante,
estudiado, en nuestro servicio, mediante técnicas de biologia molecular. Tras el
régimen de acondicionamiento, los recuentos de reticulocitos disminuyeron
progresivamente desde 113x10%L hasta un nadir de 6.22x10%L de media en el
dia +8. A continuacidn, en los dias posteriores se observd un aumento progresivo
y continuo en el numero total de reticulocitos y en los porcentajes de reticulocitos

inmaduros.

F.1.- CINETICA DE LOS PARAMETROS DE MADURACION
RETICULOCTARIOS Y PRENDIMIENTO MIELOIDE TRAS EL
TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

Tras la administracion del acondicionamiento se produce un periodo de
pancitopenia en el que descienden los recuentos periféricos de las tres series
como consecuencia del déficit de produccidn central. Al mismo tiempo, vy
conjuntamente a lo anterior existe una reticulocitopenia, pero con el paso de los
dias se produce un incremento significativo de reticulocitos, muchos de ellos
inmaduros, en sangre periférica precediendo al aumento posterior de los

recuentos de neutrdfilos.
Cabe destacar que, de los 209 pacientes, tan soélo en dos de ellos, ninguno

de los parametros reticulocitarios estudiados alcanzaron los puntos de corte

establecidos, obteniéndose, en ambos, el prendimiento mieloide, presentando
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ambos pacientes incompatibilidad mayor ABO. Seguidamente, uno de estos
pacientes desarrolld un fallo secundario del injerto, sin embargo, ninguno de ellos
ha sido eliminado del analisis estadistico. Ha habido, asimismo, otro paciente que
no alcanzo las cifras para el MFI, otro distinto que no lo hizo para el IRF, 13 que
no lo hicieron para el RETH, mientras que por ultimo, 81 pacientes no lo
alcanzaron para el VRM, ni antes del prendimiento mieloide ni en los cinco dias

posteriores al mismo.

Utilizando los criterios ya establecidos, la mediana de prendimiento fue:
+13 (rango: 6-43) para el MFI, +14 (rango: 5-45) para el IRF, +14 (rango: 7-48)
para el RETH y +20 (rango: 6-74) para el MRV. El prendimiento mieloide, >100/ul,
>500/ul y 1000/ul neutrdfilos, tuvo lugar los dias +15 (rango: 6-43), +17 (rango: 8-
48) y +19 (rango: 9-53), respectivamente. Estas diferencias alcanzaron
significaciéon estadistica respecto al IRF >10%, MFI >10 y RETH>3%, comparado
con neutréfilos >500/ul (p <0.0001 en todos los casos). También alcanzé
significacion el cuarto parametro reticulocitario (VRM), aunque en esta ocasion, es
el prendimiento mieloide el que antecede en el tiempo al VRM, por lo tanto desde
este momento ha sido eliminado, como parametro de maduracion reticulocitario, a
la hora de realizar los estudios analiticos. En el eje x se representa el tiempo
medido en dias y en el eje y el porcentaje de pacientes que alcanzan el

prendimiento.
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1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

p<0.0001

Dia MFI.
Dia >500/pl neutréfilos.
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Figura 12: Comparacion IRF- Neutréfilos >500/ul .



1,0

0,8
p<0.0001
0,6
0,4
Dia RETH.
0 Dia >500/pl neutréfilos.
0,0
| ! ! | ! !
0 10 20 30 40 50
Figura 13.- Comparacion RETH- Neutréfilos >500/ul.
1,0
0,8
o p<0.0001
0,4
Dia VRM.
Dia >500/pl neutréfilos.
0,2
0,0

60 80

Figura 14.- Comparacion VRM- Neutroéfilos >500/pl.
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Existe también significacion estadistica cuando se compara el MFI >10 y el
IRF>10% con el primer dia en el que se alcanzan >100/ul neutréfilos en sangre
periférica, con un valor de p de 0.012 y 0.031, respectivamente, siendo el
RETH>3% no significativo. Para este estudio se han eliminado 3 pacientes,
sometidos a Alo-TPH con acondicionamiento de intensidad reducida, los cuales,
en ningun momento, presentaron durante el procedimiento cifras de neutréfilos

inferiores a 100/ul, en sangre periférica.
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Figura 15.- MFI- Neutréfilos >100/pl.
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Figura 16.- IRF- Neutréfilos >100/ul.
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Resultados

Por otro lado, cuando se comparan estos parametros reticulocitarios con la
presencia de >100/ul monocitos, objetivados mediante hematimetria
convencional, se observa que dos de ellos, el MFI y el IRF, presentan
significacidon estadistica, por lo que dichos parametros nos adelantan también la
presencia de >100/ul monocitos en sangre periférica (p=0.002 y p=0.029,
respectivamente). Para dicho analisis, se han eliminado del mismo a cuatro
pacientes, sometidos a Alo-TPH, con acondicionamiento de intensidad reducida,
que en ningun momento presentaron unas cifras de monocitos inferiores a 100/ul
durante el trasplante. El tercer parametro reticulocitario, el RETH, no alcanzé

significacién estadistica.
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p=0.002
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Figura 18.- MFI- Monocitos >100/pul.
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Figura 19.- IRF- Monocitos >100/ul.
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Figura 20.- RETH- Monocitos >100/pl.
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Por otro lado, cuando se comparan estos parametros reticulocitarios con el
prendimiento plaquetario, entendido éste como la presencia de mas de 20.000/pl
plaquetas en sangre periférica, mantenidas durante tres dias, sin necesidad
transfusional en las 72 horas previas al primer dia, se observa que los tres
parametros, el MFI, el IRF y el RETH, presentan significacion estadistica, por lo
que dichos parametros nos adelantan también la presencia de >20.000/ul
plaguetas en sangre periférica (p=0.001 para los tres parametros). Para dicho
analisis, se han eliminado del mismo a tres pacientes, sometidos a Alo-TPH, con
acondicionamiento de intensidad reducida, que en ningun momento presentaron
unas cifras de plaquetas inferiores a 20.000/ul durante el trasplante, por lo que no

requirieron transfusiones plaquetarias.
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Figura 21.- MFI- Plaquetas >20.000/pl.
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Figura 22.- IRF- Plaquetas >20.000/pl.
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Figura 23.- RETH- Plaquetas >20.000/pl.
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Cuando consideramos todos los pacientes sometidos a trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos obtenidos de un donante
emparentado HLA-idéntico (n=119), el MFI alcanz6 >10 en el dia +13 (rango= 6-
26) mientras que el dia en que los neutréfilos fueron >100/ul y >500/ul ocurrié
significativamente mas tarde (p= 0.005 y p< 0.001 respectivamente). Por otro
lado, el IRF>10% se alcanzo en el dia +14 (rango: 5-26), significativamente mas
temprano que neutréfilos >500/ul y 100/ul (p= 0.042 y p< 0.001). EI RETH>3% se
produjo el dia +14 (rango=7-36), alcanzando también significacién estadistica al
compararlo con neutréfilos >500/ul (p <0.006), aunque no lo hizo asi al ser

comparado con neutroéfilos >100/ul (p =ns).
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Figura 24.- MFI-Neutroéfilos >500/ul: Emparentados HLA-idénticos.
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Figura 25.- IRF-Neutréfilos >500/ul: Emparentados HLA-idénticos.
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Figura 26.- RETH-Neutrofilos >500/pl: Emparentados HLA-idénticos.
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Figura 27.- MFI-Neutréfilos >100/ul: Emparentados HLA-idénticos.
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Figura 28.- IRF-Neutréfilos >100/ul: Emparentados HLA-idénticos.
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Figura 29.- RETH-Neutréfilos >100/pl: Emparentados HLA-idénticos.
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Cuando, por otro lado, se estudian los pacientes que recibieron los
progenitores de un donante no emparentado o bien de un donante emparentado
HLA-no idéntico (n=90), también alcanzaron valores de MFI >10, IRF >10% y
RETH>3%, antes que una cifra de neutréfilos >500/ul (p< 0.001, p<0.001 y
p=0.002 para el MFI, IRF y RETH respectivamente). La mediana de MFI fue 13
dias, la de IRF 14 dias y la de RETH 14 dias, mientras que la de >500/ul fue de
18,5 dias. Para IRF, MFI y RETH comparado con >100 neutrdfilos, no se alcanzé

significacion estadistica.
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Figura 30.- MFI-Neutréfilos >500/ul: No Emparentado + HLA-no idénticos.
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Figura 31.- IRF-Neutréfilos >500/ul: No Emparentado + HLA-no idénticos.
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Figura 32.- RETH-Neutréfilos >500/pl: No Emparentado + HLA-no idénticos.
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En el estudio univariante realizado para analizar los parametros que
influian en el prendimiento mieloide, se observa que el acondicionamiento ablativo
respecto al no ablativo, el menor numero de células CD34+, la edad adulta, la
fuente de progenitores (cordén, médula y periférica) y el tipo de donante (no
emparentado), retrasan el prendimiento mieloide. Manteniendo dos variables
clinicas la significacion en el multivariante; el acondicionamiento ablativo y la

fuente de progenitores. (p<0.001 y fuente (p<0.001, p<0.001 y p=0.142).

Variables en la ecuacion

B ET Wald gl Sig. Exp(B)
fuente 21,193 2 000
Nombre de variable fuente(periferica) 409 278 2.159 1 142 1,505
Nombre de variable fuente(cordon) -,964 233 17,067 1 1000 381
ABLATIVO -1,282 322 | 15,863 1 ,000 278

Tabla 4.- Resultado del anadlisis multivariante en el que se estudian distintas variables
clinicas que influyen en el prendimiento mieloide.

Analizamos todos los parametros que pudiesen potencialmente predecir el
prendimiento mieloide en los pacientes estudiados. En base a la regresion de
Cox, >100/ul neutréfilos (p=0.002), >100/ul monocitos (p<0.001) y el IRF >10%

(p=0.009) fueron predictores de prendimiento mieloide.

En un estudio realizado por Grazziuti et al, en 2006, en pacientes
sometidos a trasplante autdlogo de progenitores hematopoyético, se establece
otro parametro reticulocitario con capacidad de adelantar el prendimiento
mieloide, es el tiempo que tarde el IRF en doblar su valor minimo (IRF-D),
establecido como el primer dia de dos consecutivos en los que el IRF doblaba el
nadir previo. En este estudio este parametro adelantaba en varios dias la
aparicion en sangre periférica de >100/ul neutréfilos. En nuestra serie este

parametro no puede ser establecido como tal, ya que en 114 (54.54%) pacientes
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el nadir del IRF es 0. Para el resto de pacientes 95 (45.45%) el IRF-D ocurria

significativamente antes que neutréfilos >100/ul (p=0.01).

Pacientes MFI IRF RETH 100 500 1000 MONO
()

TODOS 13 (6-43) 14 (5-45) 14 (7-48) 15 (6-43) 17 (8-48) 19 (9-53) 15 (6-43)

El 12 (6-26) 14 (5-26) 14 (7-36) 15 (6-37) 17 (8-39) 19 (9-39) 15 (7-37)

NOEMP | 13 (6-43) | 14 (7-45) | 14(7-48) | 15(6-43) | 18.5(10-48) | 20 (11-53) | 15 (6-43)

MEDULA | 14 (7-40) 15 (7-40) 15 (7-48) 15 (6-43) 18 (12-43) 1 (13-45) 16 (6-43)

PERIFER. | 9 (6-29) 9 (5-29) 9 (7-29) 12/(6-21) | 14 (8-26) 15 (9-27) 12 (7-23)

CORDON | 14.5 (10-43) | 16 (9-45) 15.5(9-43) | 15(10-37) | 21 (15-48) 26 (17-53) | 16.5 (7-43)

Tabla 5.- Tabla resumen con los dias de prendimiento, expresados segun la mediana
(rango) de los distintos parametros analizados.

MONO= Monocitos. El= Emparentado HLA-idéntico. NO EMP= No emparentados+
emparentaos HLA-no idénticos. PERIF: Sangre preiférica.
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F.2.- ANALISIS DE FACTORES CLINICOS QUE INFLUYEN EN EL
PRENDIMIENTO ERITROIDE.

F.2.1.- ANALISIS UNIVARIANTE.

Segun los resultados obtenidos en los analisis realizados, hemos
identificado, de forma global, tres parametros reticulocitarios (RETH, IRF, MFI)
como predictores de prendimiento mieloide (neutréfilos>500/pul). Hemos analizado
a continuacion diversos factores clinicos que pudiesen influir en el prendimiento
reticulocitario, estudiando con antelacion, la correlacion que existe entre los tres

parametros en cuestidon, observando la significacién de todos ellos.

Hemos optado, una vez comprobada la correlacion existente, por realizar
los estudios estadisticos con el IRF, que es, desde el punto de vista clinico y
analitico, el parametro mas interesante, ya que el MFI mide fluorescencia y el
RETH sdlo reticulocitos muy inmaduros y ademas en 15 pacientes no se ha
alcanzado el punto de corte establecido del 3%, con lo que el retraso en la salida
de dichos reticulocitos a sangre periférica puede distorsionar los resultados,
siendo la suma de los reticulocitos de alta y media fluorescencia el parametro

clinico de mas valor.

MFI IRF RETH

diareth Pearson Correlation ,879(*%) ,884(*%) 1

Sig. (2-tailed) ,000 ,000

N 209 209 209
diairf Pearson Correlation 977(*) 1 ,884(*%)

Sig. (2-tailed) ,000 ,000

N 209 209 209
diamfi Pearson Correlation 1 977(*%) ,879(*%)

Sig. (2-tailed) ,000 ,000

N 209 209 209

Correlaciones

Tabla 6.- Correlaciones entre los distintos parametros reticulocitarios.
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La variable independiente es: Dia IRF.

Figura 33: Correlacién entre los parametros MFI e IRF
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RETH
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104 L]

IRF

Model Summary and Parameter Estimates

Variable dependiente: Dia RETH

Model Summary

Parameter Estimates

Equation R Square F df1 df2 Sig.

Constant b1

Linear 781 736,425 1 207 ,000

1,123 973

Variable independiente: Dia IRF.

Figura 34: Correlacion entre los parametros RETH e IRF
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FUENTE DE PROGENITORES

Tanto el prendimiento reticulocitario como el mieloide estaban fuertemente
influenciados por la fuente de progenitores hematopoyéticos. La mediana de
prendimiento estd detallada en la tablas siguientes. Como se observa el
prendimiento se produce sinificativamente antes si la fuente de progenitores es la

sangre periférica, siendo mas tardio si ésta es la sangre de corddén umbilical.

Media Mediana Médula Periférica
Médula 6sea 14,84 15 Periférica p=0,0001
Sangre periférica 10,13 9 Cordén p=0,049 p=0,0001
Cordén umbilical 18,14 16

Tablas 7 y 8: Media y mediana del prendimiento eritroide (IRF) en base a la fuente de
progenitores y relacion estadistica entre dichas fuentes.
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Figura 35.- Prendimiento eritroide segun las distintas fuentes de progenitores utilizadas.
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INCOMPATIBILIDAD ABO

Otra interesante variable a estudiar, era como podia afectar al
prendimiento eritroide la compatibilidad-incompatibilidad de grupo entre el
donante y el receptor. Se observd, que la presencia de incompatibilidad mayor o
menor ABO no tiene impacto en el prendimiento reticulocitario, segun los

parametros estudiados, al compararlo con aquellos pacientes ABO compatibles.

En este sentido, la mediana para alcanzar el IRF > 10%, ocurri6 en el dia
+13 en los pacientes con incompatibilidad mayor ABO. Mientras que para aquellos
ABO compatibles la mediana fue también el dia +13. Aquellos con incompatibilidad
menor presentaron una mediana 13,5 dias para dicho parametro (sin significacion

estadistica).

1.07 - 1~ ]
T
0,8 :
p=ns
0,6
0,4
ABO compatible
0.2 Incompatibilidad Mayor
Incompatibilidad Menor
0,0

Figura 36.- Prendimiento eritroide seguin la compatibilidad ABO.
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TIPO DE ACONDICIONAMIENTO

Otra de las variables estudiadas era el tipo de acondicionamiento recibido.
Se comprobd, que aquellos individuos que recibian un Alo-TPH con
acondicionamiento mieloablativo presentaban un prendimiento reticulocitario mas
tardio, cuando eran comparados con esos otros pacientes que reciben un Alo-

TPH bajo acondicionamiento de intensidad reducida (p=0.001).

1,0

0.8- p<0.001

0,6

0,47

0,2- Acondicionamiento de intensidad reducida
Acondicionamiento mieloablativo

0,0

T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Figura 37.- Prendimiento eritroide segun el tipo de acondicionamiento utilizado.

NUMERO DE PROGENITORES INFUNDIDOS

El numero de células CD34+ del injerto, es otra variable a destacar en el

prendimiento eritroide. Para realizar este estudio, hemos calculado la mediana de
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células CD34+/kg infundidas en el receptor, siendo la misma 3.1x10%kg. Se ha
observado en este estudio, que el prendimiento eritroide, en base al IRF, ocurre
significativamente antes si la infusion de células CD34+ es superior a 3.1x10%kg
(p=0.0006). Este parametro también tiene significacion en relacién al prendimiento
mieloide (neutrofilos >500/ul), que se alcanza con antelacion en aquellos

pacientes que presentan una infusién de células CD34+ superior a 3.1 x 10°% Kg.

1,0
%87 p=0.0006
0,6
0,47

N° células CD34+ infundidas <3.1 x 10°
. N° células CD34+ infundidas >3.1 x 10°
0,0

Figura 38.- Prendimiento eritroide segun el nimero de células CD34+ infundidas.
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EDAD AL TRASPLANTE

En este estudio, han participado pacientes adultos y en edad pediatrica,
cuando se compara por edades, (<14 afos= edad infantil, >14 anos= edad
adulta), se observa como el prendimiento reticulocitario se produce mas
precozmente en los pacientes adultos (p=0.039). Sin embargo, este resultado es
debido al mayor porcentaje de pacientes adultos que han sido sometidos a un
Alo-TPH con acondicionamiento de intensidad reducida, como se observa al
estratificar por tipo de acondicionamiento (ablativo vs. intensidad reducida),
perdiéndose esta significacion. (p=0.663 para los de intensidad reducida y

p=0.226 para los mieloablativos).

1’0_ L L F d J
0,8
p=0.039
0,6
0,4
Adultos
Ninos
0,2
0,0
I I I I I I
0 10 20 30 40 50

Figura 39.- Prendimiento eritroide segun la edad de los pacientes.
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Figuras 40 y 41.- Prendimiento eritroide segun la edad de los pacientes. En la figura 40
aquellos que han recibido acondiconamiento de intensidad reducida y en la 41 los que han
recibido un acondicionamiento mieloablativo.

TIPO DE DONANTE

También existen diferencias estadisticas en el prendimiento eritroide al
comparar a aquellos pacientes que reciben un injerto de un familiar HLA-idéntico
y aquellos que lo hacen, bien de un familiar HLA-no idéntico o de un donante no
emparentado ya sea HLA idéntico o no. En el primer grupo, el prendimiento se

produce mas precozmente que en el segundo (p=0.035)
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Figura 42.- Prendimiento eritroide segun la relacion de parentesco y compatibilidad HLA
existente entre el donante y el receptor.

OTRAS VARIABLES

Otras variables clinicas como recibir radioterapia en el acondicionamiento,
sexo del receptor, estado de la enfermedad en el momento del procedimiento
(primera remisién completa vs. no primer remision), tipo de profilaxis de la
Enfermedad del Injerto contra el Huésped (MTX vs. no MTX), presencia de EICH
agudo, haber padecido un episodio febril durante la neutropenia o tener un
hemocultivo positivo a algun microorganismo durante el proceso, no mostraron
significacion estadistica en cuanto al prendimiento reticulocitario. Estos datos del

estudio univariante estan resumidos en la siguiente tabla.
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Variable clinica IRF (valor de p)
Radioterapia en el acondicionamiento 0,3779
Sexo del receptor 0,276
Estado de la enfermedad 0,749
MTX en profilaxis de la EICH 0,053
Presencia de EICH 0,9381
Hemocultivos positivos 0,3382
Fiebre 0,7439

Tabla 9.- Variables clinicas sin significacion estadistica en relacién al prendimiento eritroide
(IRF).

F.2.2.- ANALISIS MULTIVARIANTE

En el estudio multivariante mediante regresion de Cox, se incluyendo
diversas variables clinicas que podian influir en el prendimiento eritroide, para la
realizacidn de dicho estudio, se eliminaron de la serie inicial de 225 pacientes, un
total de 16 que son aquellos que fallecieron sin alcanzar prendimiento eritroide ni

mieloide o bien sufrieron un fallo primario del injerto.
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PACIENTE Y METODOS: 209 pacientes sometidos a Alo-TPH, de los cuales
alcanzan el prendimiento reticulocitario, medido por el IRF, 98.56% (206),

siendo el resto censurados.

Se consider6 como variable dependiente a la variable IRF (dias). Las
variables independientes fueron aquellas que en el univariante tuvieron una
p<0.25: edad (O: infantil; 1: adulto), fuente de progenitores (0: médula ésea;
1: sangre periférica; 2: cordon umbilical), acondicionamiento ablativo (O:
ablativo; 1: no ablativo), MTX en la profilaxis del EICH (0: no; 1: si) y nUmero
de células CD34+ infundidas (0: <3.1x10%kg; 1: >3.1x10%kg). Dichas
variables se utilizaron en el modelo de regresion de COX; por medio del
estadistico de Wald, las variables con p>0.15 (procedimiento de seleccion
metddica) fueron eliminadas una a una del modelo, la comparacion del
modelo reducido con el modelo que incluye las variables eliminadas se
realizo0 mediante el test de la razén de verosimilitud. La escala de las
variables continuas, valorada mediante la prueba de Box-Tidwell, no fue
necesario realizarla al no existir ninguna variable de este tipo. Se estudiaron
las posibles interacciones entre las variables. Como prueba diagnoéstica de
casos extremos se utilizaron los valores dfbeta. La representacién gréfica
de los residuos de martingala y de los residuos parciales, se empled para
valorar la bondad de ajuste.

Las variables edad, MTX, tipo de donante y numero de células CD34+
infundidas, fueron eliminadas del modelo (Test de la razdén de verosimilitud,
G=1,254; GL: 4; p=0.869= NS.)

Al no permanecer ninguna variable continua no fue necesario estudiar
linealidad. Se valoraron las posibles interacciones siendo no significativas.
Ninguna variable de las que permanecieron en el modelo era factor de
confusion. Los paciente 3y 131 fueron considerados como datos extremos,

aungue no se eliminaron del modelo.
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Variables en la ecuacion

95,0% IC para
Exp(B)
B ET Wald gl Sig. Exp(B) Inferior | Superior

Fuente 5,847 ,054

Nombre de variable 433 274 2.502 114 1,541 ,902 2,635

Fuente(1) _

Nombre de variable -354| 218 | 2,640 104|702 458 1,076

uente(2)

ABLATIVO -1,311 315 | 17,272 ,000 270 145 500
VARIABLE COEFICIENTE | ERROR STANDAR P RR IC 95%
MEDULA 0,54
PERIFERICA 0,433 0,273 0,114 1,541 0,92-2,63
CORDON -0,354 0,218 0,104 0,720 | 0,45-1,07
ABLATIVO -1,311 0,315 0,000 0,270 | 0,14-0,50

G= 58,769 GL:3 p=0.000

Tablas 10 y 11.- Resultados finales del analisis multivariante en el que se observa la
influencia de determinadas variables clinicas en el prendimiento eritroide (IRF).

F.3.- CINETICA DE LA FRACCION RETICULOCITARIA INMADURA
(IRF) SEGUN LA FUENTE DE PROGENITORES.

En base al IRF, se observan las diferencias temporales del prendimiento

segun las distintas fuentes de las que se han obtenido los progenitores. En el eje

de la x se representa los dias anteriores (en negativo) y posteriores a la infusion

de los progenitores, mientras que en el eje y se representa la media del IRF,

considerando prendimiento cuando alcanza el 10%.
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Figuras 43, 44 y 45.- Prendimiento eritroide basado en el IRF segun las distintas fuentes de
progenitores utilizadas.
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F.4.- ANTELACION EN BASE A LOS PARAMETROS DE
MADURACION RETICULOCITARIA DEL PRENDIMIENTO
MIELOIDE.

Probablemente, el dato de mayor importancia, son los dias de antelacién
con los que, en base a los parametros reticulocitarios, podemos predecir el futuro
prendimiento mieloide. Segun los resultados de este estudio, el prendimiento
eritroide, basado en el IRF, es capaz de adelantar en varios dias el prendimiento
mieloide, concretamente en 4 dias (mediana) y 4,076 dias (media). También los
otros parametros reticulocitarios nos adelantan en varios dias el prendimiento, el
MFI en 4 dias (mediana) y 4.35 dias (media) y el RETH en 3 dias (mediana) y
3,33 dias (media).

MEDIA MEDIANA
IRF 4.07 4
MFI 4.35 4
RETH 3.33 3

Tabla 12.- Media y mediana para cada parametro reticulocitario de los dias con los nos
adelanta el prendimiento mieloide (neutréfilos >500/ul).

Para estudiar la influencia que determinadas variables clinicas pueden
tener sobre dicha diferencia de dias, hemos utilizado el test t student para

comparacion de medias de muestras independientes.

De esta forma, se aprecia como el tipo de fuente, la utilizacion de MTX en

la profilaxis del EICH, la radioterapia en el acondicionamiento o el numero de
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células CD34+ infundidas influyen el la diferencia temporal con la que los

parametros reticulocitarios predicen el prendimiento mieloide.

FUENTE DE PROGENITORES

Al analizar aquellos que reciben el injerto procedente de sangre periférica
comparado con los que lo hacen de corddn, también existe significacion (media
sangre periférica= 4.14 dias, media cordon= 6,57 dias, p=0.031). Esta
significaciéon también se objetiva con los otros dos parametros reticulocitarios
estudiados, MFI y RETH. No existe, sin embargo, significacion al comparar
médula 6sea con sangre periférica. Estos resultados se muestran a continuacion,

entre paréntesis se define el rango:

Médula Periférica p
IRF 3,52 (-2-13) 4,14 (0-8) 0,258
MFI 3,84 (-2-13) 4,21 (-2-8) 0,49
RETH 2,52 (-1-12) 3,55 (-2-8) 0,174

Médula Cordén p
IRF 3,52 (-2-13) 6,57 (0-19) <0,001
MFI 3,84 (-2-13) 7,03 (0-22) <0,001
RETH 2,52 (-1-12) 6,78 (0-18) <0,001

Periférica Cordon p
IRF 4,14 (0-8) 6,57 (0-19) 0,031
MFI 4,21 (-2-8) 7,03 (0-22) 0,009
RETH 3,55 (-2-8) 6,78 (0-18) 0,007

Tablas 13, 14 y 15.- Media de los dias de antelacion con los que los parametros
reticulocitrios adelantan el prendimiento mieloide, segun la fuente de obtencion de los
progenitores.
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Cuando se analizan los pacientes segun el tipo de acondicionamiento
(ablativo vs intensidad reducida) se observa que no existen diferecias
significativas, aunque existe tendencia por la que en los pacientes con
acondicionamiento de intensidad reducida el tiempo con el que los parametros

reticulocitarios predicen el prendimiento mieloide es mayor.

Ablativo Intensidad reducida p
IRF 4,02 (0-19) 4,34 (1-8) 0,478
MFI 4,35 (-2-22) 4,34 (1-8) 0,976
RETH 3,25 (-2-18) 3,71 (1-8) 0,493

Tabla 16.- Media de los dias de antelacion con los que los parametros reticulocitrios
adelantan el prendimiento mieloide, segun el tipo de acondicionamiento utilizado.

Si comparamos a los pacientes que reciben los progenitores de médula

Osea con esos otros que los reciben de sangre periférica, pero unicamente los

que reciben un acondicionamiento ablativo, observamos que las diferencias

existentes son menores.

Acond. ablativo Médula Periférica p

IRF 3,53 (-2-13) 3,41 (0-5) 0,960
MFI 3,84 (-2-13) 3,66 (-2-8) 0,948
RETH 2,52 (-1-12) 2,83 (-2-8) 0,677

Tabla 17.- Media de los dias de antelacion con los que los parametros reticulocitrios
adelantan el prendimiento mieloide en los pacientes que reciben un acondicionamiento
ablativo, segun la fuente de progenitores (médula vs. sangre periférica).
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Cuando un paciente recibe metotrexate como parte de la profilaxis de la
EICH, se observa que la diferencia con la que se alcanza el punto de corte
establecido para los parametros reticulocitarios en relacion al prendimiento
mieloide, es mayor en aquellos pacientes que no han recibido metotrexate como
parte de la profilaxis del EICH. Esta significacion mantiene la tendencia cuando se
estratifica por la fuente de progenitores, no alcanzando significacion,

probablemente, por la diferencia de n existente en cada uno de los grupos

comparados.
MTX No MTX p

IRF 3,49 (-2-13) 5,39 (0-19) 0,001
MFI 3,80 (-2-13) 5,60 (0-22) 0,001
RETH 2,58 (-2-12) 5,01 (0-18) 0,001

Médula Periférica Cordon
MTX (IRF) 3,46 3,58 4,66
No MTX (IRF) 5,75 4,34 6,80
o] 0,165 0,649 0,594

Tablas 18 y 19.- Media de los dias de antelaciéon con los que los parametros reticulocitarios
adelantan el prendimiento mieloide, segin se reciba metotrexate como profilaxis del EICH,
y mismo estudio (unicamente con el IRF), pero estratificado segun la fuente de obtencién
de los progenitores.

También existen diferencias cuando analizamos aquellos pacientes que
reciben radioterapia en el acondicionamiento. Se observa que aquellos que no la
reciben presentan mas diferencia temporal entre el prendimiento eritroide y el
mieloide que aquellos otros que la reciben como parte del acondicionamiento,

alcanzandose significacion estadistica.
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Radioterapia No Radioterapia p
IRF 3,47 (-2-13) 4,88 (0-19) 0,016
MFI 3,80 (-2-12) 5,08 (0-22) 0,009
RETH 2,49 (-2-12) 4,46 (0-18) 0,004

Tabla 20.- Media de los dias de antelacion con los que los parametros reticulocitrios
adelantan el prendimiento mieloide, segun se reciba radioterapia en el acondicionamiento.

Si eliminamos de este estudio a aquellos pacientes que reciben los
progenitores de sangre de corddn umbilical -ninguno de ellos recibio RT en el

acondicionamiento-, observamos que la tendencia se mantiene.

Radioterapia No Radioterapia p
IRF 3,52 (-2-13) 4,00 (0-13) 0,346
MFI 3,86 (-2-12) 4,07 (0-12) 0,663
RETH 2,52 (-2-12) 3,30 (0-12) 0,263

Tabla 21.- Media de los dias de antelacién con los que los parametros reticulocitrios
adelantan el prendimiento mieloide, seguin se reciba radioterapia en el acondicionamiento,
no incluyéndose en el estudio los que reciben los progenitores de sangre de cordon
umbilical.

Existen, asimismo, diferencias cuando analizamos aquellos pacientes que
reciben en el injerto una cantidad de células CD34+ superior a la mediana del
estudio (3.1x10%kg), en ellos la diferencia temporal con la que los parametros
reticulocitarios predicen del prendimiento mieloide es mayor cuanto menos
cantidad de células CD34+ se infunden en el paciente, siendo estadisticamente

significativo con respecto al MFI.
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<3.1x10%kg CD34+ | >3.1x10%kg CD34+ p
IRF 4,47 (-2-19) 3,68 (-2-13) 0,145
MFI 4,91 (-2-22) 3,81 (-2-13) 0,037
RETH 2,84 (-2-18) 3,82 (-2-13) 0,148

Tabla 22.- Media de los dias de antelacion con los que los parametros reticulocitrios
adelantan el prendimiento mieloide, seguin el nUmero de progenitores infundidos.

Se observa que cuando existe incompatibilidad mayor ABO, el
prendimiento eritroide adelanta en 3,94-3,71-2,66 (MFI, IRF, RETH) dias de
media al mieloide y 4-4-3 de mediana. Cuando existe incompatibilidad menor lo
adelanta en 3,36, 3,53, 2,12 (MFI, IRF, RETH) dias de media y 3-3.5-3 de
mediana, mientras que cuando existe compatibilidad ABO lo hace en 4,69, 4,35, y
3,7 (MFI, IRF, RETH) dias de media y 4-4-4 de mediana, sin significacién

estadistica.

A continuacion se presentan los valores de p al analizar otras variables

clinicas que forman parte del estudio:

Valor de p MFI IRF RETH
Sexo 0,124 0,035 0,364
Edad 0,504 0,953 0,774
Estado enfermedad 0,910 0,576 0,720
Fiebre 0,716 0,571 0,577
Hemocultivos + 0,616 0,634 0,119
EICH 0,356 0,522 0,063
Tipo de donante 0,579 0,883 0,419

Tabla 23.- Valores de p al analizar la influencia de dichas variables en relacion a los dias
(media) con los que los distintos parametros reticulocitarios nos adelantan el prendimiento
mieloide.

- 110 -




Resultados

F.5.- PARAMETROS DE MADURACION RETICULOCITARIOS EN
PACIENTES CON FALLO DEL INJERTO.

Cuando estudiamos solamente los pacientes que alcanzaron
satisfactoriamente el prendimiento con una hematopoyesis derivada del donante,
es decir no incluyendo a aquellos que fallecieron antes de alcanzarlo o
presentaron fallo primario del injerto, se observa que la cifra de >500/ul neutréfilos
se alcanz6 antes del dia +26 en el 95,7% de los casos -de los 9 que no lo
alcanzaron, 8 recibieron los progenitores de sangre de cordén y 1 de médula
Osea-, mientras que el MFI >10 se alcanzé en el dia +23 en el 96.18% de los
casos -de los 8 pacientes que no lo alcanzaron, en 5 los progenitores se
obtuvieron de corddn, en 2 de médula y en 1 de sangre periférica-, y el IRF>10%
en el 95.7% de los pacientes -de los 9 casos que no lo alcanzaron, en 5 los
progenitores se obtuvieron de sangre de corddn, en 3 de médula y en 1 de sangre

periférica-.

Ademas, aquellos pacientes que no alcanzaron dicho valor de IRF en el dia
+23 estan predispuestos a presentar fallo del injerto. Si estudiamos estos datos en
base a la fuente de obtencién de los progenitores observamos que el 90% de los
que reciben el injerto procedente de medula 6sea alcanzan el IRF >10% el dia
+22 -siendo el 23.07% de los que no lo hacen (3/13) fallos del injerto, 3 primarios-,
mientras que el 90% de aquellos que los reciben de sangre periférica lo alcanzan
antes del dia +20 -el 80% (4/5) de los que no alcanzan el punto de corte para el
IRF son 3 casos de fallos primarios del injerto y 1 de fallo secundario- y para el
90% de los pacientes que reciben los progenitores de sangre de cordon umbilical
el IRF alcanza los puntos de corte en el dia +33 -siendo el 50% de los que no lo

hacen (2/4) fallos primario del injerto-.

Como ya se ha comentado, en nuestra serie, 11 pacientes, que suponen el

4.88% han presentado fallo del injerto, 8 primario (3.55%) y 3 secundario (1.33%).
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Los datos clinicos de estos pacientes estan recogidos en la tabla que aparece al
final de este apartado. En s6lo un caso de fallo primario del injerto los parametros
de maduracién reticulocitarios (MFI, IRF, RTEH) alcanzaron los puntos de corte
establecidos pero sin mantenerlos en el tiempo mas de 4 dias consecutivos. En el
resto de pacientes con fallo primario del injerto no existi6 ningun signo de
prendimiento eritrocitario en base a los parametros de maduracion reticulocitarios.
En uno de los tres pacientes que presentaron fallo secundario del injerto, ni el MFI
ni el IRF alcanzaron los valores establecidos como puntos de corte (>10 y >10%,
respectivamente). Se realizd una infusion de nuevos progenitores
hematopoyéticos de rescate en 8 pacientes, la procedencia de los mismos era
alogénica en 6 casos y en los 2 restantes autdloga, con restauracion
hematopoyética satisfactoria en 4 casos, que se presentan, mas detalladamente,

a continuacion.

El primero de ellos fue una mujer de 42 afos diagnosticada de leucemia
mieloide crdnica, que recibid un Alo-TPH con progenitores procedentes de médula
0sea de un donante no emparentado HLA idéntico. Recibié una infusién de
2.5x10%kg CD34+, tras haber sido acondicionada con irradiacion total
hiperfraccionada y ciclofosfamida y recibiendo como profilaxis de EICH
ciclosporina y metotrexate en pauta corta. La paciente presentd un incremento en
valores de los parametros de maduracion reticulocitaria sin alcanzar los puntos de
corte establecidos en el dia +14 y mantenido durante 3 dias, en el dia +17
alcanzé unas cifras de neutrofilos de 230/ul. Posteriormente a partir de este dia no
consiguid mantener los valores de los parametros reticulocitarios descendiendo
los neutrdfilos a cifras inferiores a 10/ul. Recibid un injerto autdlogo de
progenitores, con 1.37x10” células mononucleares/kg, en el dia +33 con

prendimiento hematopoyético y resolucion del cuadro febril.

El segundo paciente fue una nifia de 16 meses de edad diagnosticada de
leucemia linfoblastica aguda. Fue sometida a un Alo-TPH con progenitores
procedentes de médula d6sea de un donante no emparentado HLA-idéntico,

recibiendo una infusién con 3.15x10%Kg células CD34+. Acondicionada con
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busulfan+ciclofosfamida+etopdxido, recibié profilaxis de EICH con ciclosporina y
metotrexate en pauta corta. En el dia +18 MFI, RETH e IRF alcanzaros sus
puntos de corte mientras que las cifras de neutréfilos superaron los 500/ul en el
dia +23. Dos dias después (+25) los neutréfilos descendieron progresivamente
hasta niveles indetectables, al igual que los parametros reticulocitarios. Ante la
presencia de fallo secundario del injerto, en el dia +49 recibi6 una segunda
infusién procedente del mismo donante (3.15x10%kg CD34+) tras la
administracién de globulina antitimocitica y ciclofosfamida, con recuperacién
hematopoyética derivada del donante, alcanzando el prendimiento mieloide en el
dia +21 tras esta segunda infusién, detectandose 3 dias antes de ese jornada el

prendimiento eritroide en base a los parametros de maduracion reticulocitarios.

El tercer caso es un paciente varon de 46 afnos de edad que habia sido
sometido previamente en el afio 2002 a un Alo-TPH con progenitores obtenidos
de médula de donante emparentado HLA-idéntico por Leucemia Mieloide Cronica.
Posteriormente presentd recaida de su patologia de base, siendo tratado con
infusiones de linfocitos del donante e imatinib mesilato. En Diciembre de 2007 se
detecta la aparicion de un Sindrome Mielodisplasico (Anemia Refractaria con
Exceso de Blastos tipo 1), por lo que se realiza un Alo-TPH con progenitores
procedentes de sangre periférica de donante emparentado HLA-idéntico en un
nuamero de 7.84x106/kg, recibe acondicionamiento no mieloablativo con
fludarabina y busulfan y la profilaxis de EICH la realiza con ciclosporina y mofetil
micofenolato. En el dia +21 el MFI, RETH y IRF superan los puntos de corte
establecidos durante dos dias, cayendo posteriormente por debajo de los mismos
no volviendo a superarlos, excepto el dia +30 de forma aislada. Los recuentos de
neutrofilos y monocitos se mantuvieron siempre por debajo de 100/uL. En el dia
+34 se infunden de nuevo 6.52x10°%kg células CD34+ procedentes de sangre
periférica del mismo donante tras acondicionamiento con fludarabina, en el dia +7
el RETH y el IRF superan los puntos de corte y en el dia +9 lo hace el MFI.
Posteriormente, en el dia +12, presenta por vez primera >500/uL neutréfilos en

sangre periférica, confirmandose el prendimiento mediante técnicas de biologia

-113 -



molecular que muestran la presencia de un quimerismo completo a expensas del

donante.

El cuarto caso se trata de una paciente de 4 afos de edad sometida a un
Alo-TPH por Leucemia Mieloblastica Aguda con progenitores procedentes de
sangre de corddén umbilical de un paciente HLA-idéntico, infundiéndose un total de
0.24x10%kg células CD34+, tras ser acondicionada con
thiotepa+fludarabina+busulfan+ATG y recibir ciclosporina y mofetil micofenolato
como profilaxis de la EICH. En el dia +31 presenta quimera mixta del 29.7% en
médula 6sea y en el dia +44 se detecta prendimiento eritropoyético en base al
MFI, RETH e IRF, pero mantenidos durante 2 dias consecutivos en niveles
levemente superiores a los puntos de corte establecidos. En el dia +49 se alcanza
el recuento mas alto de neutrdfilos, 220/uL en sangre periférica descendiendo al
dia siguiente a cifras inferiores a 50/uL. En ningun momento los monocitos han
superado los 100/pL. Ya en el dia +47 los parametros reticulocitarios estan por
debajo de sus puntos de corte, encontrandose la paciente en quimera mixta del
80% en médula dsea, por lo que se decide rescate con progenitores autdlogos
que se infunden el dia +56, produciéndose prendimiento hematopoyético en el dia

+16 tras esta segunda infusion.
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Edad Diagnéstico Donante Fuente de CD34 Fallo del Tipo Diade Resultado
Progenitores x106lKg injerto de la
infundidas rescate infusién

42 LMC NE MO 2,5 Primario Auto +36 Vivo
45 LMC El MO 1,63 Primario Alo +44 Muerte
34 LLA NE MO 2,20 Primario Alo +40 Muerte
12 Fanconi NE SP 1,85 Primario No No Muerte
21 LLA NE-mis SCuU ,10 Primario No No Muerte
46 SMD El SP 7.84 Primario Alo +34 Muerte
31 Hodgkin NE-mis SP 1.98 Primario No No Muerte
4 LMA NE SCuU 0.24 Primario Auto +50 Vivo
33 LMC NE MO 1.58 Secundario Alo +75 Muerte
1 LLA NE MO 3.15 Secundario Alo +49 Vivo
29 LLA NE SP 4,66 Secundario Alo +43 Muerte

Tabla 24.- Tabla resumen con los datos mas destacables de los pacientes con fallo del
injerto primario y secundario.

LMC: Leucemia Mieloide Crénica. LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda. LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda. SMD:
Sindrome Mielodisplasico. Fanconi: Anemia de Fanconi. El: Emparentado HLA-idéntico. NE: No emparentado HLA-
idéntico. NE-mis: No emparentado HLA-no idéntico. MO: médula 6sea. SP: sangre periférica. SCU: sangre de
cordén umbilical.
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F.- DISCUSION

En este estudio, constituido por una amplia serie de 225 pacientes,
sometidos de forma consecutiva a trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (Alo-TPH), se demuestra que el andlisis de una serie de
parametros reticulocitarios, durante el post-trasplante inmediato, proporciona una
informacion muy util, desde el punto de vista clinico, para el manejo de dichos
pacientes. En el estudio, se ha objetivado que, practicamente, en todos los
pacientes que alcanzan satisfactoriamente el prendimiento mieloide (neutréfilos
>500/ul), éste puede ser predicho con una media de cuatro dias de antelacién en
base a los parametros de maduracion reticulocitarios —fraccion reticulociaria
inmadura (IRF), indice de fluorescencia media (MFI) y reticulocitos de alta

fluorescencia (RETH)- segun los puntos de corte establecidos para estos.

Ademas, estos hallazgos, pueden ser aplicados con independencia del tipo
de donante y de la fuente de la que se obtengan los progenitores
hematopoyéticos. Incluso, si se objetivase la presencia en sangre periférica de
>100/ul neutréfilos como indicador del prendimiento mieloide, los tres parametros
alcanzan los puntos de corte con antelacidon, con significacién estadistica en dos
de ellos, el IRF y el MFI.

Ya ha sido demostrado en series cortas de pacientes que tanto el MFI
como el IRF, son parametros con capacidad para adelantarnos en el tiempo el
futuro prendimiento mieloide tras tratamiento intensivo de quimioterapia o
trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (Auto-TPH), sin embargo las
series publicadas tienen un escaso numero de pacientes y en la gran mayoria de
ellas el estudio se ha realizado en Auto-TPH, utilizando puntos de corte
establecidos por otros autores siendo, ademas, muchas de ellas con caracter

retrospectivo.
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Por otro lado, en el Alo-TPH la neutropenia que se origina es mas
prolongada en el tiempo que en el Auto-TPH, efecto al que se suma el uso de
agentes inmunosupresores, siendo ademas -debido a estos circunstancias, y a
otras resefables, como la utilizacion de donantes no emparentados o la infusion
en determinados pacientes, de una escasa cantidad de células CD34+, como
ocurre en los que reciben los progenitores procedentes de sangre de corddn
umbilical- el Alo-TPH un procedimiento en el que el riesgo de fallo del injerto es
mayor, lo que hace que la utilizacion de estos parametros reticulocitarios aumente
su interés, sobre todo, a la hora de adelantar decisiones clinicas ante
complicaciones que supongan un riesgo para la vida del paciente, como el tipo de
profilaxis o tratamiento antiinfeccioso o la planificacion de una infusién de
progenitores hematopoyéticos de rescate si se sospecha un posible fallo del
injerto. Sin embargo, las series publicadas de Alo-TPH no son concluyentes
debido al escaso numero de pacientes incluidos y la imposibilidad de estudiar

diversas variables clinicas, que identifiquen el riesgo individual de cada paciente.

Hasta ahora, uno de los principales problemas en la utilizacion de estos
parametros reticulocitarios habia sido la estandarizacion de los distintos puntos de
corte establecidos para cada parametro, es decir, la falta de uniformidad a la hora
de decidir lo que se entiende por prendimiento eritroide. EI RETH fue el primer
parametro utilizado, siendo sustituido posteriormente por el IRF y el MFI. Para
nuestro estudio, se defini6 con anterioridad en una serie de 60 pacientes
sometidos a Auto-TPH y Alo-TPH los puntos de corte para cuatro parametros, en
base al cuartil 25 para cada uno de ellos, del dia en el que se producia el
prendimiento mieloide. Estos puntos de corte, han sido utilizados, por tanto de

forma prospectiva en esta serie de pacientes.
Incluso recientemente, un nuevo trabajo aborda la utilidad de otro

parametro, denominado IRF-doubling time (el tiempo que tarda el IRF en doblar el

nadir) en una larga serie de pacientes sometidos a Auto-TPH, sin embargo, en

-120 -



Discusion

nuestros resultados, dicho parametro no tienen gran utilidad, ya que mas de la
mitad de los pacientes, concretamente el 54.54%, alcanzan un IRF de 0 a lo largo
del procedimiento, y bien es sabido que dicha cantidad no se puede doblar, por lo
que, segun nuestros datos, su importancia es relativa y no extrapolable a Alo-
TPH.

En la serie inicial se defini6 también otro parametro de maduracién
reticulocitario, el volumen reticulocitario medio (VRM), sin embargo en esta serie
mas amplia, se ha observado, que 83 pacientes (39.7%) no han alcanzado el
punto de corte establecido, y en el resto el adelanto con respecto al prendimiento
mieloide es menor de 2 dias, por lo que dicho parametro ha sido eliminado en
sucesivos analisis. Sin embargo se ha observado en este estudio diferentes
comportamientos del VRM segun la edad, el diagnéstico y la fuente de

progenitores.

Como se esperaba, diversos factores clinicos tienen influencia en el
prendimiento eritroide, en relacion a los parametros reticulocitarios estudiados, asi
como en el prendimiento mieloide. Este analisis de factores clinicos no habia sido

realizado de forma exhaustiva con anterioridad en ningun estudio.

En este trabajo, hemos utilizado para ello uno de los parametros de
maduracién reticulocitario, concretamente el IRF, por diversas razones; es un
parametro en el que el punto de corte establecido ha sido superado por todos los
pacientes -excepto 3-, en contraposicion al RETH, que no ha sido alcanzado por
15 pacientes en el estudio, ademas nos mide porcentaje de reticulocitos y no
unicamente fluorescencia como ocurre con el MFI, por otro lado el medir
reticulocitos de alta y media fluorescencia, nos indica, con mayor precision, la
presencia de reticulocitos inmaduros en sangre periférica, con independencia del
mayor o menor grado de inmadurez. Sin embargo, para la utilizacion del IRF en el

analisis univariante y multivariante de los factores clinicos que influyen en el
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prendimiento eritroide, demostrando con anterioridad que existe correlacion entre

este parametro y los otros dos -MF| y RETH- que forman parte del estudio.

Hemos, por tanto, comprobado cémo la utilizacién de fuentes alternativas a
la médula ésea, para la obtencion de los progenitores, influyen de manera
decisiva en el prendimiento, de esta forma, segun los datos proporcionados,
cuando los progenitores se reciben de sangre periférica, el prendimiento se
adelante varios dias en el tiempo, mientras que cuando es la sangre de corddn
umbilical la utilizada, se observa un retraso en el mismo, alcanzandose
significaciéon estadistica, observandose asimismo, que la utilizacion de una mayor
cantidad de células CD34+, facilita un prendimiento temprano en relacién a la
infusion de un menor numero de dichas células, objetivandose, aunque sin
significacidon estadistica, este hecho al analizarlas por separado en cada una de

las fuentes.

Otra de las variables clinicas que tiene impacto en el prendimiento es el
tipo de acondicionamiento que recibe el receptor. Segun nuestros resultados, se
observa que la presencia de un acondicionamiento ablativo retrasa el
prendimiento eritroide y mieloide. Esta circunstancia es debida, probablemente, a
la mayor destruccion del microambiente medular que se produce con
acondicionamientos ablativos, que ademas conllevan una gran inmunodepresion
del receptor, por lo que mientras que lo primero favorece el fallo del injerto, lo
segundo favorece el prendimiento. Ademas el dafno en el microambiente es
mayor, por el ya acumulado, en aquellos pacientes que han recibido previamente

ciclos de quimioterapia/radioterapia.

Otro parametro clinico que influye en el prendimiento es la edad, en contra
de lo observado generalmente en la clinica, en base a estos resultados, el
prendimiento en los pacientes adultos (=214 afos) es significativamente anterior a
los pediatricos (<14 afos), sin embargo esta circunstancia es debida a la

utilizacion en un mayor porcentaje de pacientes adultos -concretamente el 20.45%
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respecto al 4.08% en nifios- de un acondicionamiento de intensidad reducida.
Cuando se estratifica en base a este criterio, se pierde la significacién, y se
observa, en los ablativos, que el prendimiento en los pacientes pediatricos es
anterior, aunque sin significacién estadistica, que en los pacientes adultos, debido

al mayor numero de células CD34+ infundidas y la plasticidad tisular.

Ademas, otra variable cuya influencia resulta manifiesta en el prendimiento
eritroide es el tipo de donante utilizado, para este estudio se han realizado dos
grupos de pacientes, en el primero se han incluido aquellos que han recibido los
progenitores de un donante emparentado HLA-idéntico, y en el segundo el resto -
es decir no emparentados y emparentados HLA-no idénticos-. Se observa, en
base a estos datos, que el prendimiento en los HLA-idénticos es
significativamente anterior en el tiempo que en el otro grupo de pacientes, debido
en gran parte a la presencia de menos interacciones inmunolégicas entre donante

y receptor.

De entre las variables que no han presentado significacion, destaca la
compatibilidad ABO, se ha observado que no existe diferencias en cuanto al
prendimiento basado en los parametros reticulocitarios, por lo que la
incompatibilidad mayor ABO no retrasa el prendimiento eritroide inmediato, sin
embargo los dos casos de pacientes que alcanzaron satisfactoriamente el
prendimiento mieloide sin ningun dato anterior ni posterior de prendimiento
eritroide, eran Alo-TPH con incompatilidad mayor ABO. Ademas, de los 8
pacientes en los que el prendimiento eritroide fue posterior al mieloide, 3 de ellos
(37.5%) presentaban incompatibilidad mayor ABO, 3 (37.5) eran ABO compatibles
y 2 (25%) presentaban incompatilidad menor ABO.

Por dultimo, respecto a este apartado, destacar que en el analisis
multivariante, la presencia del tipo de acondicionamiento mantiene la significacion
estadistica, lo que indica que a igualdad del resto de variables, la presencia de un

acondicionamiento ablativo retrasa el prendimiento eritroide (3.7 veces). También
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en el analisis multivariante se observa como el tipo de fuente influye, a igualdad
del resto de variables, en el prendimiento eritroide, de esta forma, aquellos
pacientes que reciben los progenitores de sangre periférica alcanzan un
prendimiento anterior que aquellos que lo hacen de médula 6sea, mientras que
los que los reciben de sangre de cordon umbilical, tienen un prendimiento

posterior a los que lo hacen de médula.

Por otro lado, en este estudio hemos realizado un analisis novedoso, como
es el periodo de tiempo con el que los parametros reticulocitarios adelantan el
prendimiento mieloide en determinados grupos de pacientes segun distintas
variables clinicas. De forma global, en la serie, se ha observado que el
prendimiento eritroide se produce unos 4 dias antes que el mieloide -en base al
IRF y el MFI- y unos 3,5 dias segun el RETH, manteniéndose estas cifras cuando
se estratifica en base al tipo de donante. Asimismo, se concluye que, de las
distintas variables clinicas estudiadas, algunas de ellas no tienen impacto en los
dias con los que los parametros reticulocitarios nos adelantan el prendimiento

mieloide, sin embargo, otras si tienen influencia significativa en este estudio.

La mas importante es la fuente de la que se obtienen los progenitores
hematopoyéticos, cuando se extraen de médula 6sea, el tiempo con el que
predicen el prendimiento mieloide es inferior a 4 dias, mientras que cuando lo
hacen de sangre periférica es ligeramente superior a 4 dias, sin embargo, cuando
se analizan unicamente aquellos que recibieron un acondicionamiento
mieloablativo, se ve que si se reciben los progenitores de sangre periférica el
tiempo con el que se predice el prendimiento mieloide es minimamente inferior a
cuando lo hacen de médula ésea, esta diferencia se debe a que en los pacientes
que reciben un Alo-TPH-AIR la diferencia con la que predecimos el prendimiento

mieoide es mayor que en aquellos que reciben un Alo-TPH convencional.
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No obstante, el dato de mayor importancia, se encuentra en los pacientes
que reciben los progenitores de sangre de cordén umbilical, en ellos se observa,
que casi con una semana de antelacién los parametros de maduracion
reticulocitaria nos predicen el prendimiento mieloide. Por lo que de forma general,
se puede objetivar que cuanto mayor es la cantidad de progenitores infundidos en
el receptor, menor es la diferencia temporal con la que somos capaces de
predecir el prendimiento mieloide en relacion a los parametros reticulocitarios,
dato que se confirma al estudiar, en base a la mediana (3.1x10%kg CD34+),
aquellos pacientes que con independencia de la fuente, reciben una cantidad de

progenitores inferior o superior a la misma.

Esta novedosa informacion es de suma importancia, ya que, el Alo-TPH
con progenitores obtenidos de sangre de corddn umbilical, es un procedimiento
con una elevada tasa de fallo del injerto y con un periodo de citopenia prolongado
en el tiempo, por lo que la aparicion de cuadros infecciosos es muy frecuente,
poniendo ambas complicaciones en riesgo la vida del paciente. Por esto,
generalmente, si en el dia +28 no existen datos de prendimiento mieloide, es
necesario, tras estudios de quimerismo, poner en marcha los mecanismos
logisticos, para la obtencién de nuevos progenitores con los que realizar una

segunda infusién de rescate.

Con los datos aportados en este estudio, la toma de decisiones se puede
adelantar en el tiempo, ya que si alrededor del dia +22 no existen datos de
prendimiento eritroide, sabemos que en el dia +28 no se alcanzara el
prendimiento mieloide, y se puede comenzar la activacion de los mecanismos
reseflados, previo estudio del quimerismo. Pero, si entre los dias 23-28 existe
prendimiento eritroide, en base a los parametros utilizados, no alcanzandose el
mieloide en el dia +28, es conveniente esperar varias fechas, a que este se
produzca. Por otro lado, si en el dia +28 no hay datos de prendimiento eritroide,
debemos iniciar el proceso para asegurar una segunda infusién, ya que sabemos

que hasta el dia +35 no se alcanzara prendimiento mieloide, y sobre todo que las
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posibilidades de que el paciente haya desarrollado un fallo del injerto son muy

altas.

Similar situacion se puede adoptar, en relacién a una posible patologia
infecciosa que requiera un determinado tipo de tratamiento, como la infusién de

granulocitos, en base a la futura recuperaciéon mieloide.

La utilizacién de metotrexate (MTX) en pauta corta (15 mg/m?dia +1 y 10
mg/m?/dias +3, +6 y +11) como profilaxis de la EICH, acorta significativamente el
tiempo con el que somos capaces de predecir el prendimiento mieloide, con
independencia de la fuente utilizada, esto es debido, probablemente a que la
utilizacion de MTX elimina células progenitoras en division en estos primeros dias
tras el Alo-TPH, siendo las relacionadas con la serie roja, las primeras en
manifestarse en la médula ésea, por lo que afectaria principalmente a las mismas,
retrasando su capacidad de proliferacién y su salida al torrente circulatorio,
acortando de esta forma la diferencia temporal que existe entre el prendimiento

eritroide y mieloide.

La utilizacion de radioterapia, disminuye significativamente el tiempo con el
que predecimos, con estos parametros reticulocitarios, el prendimiento mieloide.
Este hecho se basa, de forma manifiesta, en los Alo-TPH de corddén umbilical que
reciben el acondicionamiento sin radioterapia, sin embargo, cuando se eliminan
del estudio, en el resto de pacientes se mantiene esta tendencia aunque sin
alcanzar significacion. Esto es debido no sdlo a la inmunosupresion que genera la
radioterapia, sino también y en mayor medida a la destruccion del microambiente
medular que ocasiona en relacién a otros acondicionamientos quimioterapicos

que incluyen otros agentes inmunosupresores como el busulfan.
En nuestro servicio, hemos adoptado en la practica clinica diaria el estudio

de estos parametros de maduracion reticulocitaria en los pacientes que se

someten a un Alo-TPH. Segun nuestros resultados, los pacientes que reciben los
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progenitores de un donante emparentado HLA-idéntico o bien de médula ésea,
deben superar los puntos de corte establecidos para el MF| y el IRF antes del dia
+21, asi como aquellos no emparentados que deben alcanzar dichos puntos de
corte en ese mismo dia. Por ultimo, en los pacientes que reciben los progenitores
de sangre de corddn umbilical, si en el dia +28 no han alcanzado el prendimiento
eritroide, en base a los parametros resefados, deben ponerse en marcha, tras el
estudio de quimerismo, los mecanismos logisticos para la solicitud de un injerto
alternativo, alogénico o autdlogo, segun la disponibilidad. De todas forma, es
necesario conocer que el fallo del injerto ocurre en aproximadamente un 5% de
los pacientes que se someten a este complejo proceso terapéutico, por lo que la
utilizacion de esta técnica, en caso de no poder aplicarse rutinariamente, si
deberia, al menos, valorarse en determinados tipos de Alo-TPH, como los de
sangre de cordon umbilical, los no emparentados, los HLA no idénticos o aquellos
pacientes que han recibido previamente varios ciclos de quimioterapia intensiva, o

no son trasplantados en primera remision completa .
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Conclusiones

G.- CONCLUSIONES

1.- La aparicion de reticulocitos en sangre periférica, derivados de la
eritropoyeis del donante, es anterior a la aparicion de neutréfilos. En este sentido,
el estudio de tres parametros de maduracion reticulocitaria -fraccion reticulocitaria
imadura (IRF), indice de fluorescencia media (MFI) y reticulocitos de alta
fluorescencia (RETH)- son indicadores de prendimiento mieloide tras un

trasplante alogénico de progenitores hematopoyeéticos.

2.- Determinados factores clinicos, como la fuente de progenitores
utilizada, el tipo de donante, la cantidad de células CD34+ infundidas vy el tipo de
acondicionamiento influyen en el prendimiento eritroide, siendo este ultimo factor
independiente. La incompatibilidad ABO no tiene ninguna influencia en el

prendimiento eritroide inmediato.

3.- En aquellos pacientes que reciben los progenitores de sangre de cordon
umbilical el tiempo con el que los parametros reticulocitarios predicen el
prendimiento mieloide es de casi una semana, mientras que si los reciben de
meédula 6sea o sangre periférica el espacio de tiempo es de unos 4.5 y 4 dias,
respectivamente. Estos datos, permiten adelantar en varios dias la toma de
decisiones en los pacientes en los que exista alguna complicacion vital, o bien
facilitar la puesta en marcha de mecanismos logisticos para valorar una segunda
infusion de progenitores. De forma generalizada, cuanto menos cantidad de
progenitores presente el injerto, mayor es la diferencia temporal con la que se

puede predecir el prendimiento mieloide, en base a los parametros reticulocitarios.
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4.- Los pacientes mas susceptibles de presentar fallo primario del injerto, como
son aquellos que reciben los progenitores procedentes de sangre de corddn
umbilical, los no emparentados o los HLA no idénticos, son los que mas se

beneficiarian de la aplicacidn rutinaria de esta técnica.
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