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ABREVIATURAS

1RC: Primera remision completa.

2RC: Segunda remision completa.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ALO: Alogénico.

BuCy: Busulfan + Ciclofosfamida.

CDs: células dendriticas.

CsA: Ciclosporina.

CTLs: Linfocito T citotoxicos.

Cy: Ciclofosfamida.

D+: Donante que expresa GSTM1 o GSTT1.

D-: Donante que no expresa GSTM1 o GSTT1.
DE: Donante no emparentado.

DnE: Donante no emparentado.

EICR: Enfermedad injerto contra receptor.
EICRag: Enfermedad injerto contra receptor aguda.
EICT: Enfermedad injerto contra tumor.

FISH: Hibridacion por fluorencia in situ.

Fl: Fallo implante.

G-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas.
GST: Glutation s transferasa.

ICT: Irradiacion corporal total.

IFN gama: Interferéon gama.

INV: Inversion.

LA: Leucemia aguda.

LLA: Leucemia linfoblastica aguda.

LMA: leucemia mieloblastica aguda.

mHH: Antigeno menor de histocompatibilidad.
MTX: Metotrexato.

NR: No remision.

PHP: Precursores hematopoyéticos.

R+: Receptor que expresa GSTM1 o GSTT1.

R-: Receptor que no expresa GSTM1 o GSTT1.
RCP-TI: Transcriptasa reversa.

RFLPs: Fragmentos de restriccion de longitud variable.
SCU: Sangre de cordon umbilical.

SG: Supervivencia global.

SHC: sistema histocompatibilidad.

SLE: Supervivencia libre de enfermedad.

SNP: Polimorfismo de nucleétido Unico

SSCP: Single strand conformation polymorphism
STRs: Repeticiones en tandem de secuencias cortas.



TIR: Terapia de intensidad reducida.

TPH: Trasplante de precursores hematopoyéticos.
TRM: Mortalidad relacionada con el trasplante.
VNTR: Repeticiones en tandem de numero variable.
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La glutation S transferasa (GSTs) es una familia de enzimas que consiste en
numerosas proteinas citosélicas, mitocondriales y microsomales, las cuales son
capaces de generar reacciones multiples con sustratos enddgenos y xenobiotico.
Catalizan la conjugacion del glutation reducido a los centros de electrofilica a
través del grupo sulfhidrico en una amplia variedad de sustratos. Las toxinas se
unen a las GSTs, funcionan como las proteinas de transporte, desintoxicar
compuestos enddgenos, tales como los lipidos peroxidados y desactivar los
productos finales endogeno formados como metabolitos secundarios durante el

estrés oxidativo [1].

La conjugacion con glutation puede tener lugar con un amplio grupo de sustratos,
que frecuentemente tienen un grupo reactivo. Es la reaccion mayoritaria de
desintoxicacion para especies reactivas o electroéfilas. La enzima que cataliza esta
reaccion es la glutation S transferasas, localizada en la fraccion soluble (XBs) y en
la fraccion microsomal. La GSTs muestra muchas formas isoenzimaticas, ademas
de polimorfismos genéticos y es inducible por los xenobidtico. Su actividad se
relaciona con los mecanismos de resistencia a toxicos, que se asocian con
incrementos de la actividad enzimatica, la cual es inducida por farmacos como

pueden serlos las dioxinas, los glucocorticoides y también los antioxidantes.

En la actualidad, se han identificado en los mamiferos ocho clases distintas de
glutation S transferasas: alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta, pero en
los seres humanos solo se han identificado 7 subclases de esta familia, las
siguientes son: alfa (a), mu (M), pi (P), theta (T) sigma, omega y zeta (Z). Cada

subclase abarca varios genes con sus isoenzimas respectivas [2].

Las enzimas de la familia GST presumiblemente han surgido de un gen Unico y
comun antepasado, su especificidad de sustrato y su diversidad se han reformado
por duplicaciéon de genes, genes de recombinacion y por acumulacion de

mutaciones.

Las subclases P, Ty M son las mas estudiadas y a su vez a las que mayor relevancia

clinica se les ha adjudicado [1,2].
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I.1. POLIMORFISMOS EN FAMILIA GST

I.1.1. Subclase M (mu)

La subfamilia GSTM esta codificada por un gen de 100 kb dividido en 1p13.3,
dispuestos como 50-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3-30 [Figura 1]. La
supresion del gen GSTM1, GSTM1 * 0, afecta con frecuencia a ambos alelos,
resultando un genotipo nulo llamado GSTM1 K / K. En un meta-analisis de 30
estudios en el que participaron mas de 10.000 personas, se identifico un 53% de
GSTM1 alelo nulo en la raza blanca (con un 42-62% del rango inter individual). La
frecuencia del genotipo GSTM1 K / K fue similar en los asiaticos pero mas baja en

los afro-americanos, el 27% (16-36%).

El analisis molecular detallado de la agrupacion génica GSTM revelé que el gen
GSTM1 esta flanqueado por dos regiones casi idénticas de 4,2 kb [Figura 1]. La
deleccion de este gen es de 16-kb, la cual esta causada por una recombinacion

homologa, en las que estan involucrados ambas regiones idénticas.

A pesar de las extensas regiones homologas adyacentes la deleccion de este gen
no afecta al resto de las estructuras, quedando intactas las regiones génicas

correspondientes a las isoformas M2, M5 y M6 [3].

Estas supresiones, resultado de la virtual ausencia de actividad enzimatica en
individuos con delecciones (genotipo nulo), se ha asociado con el riesgo de
alteracion de una variedad de patologias como el cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades respiratorias [4]. Diversos polimorfismos en las
GST también han sido asociados con problemas oftalmologicos como cataratas y la

degeneracion macular senil [5-6].
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También se produce en el gen GSTM1 un polimorfismo de nucledtido Unico (SNP)
de cambio de sentido, en el nucledtido 534 G / C (172 Lisina / Asparagina)
correspondiente a GST M1 *A y GST M1 *B respectivamente, lo que no parece

afectar a la funcion de la enzima.

El analisis de las otras isoformas de la familia GST muestran una homologia
extensa. Por ejemplo, el exdon 8 del gen GSTM2 y el exdn 8 del gen GSTMT1

presentan mas de un 99% de similitud, teniendo 583 nucleédtidos idénticos.

El GSTM3 es considerablemente mas corto que las otras isoformas, orientadas en
el gen en direccion 3 prima 5 prima. En el gen GSTM3, el GSTM3 * (wild type) y
GSTM3 * alelos variante B, difieren entre si por una delecion de 3 pb en el intron
6, que resulta en la generacion de una secuencia de reconocimiento para el factor

de transcripcion YY1 [6,7].

La isoforma GSTM4 comparte la misma identidad de aminoacidos con GSTM1
(87%), GSTM2 (83%) y GSTM3 (70%).

Varias lineas de investigacion sugieren que GSTT1 y/o GSTM1 desempenan un
papel en la desactivacion de las especies de oxigeno reactivo que pueden estar
involucrados en los procesos celulares de la inflamacion, el envejecimiento y
enfermedades degenerativas [7]. Estas isoformas son especialmente importante
en la desactivacion de los intermediarios cancerigeno de los hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

El aleo nulo GSTM1 aparece también asociado con un incremento modesto en el
riesgo de desarrollar cancer de vejiga pudiendo corresponder al acumulo de

carcindgenos en el epitelio vesical y la imposibilidad de que esta enzima actue

[7].
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Figura. 1. El gen GSTM1 es parte del cluster de genes GST Mu-clase en 1p13.3, GSTM4 GSTM2-GSTM1-GSTM5-
GSTM3 (parte superior del diagrama). El gen GSTM1 (cuadro negro) se compone de 8 exones, que varian en
tamano desde 36 hasta 112pb, mientras que los intrones varian 87 a 2641 pb. GSTM1 se incrusta en una
region con amplia homologias y flanqueado por dos regiones de 4,2 kb casi idénticas (gris cajas). El alelo nulo
GSTM1 surge por recombinacién homologa de la izquierda y la derecha de 4,2 kb, lo que resulta en una
delecion de 16kb que contiene todo el gen GSTM1 (parte inferior del diagrama). El punto de supresion no

puede ser localizado con precision debido a gran cantidad de secuencias repetitivas entre ambas region [7].

1.1.2. Subclase T (theta)

Esta subfamilia consta de dos genes, GSTT1 y GSTT2, que se encuentran en

22q11.2 y separados por unos 50 kb [Figura 2].

Ambos genes tienen cinco exones con idénticos intrén / exon fronteras, pero que

comparten solo el 55% de identidad de aminoacidos.

Aproximadamente el 20% de los caucasicos son homocigotos para un alelo nulo
GSTT1, GSTT1 * 0.

La deleccidon del gen GSTT1 no incluye la del GSTT2. El analisis de una seccion de

119-kb que contiene el GSTT1 y GSTT2 reveld una extensa homologia.

Al igual que el GSTM1 * 0, la supresion GSTT1 * O probablemente se deba a una

recombinacion homologa [8].



Esta altamente conservada durante la evolucion y juega un papel importante en
la biotransformacion de fase Il de un nimero de farmacos y productos quimicos
industriales, por ejemplo: citostaticos, los hidrocarburos y derivados halogenados

de hidrocarburos [8].
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Figura. 2. El gen GSTT1 es parte del cluster de genes GST Theta-clase en 22q11.2 (parte superior del diagrama).
GSTT1 y GSTT2 estan separados por aproximadamente 50 kb. GSTT2 se encuentra cara a cara con un gen que
codifica la D tautomerase dopachrome (DDCT). El GSTT2 y DDCT genes se han duplicado en una repeticion
invertida. El gen GSTT1 (cuadro negro) consta de cinco exones, que varian en tamaino desde 88 hasta 195 pb,
mientras que los intrones varian desde 205 hasta 2363 pb. El gen GSTT1 se incrusta en una region con amplia
homologias y flanqueado por dos regiones de 18 kb, HA3 y HA5 (cuadros grises), que tienen mas del 90% de
homologia. El alelo nulo GSTT1 surge por recombinacion homoéloga de la izquierda y la derecha repite 403 pb, lo
que resulta en una delecion de 54 kb que contiene el gen GSTT1 completo (parte inferior del diagrama) [8].
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I.1.3. Subclase P (pi)

El gen GSTP1 se encuentra en el 1113, es de 2,8 kb de longitud y contiene siete
exones la cual codifica una proteina de 209 aminoacidos. GSTP1 se expresa en

muchos tejidos incluyendo en el tejido mamario, donde es la GST predominante.

Varios polimorfismos de Unico nucledtido se han descrito en el gen GSTP1. La
sustitucion de estos aminoacidos se ha visto que afecta la especificidad del

sustrato en la union enzimatica [9].

.2. ALTERACIONES DE LAS GST Y SU RELACION CLINICA

La familia de las isoenzimas GST tienen afinidades de union relativamente baja a
substratos especificos, y por otro lado, reconocen y / o desintoxican una amplia
gama de sustratos. El mecanismo por el cual GST puede modular la resistencia a
los quimioterapicos sigue siendo aun una cuestion de debate. El principal
mecanismo propuesto es la conjugacion con el glutation. Otros estudios proponen
nuevas posibilidades, como la participacion en la union de drogas en la salida de

la célula.

.2.1. Farmacos

La presencia de algin alelo nulo en las GST también puede conferir resistencia a

los agentes de quimioterapia utilizados en la actualidad para tratar el cancer.

Sin embargo, en contraste con el papel de las GST en la carcinogénesis del medio
ambiente, los genotipos GST con menor actividad de la enzima puede ser una

ventaja para los individuos sometidos a tratamiento quimioterapico, porque

reduce la desintoxicacion y potencialmente aumentaria la eficacia de los

medicamentos citotoxicos [9,10].
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Medicamentos contra el cancer que se ha demostrado que sean sustratos para GST

son, por ejemplo, el Clorambucil, Melfalan, Ciclofosfamida, Esteroides, etc.

Existe evidencia también de un papel de las GST en la modulacion de los efectos
de drogas mediante la inactivacion de los hidroperdxidos generados por diferentes

farmacos como lo son la Adriamicina, Mitomicina C, Carboplatino y Cisplatino [10].

I.2.2. Neoplasias

Diversos estudios han sugerido una asociacion entre el genotipo nulo GSTM1 y un
mayor riesgo para desarrollar diversos canceres relacionados con el uso del
tabaco. Un metaanalisis sobre 12 trabajos de casos controles sobre el riesgo de
cancer de pulmon y el estado de portador GSTM1 clasificd el genotipo nulo GSTM1
como factor de riesgo independiente de caracteristicas moderado para todos los

subtipos histoldgicos de cancer pulmonar [11].

En pacientes con cancer de mama la delecion del gen GSTM1 o el GSTT1 ha sido
relacionada con una mayor supervivencia y menor incidencia en las recaidas de la

enfermedad principalmente cuando ambos genes estaban deleccionados [12].

En los pacientes con tumores del sistema nervioso central como es el caso de los
oligodendrogliomas anaplasicos se ha visto que los pacientes que poseen el
genotipo GSTT1 nulo, pueden estar relacionados con una supervivencia menor en
comparacion con los que expresan el alelo, posiblemente esté relacionado con
mayor toxicidad a los farmacos y reduccion de la dosis de los mismos. En los
pacientes con astrocitoma anaplasico, el B GSTP1 * / * genotipo B puede conferir

una ventaja en relacion a una mayor supervivencia [13].

Se ha postulado que los individuos con alelos nulos GSTM1 y GSTT1 y también

aquellos con transicion 105Ile/Val en GSTP1 han aumentado la susceptibilidad
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para los agentes carcindgenos y de esta manera son mas propensos a desarrollar

cancer de prostata.

En los ultimos anos ha sido ampliamente estudiado como un factor de riesgo de
desarrollar cancer de prostata, sin embargo, los resultados son inconsistentes. La
principal conclusion de un metaanalisis de 22 estudios sugiere que el polimorfismo
GSTM1 nulo confiere un mayor riesgo de desarrollar cancer de prostata, sin
embargo, no se encontré relacion entre el GSTT1 y el GSTP1 con el riesgo de

mayor incidencia de cancer de proéstata [14].

Al estar estas enzimas involucradas en la destoxificacion celular, se han revisado
diversas bibliografias y entre ellos varios metaanalisis en los cuales se ha

relacionado con mayor incidencia de padecer hepatocarcinoma.

En 15 estudios fueron identificados: los cuales evaluaron mayormente la GSTM1
y la GSTT1. Los resultados globales sugieren que puede haber un pequeno riesgo
de hepatocarcinoma en individuos con alelo nulo GSTT1 y posiblemente también
con genotipos nulos GSTM1. Sin embargo, dado el nimero relativamente limitado
de pacientes que se estudiaron y la heterogeneidad observada entre los estudios,

no son concluyentes los mismos [15].

1.2.3. Enfermedades hematolégicas

1.2.3.1 Leucemia agudas

Se trata de una proliferacion neoplasica de células inmaduras, llamadas blastos,
que pueden ser de diferentes estirpes (mieloide, linfoide, etc.) que proceden de
un progenitor hematopoyético con capacidad de maduracion alterada y que

desplaza a las células normales de la medula o6sea.

Los polimorfismos de la familia de las GST (GSTM1, GSTP1 y GSTT1) han sido

considerados factores de riesgo para desarrollar leucemias agudas (LA) en una
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serie de estudios, sin embargo los resultados globales de estos estudios son

inconsistentes [16].

Para investigar una posible asociacion de los polimorfismos de GST con el riesgo
de leucemia aguda, se realizd una revision sistematica y metaanalisis de 30
estudios de casos/control publicados. Para tener en cuenta la posibilidad de

heterogeneidad entre los estudios, se realizd6 un riguroso analisis estadistico.
[Tabla 1].

El Odds Ratio combinado de riesgo de leucemia aguda asociada con el genotipo
nulo GSTM1, GSTP1 alelo y genotipo GSTT1 nulo fueron 1,22 (intervalo de
confianza 95% (IC) 1,07-1,38), 1,07 (IC 95% 1.00-1.13) y 1.19 (IC 95% 1,00-1,41),

respectivamente.

Se observo un aumento significativo del riesgo de desarrollar leucemia
linfoblastica aguda (LLA) asociada con los genotipos GSTM1 yv GSTT1 nulo. No se
observo evidencia de la relacion entre los polimorfismos en GSTP1 y la mayor

incidencia de LA.

En varios estudios se ponen de acuerdo en el papel que los genotipos GSTM1 y

GSTT1 nulo podrian desempenar en la patogénesis de las leucemias agudas.

La asociacion significativa de estos genes nulos con el mayor riesgo de desarrollar
una leucemia aguda debe ser evaluada con mas detenimiento y relacionarlos con
respecto a la poblacion, el tabaquismo, los habitos alimentarios, la etnia y la raza

entre otros factores [17].



First author (year) Country  Cases (n) %GSTM1* Controls (n) %GSTM1®  Control Tumour Age QOdds ratio

[reference] deficiency deficiency  source types (95% CI)

Chen (1997) white [9] USA 163 55.21 213 53.50 Population ALL Childhood 1.07 (0.87-1.32)
Chen (1997) black [9] USA 34 41.18 203 27.60 Population ALL Childhood 1.84 (1.25-2.69)
Krajinovic (1999) [11] Canada 174 64.94 34 51.30 Population ALL Childhood 1.76 (1.44-2.14)
Sasai (1999) [12] Japan 21 47.62 43 53.50 Population AML Adult 0.79 (0.46-1.35)
Sasai (1999) [12] Japan 18 61.11 43 53.50 Population t-AML  Adult 1.37(0.77-2.42)
Lemos (1999) [13] Portugal 22 63.64 128 57.80 Population ALL Adult 1.28 (0.79-2.06)
Lemos (1999) [13] Portugal 18 55.56 128 57.80 Population AML Adult 0.91 (0.55-1.51)
Saadat (2000) [16] Iran 38 55.26 75 32.00 Population ALL Childhood 2.63 (1.74-3.95)
Crump (2000) [14] USA 297 53.54 152 49.30 Hospital AML Adult 1.18 (0.97-1.44)
Rollinson (2000) [17] UK 475 54.32 826 49.30 Population AML Adult 1.22 (1.09-1.37)
Rollinson (2000) [17] UK 70 50.00 113 48.70 Population ALL Adult 1.05 (0.78-1.43)
Naoe (2000) [18] Japan 411 55.23 150 51.30 Population AML  Adult 1.17 (0.97-1.42)
Woo (2000) white [15] USA 40 37.50 160 56.90 Hospital ALL Childhood 0.45 (0.32-0.65)
Woo (2000) black [15] USA 7 71.43 38 36.80 Hospital ALL Childhood 4.29 (1.74-10.56)
Woo (2000) hispanic [15] USA 6 66.67 4“4 43.20 Hospital ALL Childhood 2.63 (1.05-6.59)
Davies (2000) white [19] USA 232 63.79 153 47.10 Population AML Childhood 1.98 (1.60-2.45)
Arruda (2001) [2] Brazil 38 73.68 276 37.00 Hospital AML Adult 4.78 (3.24-7.05)
Allan (2001) [4] UK 417 54.92 1019 48.70 Population AML Adult 1.28 (1.14-1.44)
Allan (2001) 4] UK 89 55.06 1019 48.70 Population t-AML  Adult 1.29 (1.03-1.61)
Davies (2002) white [21] USA 616 53.73 532 53.80 Hospital ALL Childhood 1.00 (0.89-1.12)
Davies (2002) black [21] USA 35 40.00 201 31.80 Hospital ALL Childhood 1.43 (0.98-2.08)
Haase (2002) [20] Germany 213 50.23 239 51.00 Population AML Adult 0.97 (0.80-1.17)
Alves (2002) [23] Portugal 47 68.09 102 49.00 Population ALL Childhood 2.22 (1.53-3.21)
Balta (2003) [24] Turkey 139 55.40 185 54.60 Population ALL Childhood 1.03 (0.82-1.29)
Balta (2003) [24] Turkey 31 61.29 185 54.60 Population ANLL  Childhood 1.32 (0.89-1.96)
Barnette (2004) [25] USA 94 48.94 336 54.50 Population ALL Childhood 0.75 (0.59-0.95)
Canalle (2004) [26] Brazil 113 42.48 221 45.70 Population ALL Childhood 0.88 (0.69-1.11)
Seedhouse (2004) [27] UK 200 50.50 177 44.10 Population AML Adult 1.29 (1.05-1.59)
Seedhouse (2004) [27] UK 42 45.24 177 44.10 Population t-AML  Adult 1.05 (0.74-1.48)
Dalo (2004) 28] Italy 193 42.49 273 46.90 Population AML Adult 0.84 (0.69-1.01)

Tabla 1. Resumen de los diferentes estudios y su relacion con el GSTM1 y el riesgo de leucemia aguda. LLA
(leucemia linfoblastica aguda) LMA (leucemia mielobastica aguda) t-AML (leucemia mieloblastica relacionada
con el tratamiento. a frecuencia de GSTM1 deficiencia en casos. b frecuencia de GSTM1 deficiencia en
controles [17].

1.2.3.2. Enfermedad injerto contra receptor

La enfermedad de injerto contra receptor agudo y cronica es una de las
complicaciones con mayor morbi mortalidad en el periodo post-TPH. En este
proceso los linfocitos T del donante reconocen alo antigenos que activan la
presentacion de antigenos, con la consecuente activacion de la cascada

inflamatoria produciendo un dano tisular que puede llegar a ser irreversible.

Se ha investigado en recientes publicaciones si los polimorfismos de las GST

interfieren con el metabolismo de los farmacos utilizados en el tratamiento de
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acondicionamiento quimioterapico previo a la infusion de precursores
hematopoyéticos y de la profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped
aguda (EICRag) [18].

El Busulfan y los metabolitos de la Ciclofosfamida se conjugan con el glutation y
son catabolizado por algunas de las enzimas de la familia glutation citosolico S-
transferasas. Existen algunos polimorfismos de Unicos nucleétidos (SNP) en la
region promotora de la glutation S-transferasa gen A1, los que se han observado
con mayor relevancia clinica son: GSTAT * A, -567T, -69C y -52G; GSTA1 * B, -567g,
69T-y -52A.

Se evaluaron los resultados clinicos de 61 pacientes con neoplasias hematologicas,
sometidos a Trasplante de Precursores hematopoyético (TPH) alogénico,
acondicionado con Busulfan / Ciclofosfamida, se relaciono la incidencia de EICH
agudo grado II-lV, con los distintos polimorfismos de la glutation S-transferasa

genotipos A1.

Concluyendo en este estudio que el diplotipo GSTAT *A / * A es un factor de
proteccion independiente para el desarrollo de EICR agudo, en especial para

localizacion cutanea y probablemente hepatica también [19].

Siendo estos estudios relevantes para la posible identificacion de genotipos antes
de un trasplante alogénico y poder permitir modificar algunos regimenes de
acondicionamiento o las profilaxis de la enfermedad de injerto contra huésped

aguda.
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1.2.3.3. Sindromes mielodisplasicos

Es un grupo heterogéneo de enfermedades clénales de las células
hematopoyéticas pluripotentes caracterizado por la presencia de alteraciones
morfologicas de las células de las diferentes lineas hematopoyéticas, citopenias y

una frecuente evolucion a leucemia aguda.

En un meta analisis realizado por Dahabreh et al. [20] Analizaron mas de 1400
pacientes, en dichas observaciones llegan a la conclusion que el alelo nulo GSTT1
esta relacionado con una mayor incidencia de sindrome mielodisplasico, no
obstante contintan sin hallar esta relacion con el alelo nulo GSTM1, dichos
hallazgos estan fundamentados en la susceptibilidad de las lineas celulares
hematopoyéticas a mayor toxicidad por diversos farmacos (agentes alquilantes)

y metales pesados.

1.2.3.4. Trasplante hematopoyético

La mortalidad relacionada con el trasplante (MRT) es un obstaculo importante
para el éxito de los TPH alogénicos, una amplia variedad de farmacos se utilizan
en el TPH alogénico, por esta razon los polimorfismo en diversas enzimas
metabolicas podrian afectar el metabolismo de los farmacos y potencialmente
influir en la MRT.

En el estudio de Terakura et al. [21]. No se encontr6 asociacion significativa entre
el alelo nulo GSTT1 y las diversas variantes analizadas relacionadas con el TPH.
Sin embargo, un genotipo GSTM1-positivo en los receptores se asocio
significativamente con un mayor TRM y una menor supervivencia global [Figura 3].
Estos resultados sugieren que un genotipo GSTM1 nulo en los receptores protege
contra TRM después realizarse TPH alogénico, no obstantes estos resultados

necesitan mas estudios prospectivos y multicéntricos para su validacion [114].
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Figura 3. Impacto de la delecion homocigota de GSTM1 en TRM después del trasplante de médula 6sea de
donantes no relacionados. (a) TRM en los pacientes GSTM1-positivas con una enfermedad hematologica
fue de 42,9% (n = 166) y que en los pacientes GSTM1-negativos fue de 29,3% (n = 201). (b) TRM dentro
de los 200 dias después del trasplante en los pacientes GSTM1-positivas con una enfermedad
hematologica fue del 28,8% (n = 166) y que en los pacientes GSTM1-negativos fue de 18,7% (n = 201).

[21]
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.3. POLIMORFISMOS GENETICOS

Como su nombre indica, las secuencias polimorficas, también conocidas como
secuencias anonimas, loci anonimos, loci polimorficos, marcadores anénimos o
marcadores polimorficos, son secuencias de ADN que normalmente no codifican
para un producto génico, se distribuyen de forma aleatoria a lo largo del genoma
y presentan como caracteristica singular el hecho de ser polimorficas. Este ultimo
hecho es de suma importancia pues confiere a este tipo de secuencias la

caracteristica primordial del analisis genético, la variabilidad.

El primer polimorfismo descrito en la especie humana fue el descubrimiento del
grupo sanguineo ABO por Landsteiner en 1900, y durante los 55 anos siguientes
todos los polimorfismos descritos se refirieron a diferentes antigenos de superficie
de los globulos rojos. Con el advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante
a mediados de los setenta supuso la apertura de una nueva via para la
identificacion de marcadores genéticos polimorficos mediante el analisis directo
de las propias moléculas de ADN. Asi nace una nueva generacién de

polimorfismos: los polimorfismos del ADN [22].

1.3.1.Tipos de variacion polimérficas

Los polimorfismos de ADN se pueden ordenar segun dos criterios basicos: su propia
naturaleza y el sistema de deteccidon. De este modo se podrian distinguir los

siguientes tipos de polimorfismos [22,23] :
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-Tipo 1

Fragmentos de restriccion de longitud variable (RFLPs). La causa del polimorfismo
radica normalmente en la pérdida de una o mas dianas de restriccion debido a
mutaciones puntuales (transiciones o transversiones), y se detectan mediante

electroforesis en geles de agarosa.

Polimorfismos del tamafo de los fragmentos de restriccion

El tipo mas tempranamente estudiado de variante de ADN fue el que puede
detectarse cuando una enzima de restriccion encuentra una mutacion puntual en
su secuencia de reconocimiento habitual, por lo que no puede fijarse. En ese
caso, alguno de los fragmentos de ADN obtenidos mediante estas enzimas seran
de una longitud diferente. Por ello se conocen estos polimorfismos como

polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion.

El analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) fue
una de las primeras técnicas que se us6 ampliamente para detectar variaciones a
nivel de la secuencia del ADN. Esta tecnologia se basa en el principio de que es
posible comparar patrones de bandas generados a partir de moléculas de ADN de
diferentes individuos que han sido sometidas a digestion con enzimas de
restriccion. Las diversas mutaciones que afectan a las moléculas de ADN de
muchas maneras producen fragmentos de longitud variable. Estas diferencias de
longitud de los fragmentos pueden observarse una vez realizadas la electroforesis,

la hibridacién y la visualizacion.

Mediante enzimas de restriccion puede analizarse cualquier regién del genoma,
codificante o no. Sin embargo, solo pueden detectarse cambios dentro de unas
secuencias determinadas, de modo que no todas las mutaciones existentes seran

reveladas mediante esta técnica. Las enzimas de restriccion se han utilizado para
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estudiar numerosas variantes de polimorfismos, desde secuencias de ADN
repetitivas hasta ADN mitocondrial o mutaciones puntuales. Sin embargo, los
resultados obtenidos a menudo no son comparables a los obtenidos por otros
métodos, por lo que pueden considerarse un tipo de polimorfismo diferenciado.
Los RFLP son polimorfismos que presentan normalmente un nimero bajo de alelos

y por lo tanto su utilizacion en el diagnoéstico indirecto es limitada [23].

-Tipo Il

Repeticiones en tandem de secuencias cortas (STRs). En este caso el polimorfismo
consiste en la existencia de un niumero variable de repeticiones en tandem de una
secuencia basica que oscila entre un solo nucleédtido y una kilobase. Se detectan
también mediante electroforesis en el mismo tipo de geles, salvo los micro
satélites que, como se vera mas adelante, suelen necesitar geles de

poliacrilamida.

Polimorfismos de repeticion. Secuencias cortas repetidas en tandem

En todos los genomas, y muy especialmente en el humano, existen secuencias
cortas que se repiten en tandem y estan sometidas a una alta tasa de
variabilidad. La longitud de estas unidades basicas de repeticion oscila entre 1
nucleodtido y 2 kilobases. Este tipo de secuencias ha sido bautizado con diferentes
nombres, pero parece bastante aceptada la separacion en dos categorias segun el
tamano de la unidad repetida y el sistema de deteccion. Cuando la unidad basica
es de unas pocas bases (entre una y seis) se suelen denominar microsatélites o
polimorfismos de longitud de secuencia simple, Si la unidad de repeticion es
mayor (normalmente entre 10 y 15 pares de bases), se habla de minisatélites o
repeticiones en tandem de nimero variable (VNTR) Este tipo de polimorfismos se
ven favorecidos por la ocurrencia de “crossing over" desiguales y otros

mecanismos moleculares (como el "slippage” durante la replicacion) que
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contribuyen a su extension. El resultado son regiones hipervariables y
polimorfismos multialélicos, pero hay que tener cuidado a la hora de interpretar
sus patrones de segregacion porque pueden sufrir modificaciones con una
frecuencia superior a la de las mutaciones puntuales, apareciendo en los hijos

variantes alélicas que no existian en los padres [24].

De las dos categorias consideradas, los minisatélites son ldégicamente menos
polimorficos y, curiosamente, tienden a estar agrupados en las regiones
terminales de los cromosomas humanos. Pueden distinguirse facilmente mediante
Southem blot e hibridacion, pero los mas pequenos necesitan ser amplificados
mediante PCR [25]. Fue precisamente el desarrollo de esta técnica (PCR), que
permitia amplificar segmentos cortos de ADN con gran rapidez y eficacia, lo que

hizo posible el descubrimiento de los microsatélites.

En 1990 Weber realizé un exhaustivo estudio sobre el tipo y distribucion de los

microsatélites (dC-dA)n (dG-dT)n en el genoma humano.

El resultado fue el hallazgo de tres tipos de microsatélites:

a. Secuencias de repeticion perfecta. Consisten en repeticiones en tandem sin

interrupciones ni otro tipo de secuencias repetidas adyacentes.

b. Secuencias de repeticion imperfectas. Consiste en dos o mas series de

repeticiones interrumpidas por bases nucleotidicas que no se repiten.

c. Secuencias de repeticion compuestas. Pueden ser también perfectas o

imperfectas segun el status de las series.

Como se ha mencionado, la deteccion de los microsatélites es algo mas
sofisticada que la de minisatélites. Al tratarse de secuencias muy cortas pueden
clonarse y secuenciarse con relativa facilidad a partir de ADN gendémico total o de

regiones cromosomicas especificas. El procedimiento mas utilizado es la
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elaboracion de genotecas en vectores de secuenciacion, cortando el ADN

genomico con endonucleasas de restriccion de corte frecuente.

La singularidad mas especial de este tipo de polimorfismos esta en que cada loci
puede presentar muchos alelos distintos (tantos como repeticiones), sin embargo
presentan el inconveniente que no esta distribuidos por todo el genoma y por lo
tanto solo pueden ser utilizados en él diagnostico de un nimero muy reducido de
enfermedades. Los VNTR-minisatélites han encontrado su maxima aplicacion en la
determinacion de la paternidad y en los protocolos de identificacion genética en
el ambito judicial. Cuando se habla de huellas dactilares del ADN se esta hablando

de este tipo de polimorfismo.

Los VNTR-microsatélites son por excelencia los polimorfismos anénimos utilizados
en el diagnodstico genético. Corresponden a la repeticion en tandem de secuencias
de entre 2 y 5 nucleotidos. Los microsatélites presentan dos caracteristicas que
los hacen ideales para su uso. En primer lugar, estan distribuidos de forma casi
homogénea por todo el genoma y en segundo lugar, presentan un nimero elevado
de alelos con frecuencias similares entre si, de forma que la probabilidad de que
un individuo sea heterozigoto es muy elevada (presentan una alta
heterozigosidad). Su deteccion se realiza normalmente mediante la técnica de
PCR [26].

~Tipo Ill

Polimorfismos debidos a mutaciones puntuales que no afectan a la longitud de los
fragmentos de restriccion ni alteran la secuencia de ninguna diana conocida. En
estos casos existen métodos indirectos para comprobar la naturaleza polimérfica
de un fragmento de ADN y logicamente esta el recurso de poder secuenciarlo

directamente.
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Polimorfismos debidos a mutaciones puntuales

Cuando el origen de los polimorfismos esta en la ocurrencia de mutaciones
puntuales como las transiciones y transversiones, y estas mutaciones no afectan a
ninguna diana de restriccion conocida, los fragmentos de ADN variantes pasarian
inadvertidos con los sistemas de deteccion anteriores. Sin embargo, existen
métodos adicionales de caracter indirecto (SSCP, etc.) o directo (secuenciacion),

que hacen posible también su deteccion.

Entre los métodos indirectos, uno de los mas empleados es el que aprovecha los
cambios en la movilidad electroforética que presentan dos cadenas sencillas de
ADN cuando se diferencian en una Unica sustitucion de bases. Esta diferente
movilidad electroforética se puede poner de manifiesto en geles neutros de
poliacrilamida y se basa al parecer en sutiles diferencias conformacionales; por

ello se habla de "single strand conformation polymorphism” (SSCP).

En cuanto al procedimiento directo, es decir la secuenciacion, parece cada dia
mas asequible desde la incorporacion de los sistemas automatizados, y por la

posibilidad de secuenciar directamente los productos amplificados mediante PCR
[27].
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|.4. LEUCEMIA AGUDA Y TRASPLANTE HEMATOPOYETICOS

Las leucemias agudas son una proliferacion de células inmaduras, blastos, de
estirpe linfoide o mieloide, que proceden de un progenitor hematopoyético
lesionado con capacidad de maduracién alterada y que debido a su crecimiento
excesivo desplaza a células normales de la medula ¢sea. Ello se traduce en

sintomas y signos de enfermedad y en alteraciones del hemograma.

Sin embargo, en la actualidad, la clasificacion exclusivamente morfologica
descrita inicialmente por la FAB, tiende a ser reemplazada por una clasificacion
de neoplasias hematologicas propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud,
que las divide segin la linea celular afectada, en: neoplasias mieloides,
neoplasias linfoides, enfermedades de células mastoides y neoplasias histiociticas.
Dentro de cada categoria, las diferentes enfermedades se definen de acuerdo a
una combinacion de hallazgos morfologicos, de inmunofenotipo, caracteristicas

genéticas y sindromes clinicos especificos.

En adultos su incidencia se estima en 4-5 casos / 100.000 habitantes al ano, la
leucemia mieloide aguda (LMA) representa el 40% de los casos. En la edad
pediatrica la incidencia es de 40 nuevos casos / 1.000.000 habitantes al ano, de

ellos un 75% son leucemias linfoblasticas [28].

La clasificacion de un determinado tipo de leucemia, nos permite dar
tratamientos especificos, con mejores resultados. El objetivo principal del
tratamiento antineoplasico es erradicar la clona leucémica y restablecer la
hematopoyesis normal en la médula 6sea, lo cual cada vez es mas posible de
lograr, siempre que se apliquen tratamientos adecuados a los diferentes grupos

pronosticos.
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El avance tecnoldgico en la Gltima década se ha reflejado tanto en el desarrollo
de técnicas especificas para la identificacion de las leucemias, como en el uso de
nuevos agentes farmacologicos y biologicos, lo cual en conjunto, resulta en
mejores formas de tratamiento para las leucemias agudas, en donde ya no es
suficiente el hecho de integrar remision, sino cada vez lograr sobrevidas mas

prolongadas e incluso, mayor porcentaje de curaciones.

Los adelantos en el tratamiento de la LMA han dado lugar a tasas de remision
completa sustancialmente mejores. El tratamiento debera ser lo suficientemente
intensivo como para lograr una remision completa, ya que la remision parcial no

ofrece beneficios sustanciales de supervivencia [28,29].

Aproximadamente, de 60 a 70% de los adultos con LMA se puede esperar que
logren un estado de remision completa después del tratamiento apropiado de

induccion.

Se puede esperar que mas de 25% de los adultos con LMA (cerca de 45% de los que
logran remision completa) sobrevivan 3 anos o mas y es posible que se curen. Las
tasas de remision de LMA en adultos estan inversamente relacionadas con la edad,
con una tasa esperada de remision de mas de 65% para los pacientes menores de
60 anos de edad. Existen datos que indican que una vez que se logra, la duracién

de la remision puede ser mas corta entre los pacientes de edad mas avanzada.

Parece que la mayor morbilidad y mortalidad durante la induccion esta
directamente relacionada con la edad. Otros factores prondsticos adversos son la
infiltracion del sistema nervioso central, infeccion sistémica al momento del
diagnostico, recuento elevado de leucocitos (>100.000/mm3), LMA inducida por
tratamiento y antecedentes de sindrome mielodisplasico o un trastorno

hematoldgico previo [29].

Su etiologia es desconocida, no obstante existen multiples factores externos e

internos que predisponen a su desarrollo.
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Una vez sospechada esta enfermedad se utiliza las siguientes pruebas

complementarias en su diagnostico:

Mielograma

Es de utilidad para asignar una variedad en concreta de leucemia aguda (LA),
presenta un significado clinico importante la presencia de signos morfoldgicos

displasicos, el cual se observa en un 15 % de los pacientes.

Citoquimica

Es utilizada para ayudar a tipificar el linaje de la LA, se basa fundamentalmente

en las tinciones de la mieloperoxidasa, negro sudan y esterasas.

Citometria de flujo

La caracterizacion inmunofenotipica se lleva a cabo mediante una amplia bateria
de anticuerpos monoclonales; algunos de estos reaccionan con antigenos bien
definidos, especificos para una determinada linea celular e incluso para un
estadio madurativo concreto, otros son menos restrictivos pero cuando se
emplean como parte de una serie, también prestan una valiosa contribucion
diagnostica y pronostica al delimitar nuevas variantes y reconocer leucemias con
marcadores linfoides y mieloides. Esta técnica bien empleada, permite identificar

la estirpe de la LA correctamente en un 98-99% de los casos.
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Citogenética

El analisis citogenético proporciona una de las pruebas mas solidas disponibles
para el pronostico, prediciendo asi resultados tanto de la induccidén a remision
como el tratamiento post remision, segin se ve en el estudio del Southwest

Oncology Group (SWOG) y el Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (E-3489)
[30].

Las anomalias citogenéticas que indican un prondstico bueno son la t(8;21),
inv(16) o t(16;16) y t(15;17) [Figura 3]. Las caracteristicas citogenéticas normales
presagian una LMA de riesgo regular. Los pacientes con LMA que se caracteriza por
supresiones de los grupos grandes o monosomias de cromosomas 5 o 7; por
translocaciones o inversiones de cromosoma 3, t(6;9), t(9;22); o por anomalias de
cromosoma 11g23 tienen pronosticos particularmente precarios con

quimioterapia.

Estos subgrupos citogenéticos predicen el resultado clinico en pacientes de edad
avanzada con LMA al igual en pacientes jovenes. Los genes de fusion formados en
t (8;21) e inv (16) pueden ser detectados por reaccion en cadena de polimerasa
relacionada con la transcriptasa inversa (RCP-TI) o hibridaciéon por fluorescencia
in situ (FISH) la cual indicara la presencia de estas alteraciones genéticas en
algunos pacientes en quienes la citogenética estandar era técnicamente

inadecuada [31].
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45% normal karyotype

11% complex
karyotype

5% t(8;21)
6% inv(16)
2% (9;11)

2% t(11q23)

1% t(6;9)

1% inv(3)/t(3;3)

23% various
e.g. -5/5q-, -7, 79-, +8, 99-, +13, 20q-

Figura 3. Analisis de los diferentes cariotipos de las leucemias agudas mieloblastica. [30]

La gran mayoria de las alteraciones tipicas de las LA son reordenamiento
equilibrados o balanceados y de varios de ellos se conoce su equivalente

molecular o gen de fusion.

Biologia molecular

Es uno de los campos en que mas se ha avanzado en él diagnostico, pronostico y
como dianas terapéuticas. Actualmente existen clasificaciones basadas en la

expresion de determinados genes, por las cuales se toman algoritmos terapéuticos
[Tabla 2 y figura 4] [31].
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Figura 4. Analisis de SLE y la SG segUn alteraciones moleculares [31].

Anatomia patoldgica

La pieza analizada es el cilindro 6seo, habitualmente de la cresta iliaca. En
muchos centros de referencia, utilizan el estudio de medula 6sea como factor
pronostico de gran relevancia, teniendo en cuenta la celularidad, el grado de

afeccion y la estructura trabecular.
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Riesgo Citogenética Molecular
Favorable |inv(16) o t(16;16) Normal citogenética:
t(8;21) Aislado bialelico CEBPA mutacion
t(15;17) NPM 1 mutacion sin FLT3 ITD
Intermedio | Normal citogenética KIT mutacion
. inv(16) o t(16;16)
+
Aislado +8 ((8:21)
t(9;11)
Pobre Complejo (>3 anormalidades clonales) | Normal citogenética con: FLT3 ITD

Monosomia cariotipo

=5/-5q 0—-7/-7q

11923 reordenamiento otro que t(9;11)

inv(3) o t(3;3)

t(6;9)

£(9;22)

Tabla 2. Hallazgos citogenéticas y moleculares usados en la estratificacion de riesgos de la LMA [29-30-32].
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Dentro de los aspectos importantes a tomar en cuenta, cuando se planea el

tratamiento de un paciente con leucemia aguda se encuentran [32]:

1) clasificacion bioldgica de la leucemia en base a inmunofenotipo, citogenética 'y

alteraciones genéticas moleculares

2) definicion de grupos de riesgo en base a factores de impacto prondstico

conocidos

3) evaluacion de enfermedad minima residual para la redefinicion de remision

completa y seleccion de tratamientos de acuerdo a ésta

4) uso de nuevas drogas y esquemas con dosis altas de quimioterapia
5) inmunoterapia

6) tratamientos dirigidos a blancos moleculares

7) avances en el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

I.4.1. Trasplante de precursores hematopoyético

El trasplante de precursores hematopoyéticos es un procedimiento médico
altamente especializado y complejo. Dentro del trasplante hematopoyético

hablamos de dos modalidades: trasplante autélogo y trasplante alogénico.

En el trasplante autdlogo las células progenitoras infundidas son las del propio
enfermo; este procedimiento permite la administracion de altas dosis de

quimioterapia evitando la aplasia prolongada.

La otra modalidad es el Trasplante alogénico, en el que las células progenitoras

infundidas son las de un donante emparentado o no emparentado.

En los ultimos ainos el trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos (TPH)

ha sido el arma terapéutica mas efectiva para la curacion de las leucemias
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agudas, su eficacia se basa principalmente en el régimen de acondicionamiento y

la respuesta inmunoldgica del donante.

Durante las Ultimas décadas el TPH ha evolucionado desde un procedimiento
experimental hasta convertirse en el tratamiento estandar de muchas
enfermedades neoplasicas como las leucemias agudas, sindromes
mielodisplasicos, linfomas, mieloma multiple y otras hereditarias, inmunes o
genéticas como talasemia, anemia aplasica, enzimopatias etc. También es el
tratamiento de eleccion de enfermedades no malignas, congénitas y adquiridas

del Sistema Hematopoyético.

El primer trasplante alogénico lo realizdé E. Donnall Thomas en 1957. Desde
entonces, este procedimiento se ha incrementado exponencialmente,
incorporando nuevas indicaciones ya aceptadas o en investigacion, que incluyen
enfermedades no neoplasicas congénitas y adquiridas como las
inmunodeficiencias, anemias, enfermedades metabolicas y autoinmunes, siendo

la indicacion mas frecuente las neoplasicas hematologicas.

Los primeros trasplantes alogénicas se comenzaron a realizar a partir de médula
0sea de hermanos gemelos, validando su uso y con resultados favorables,
posteriormente el conocimiento mas profundo del Sistema HLA permitioé crear los
registros de donantes, en la actualidad existen mas de 22 millones de donantes no
emparentados en los registros. Esto ha permitido que mas de la mitad de los
trasplantes en pacientes que no tienen un donante familiar HLA idéntico se
realicen a partir de un Donante No Emparentado, hoy en dia con el uso de los
factores estimulantes de colonias granulociticas, la sangre periférica esta

utilizadndose con mayor frecuencia.

Elianne Gluckman en 1989 publicé la realizacion del primer trasplante con sangre
de cordon umbilical, fue en una nifa con diagnostico de Anemia de Fanconi.

Actualmente existen en los bancos de cordones una gran cantidad de unidades
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congeladas, lo cual garantiza que practicamente todos los pacientes podrian tener

opcion de utilizar este recurso de precursores hematopoyéticos.

Aquellos pacientes que requieren un trasplante de precursores hematopoyéticos
de realizacion urgente, la modalidad del cordon umbilical (SCU) o la del
trasplante haploidéntico, pueden permitir que un gran nimero de pacientes cuya
opcion terapéutica mejor es el trasplante alogénico sean finalmente trasplantados
dada la rapida disponibilidad [32].

I.4.1.1. Historia del Trasplante Hematopoyético

Al final de la Il guerra mundial tras las bombas atomicas, se estudiaron los danos
sufridos por la poblacién que habian sobrevivido a la radiacion, llegandose a la
conclusion de que el Sistema hematopoyético, era el mas sensible a la radiacion y
que la muerte debida a bajas dosis de radiacion era debida principalmente al fallo

medular secundario.

Investigaciones de TPH en ratones sugieren la posibilidad de realizar trasplantes
de médula o6sea, si el bazo era protegido con una lamina de plomo,
posteriormente Lorenz et al. [31] demostraron como dicha proteccion podia

hacerse también con la infusion de células procedentes de la MO.

En los anos siguientes se desarrolla una intensa actividad investigadora en torno a
este fenomeno de proteccion radioldgica y al trasplante alogénico de tejidos. Los

hallazgos en roedores posibilitan las experiencias piloto del grupo de

E.D.Thomas [32] sobre modelos caninos, que bien se pueden considerar el

antecedente inmediato del trasplante de medula 6sea (TMO) en humanos.

Experimentos posteriores demostraron cémo el efecto protector de la infusion de
células de la medula dsea era debido a la transferencia de células vivas y de la

produccién de inmunotolerancia entre donante y receptor [33].
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Tras los experimentos en animales se sacaron las conclusiones que la eficacia de
la medula ésea en repoblar la hematopoyesis es similar independientemente de la
via de infusion utilizada, es un drgano inmunolégicamente competente que

produce un sindrome inmunoldgico, conocido actualmente como EICR.

También en estos experimentos se observo que la severidad de la reaccion inmune
esta mediada genéticamente y que la histocompatibilidad esta regida por un
sistema mayor y varios menores. La utilizacion de metotrexato es capaz de
prevenir y disminuir la intensidad de la reaccion inmune de la EICR y el uso de
Ciclofosfamida es capaz por si sola de producir una inmunosupresion necesaria
para permitir el injerto hematopoyético. En estos primeros experimentos se
comenzo6 a conocer la importancia del timo, los linfocitos T y B, empezando los

primeros pasos en el conocimiento de la biologia del TPH [33].

La investigacion en perros en el Fred Hutchinson Cancer Research Center, ha
contribuido en gran medida al desarrollo del TPH. Se establecio las dosis de ICT
necesarias para permitir el injerto y se comenzo a utilizar la ICT fraccionada, que
fue mejor tolerada. Se establecio la eficacia de la Ciclofosfamida a altas dosis,
similar a la de la ICT para permitir el injerto. Se comenzaron a realizar los
primeros trasplantes autologo de sangre periférica que lograron implantar con
éxito. la deplecion ex vivo de linfocitos y la asociacion de timoglobulina a la ICT
evitaban el fallo de implante. Fue documentada la importancia del tipaje HLA en
el éxito del trasplante, teniendo mayor supervivencia aquellos perros que reciben
un TPH idéntico. Se observo en perros que la utilizacion de dosis subletales de ICT
asociada a ciclofosfamida y ciclosporina producian menor toxicidad y permitian un
implante correcto, por lo cual a raiz de estos experimentos comenzo la era del

TPH alogénico de intensidad reducida [33,34].

En 1957, Thomas et al. publican el resultado de las primeras experiencias de TPH
alogénico en humanos, en las que tan sélo se consiguio un injerto temporal en uno
de los pacientes. Al poco tiempo Mathé et al. publican su experiencia con la
utilizacion de infusiones de medula dsea para tratar a un grupo de supervivientes

de un accidente nuclear. Sin embargo, un analisis posterior de esta serie permite
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afirmar que los injertos conseguidos se debieron probablemente a una
reconstitucion hematopoyéticas autologa. En 1970 tras revisar los casos
publicados hasta la fecha, concluyeron que ese tratamiento no era eficaz, por lo

cual el trasplante fue abandonado por la mayoria de los investigadores.

Comienza a finales de los anos 60, cuando se inicia también el desarrollo del
sistema HLA; en 1968 el equipo de Minneapolis realiza un trasplante en un
paciente con Inmunodeficiencia y el equipo de Seattle realiz6é un trasplante en un
paciente afecto de leucemia. Estos primeros trasplantes pusieron en evidencia
que la aplasia medular podia curarse sélo con ciclofosfamida (Cy) y que pacientes

con leucemia avanzada podian curarse con Cy + ICT.

Los primeros trasplantes de progenitores hematopoyéticos (TPH) autélogos
realizados con células obtenidas de sangre periférica se llevan a cabo en el
Hammersmith Hospital de Londres y en el Johns Hopkins Hospital de Baltimore.
Sin embargo, la fecha en que esta técnica termina de asentarse definitivamente
en la practica clinica hay que situarla entre 1985 y 1986. En esos anos, grupos de
seis instituciones de distintas partes del mundo publican experiencias de TPH

utilizando células de sangre periférica [32,33].

El régimen de acondicionamiento pretrasplante pretendia administrar un
tratamiento mieloablativo con poder antileGcemico e inmunosupresor, para
permitir el injerto de las células del donante. No han sido muchos los avances en
relacion a los esquemas de acondicionamiento, todavia se utilizan los esquemas
iniciales propuestos por Donald Thomas, como son los esquemas con ICT + altas

dosis de ciclofosfamida, o busulfan mas ciclofosfamida.

La edad media de los pacientes con enfermedades hematoldgicas candidatas a
TPH es superior a los 60 anos, lo cual marca que esta estrategia no esta accesible
a la mayoria de los enfermos con hemopatias malignas, por esta razon el empleo
de regimenes no mieloablativos o de Intensidad reducida se utilizan con

frecuencia, ya que mantienen el efecto injerto contra tumor [33,35].
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Eventos relevantes en la historia del TPH

1977: se reportan los primeros 100 trasplantes alogénicos y los primeros

autologos.

1978: primeros autdlogos para el tratamiento de linfomas. Se crea el EBMT
(European Bone Marrow Transplant Group). Se realiza el primer trasplante con

sangre periférica.

1980: se publican los primeros datos de CSA en la profilaxis de EICR.
1986: se crea en EEUU el NMDP (National Marrow Donor Program).
1988: se crea en Europa el BMDW (Bone Marrow Donor Worldwide).

1989: primer trasplante alogénico de sangre periférica y primer trasplante de

cordon umbilical.
1990: primera infusidn de linfocitos para tratar recaidas de leucemias. D. Thomas
recibe el Premio Nobel de Medicina.

1990: se crea en Espana el Grupo GELTAMO (Grupo Espanol de Linfomas/
Trasplante de Médula).

1994: se crea en Espana el Grupo GETH (Grupo espanol de Trasplante) y se crea en

Estados unidos de America el CIBMTR (Center International Bone Marrow
Transplant Registry) (NMDP+IBMTR)
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1.4.1.2. Fuente de progenitores

Medula 6sea

No contraindicacion por edad.

Precisa anestesia.

Precisa autotransfusion del donante.

El niUmero de precursores hematopoyéticos es mas limitado.
Recuperacion de neutrofilos y plaquetas mas lenta.

Efectos secundarios como fatiga, dolor en zona de puncion y

complicaciones como hematomas locales.

Sangre Periférica

No precisa anestesia.

Se consiguen mas precursores hematopoyéticos.
Posible efecto adverso de los G-CSF.

Recuperacion de neutrofilos y plaquetas mas rapida.
Presenta mayor incidencia de EICR crénico.

En el momento actual se utiliza en mas del 95% de los autoTPH y el 65%

de los aloTPH son de sangre periférica.

Sangre de cordén umbilical

Facilidad de obtencion.

Inocuo para la madre y nino.

Rapida disponibilidad.

Menor reactividad inmunologica en el receptor del TPH.

Reducido riesgo de transmision viral.
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= Mayor probabilidad de encontrar para minorias étnicas
= NUmero limitado de células madres.

= Mayor riesgo de fallo de implante.

= Retraso en la recuperacion hemoperiférica.

= No transferencia de Linfocitos Ty B con memoria.

» Riesgo de transmision de enfermedades genéticas no reconocibles al

nacimiento.

I.4.1.3. Enfermedad injerto contra receptor

La enfermedad de injerto contra receptor agudo es una de las complicaciones con
mayor morbi-mortalidad en el periodo post-TPH. En este proceso los linfocitos T
del donante reconocen alo-antigenos que activan la presentacion de antigenos,
con la consecuente activacion de la cascada inflamatoria produciendo un dafo

tisular que puede llegar a ser mortal.

Hay que tener en cuenta que este proceso se desarrolla de forma cadtica en
intensidad, severidad y mantenimiento, no presenta una relacion lineal temporo

espacial, por lo cual se hace dificultoso anteceder a la aparicion del mismo.

Fisiopatologia

Para el desarrollo de la EICR se requiere que las células inmunocompetentes del
injerto reconozcan proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad no
expresadas en el donante, siendo también importantes las discrepancias a nivel

de los antigenos menores de histocompatibilidad [34,36].

La patogénesis es muy compleja, de manera que se pone en juego el sistema

inmunoldgico del receptor y del donante, podemos dividirla en tres fases [34]:
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Fase 1

Enfermedad de base, tipo de acondicionamiento recibido, profilaxis de EICH,
descontaminacion intestinal realizada, dafo organico, infusion de precursores

hematopoyéticos y tormenta de citoquinas.

El dafo tisular inducido fundamentalmente por el régimen de acondicionamiento
previo al trasplante u otros procesos inflamatorios intercurrentes como por
ejemplo infecciones, dan lugar a la secrecion de citoquinas proinflamatorias que
son responsables de la activacion de las células dendriticas (CDs) del huésped,

necesarias para el inicio de las respuestas inmunes primaria y secundaria.

Fase 2

Activacion de los linfocitos T, aloreactividad de linfocitos T del donante,

diferenciacion, activacion y migracion.

-La presentacion de antigenos a las CDs una vez activadas actlan como
presentadoras de antigenos del huésped a los linfocitos T del donante provocando

su activacion, proliferacion y diferenciacion.

-Citoquinas y quimioquinas. La activacién de los linfocitos T resulta en la
transcripcion de genes de citoquinas y/o de sus receptores. Los linfocitos T CD4
del donante productores de interleuquina 2 (IL-2) amplifican la respuesta
aloinmune. Otras citoquinas, como la interleuquina 15 (IL-15) o IL-6 desempefan
un papel clave en el proceso de activacion y expansion de los linfocitos T. El
Interferon-gamma (IFN-g) facilita la presentacion de antigenos aumentando la
expresion de moléculas de adhesion y de moléculas HLA y es ademas un mediador
en el proceso de dano tisular. Las quimioquinas inflamatorias expresadas por los
tejidos danados son las responsables de la migracion de las células inmunes a los
organos linfoides secundarios y a los tejidos diana. Los linfocitos T CCR5+, que

producen citoquinas Th1, se asocian al desarrollo de EICR [35].
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Fase 3
Fase efectora celular e inflamatoria.

-Los efectores celulares principales de la EICR aguda son los linfocitos T

citotoxicos y las células NK.

-Las citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-1 inducen dano tisular directamente
mediante la induccion de apoptosis y necrosis. El TNF-a activa las CDs y aumenta
la presentacion de aloantigenos. Induce la produccion de quimoquinas
inflamatorias que son las que reclutan linfocitos T, neutrofilos y monocitos a los

organos afectos [37].

1.4.1.3.1. Clinica de la EICR aguda

Las caracteristicas clinicas estan marcadas por el efecto citotoxicos de los
linfocitos del donante contra las células del receptor, las mas frecuentes son las
células epiteliales de la piel, células de los conductos biliares y de las criptas en

la mucosa intestinal.

Se ha denominado histéricamente al EICR aguda al evento que ocurria en los
primeros 100 dias postrasplante. No obstante utilizando los criterios establecidos
por el NIH [tabla 3] es la sintomatologia y no el momento de aparicion la que
determina el diagnostico diferencial entre EICR aguda o cronica, incluso es posible

la coexistencia de signos y o sintomas atribuibles tanto a EICR aguda como crénica
[38].
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Piel

Las manifestaciones cutaneas sueles ser eritema maculopapuloso que
habitualmente es pruriginosos y/o doloroso, puede ser localizado en palmas,
plantas, orejas, mejillas, cuello, cara interna de muslos, tronco y flancos, no
obstante las formas generalizadas suelen ocurrir. En sus formas avanzadas puede
manifestarse con descamacion cutanea, formacion de bullas y necrosis
epidérmica. La afectacion cutanea se clasifica en 4 grados, segin la severidad
[tabla 4]. El diagnédstico diferencial de la EICRa cutanea incluye los efectos de la

quimioterapia 6 radioterapia, alergia a farmacos e infecciones virales

Hepatico

La alteracion del perfil enzimatico hepatico suele asociarse a manifestaciones
cutaneas y/o intestinales. Estas alteraciones de la bilirrubina y fosfatasa alcalina
se asocia al aumento de las transaminasas, cuando esto sucede tenemos que
realizar el diagnodstico diferencial con enfermedad veno oclusiva hepatica,
infecciones, toxicidad por farmacos, etc. La biopsia es de utilidad cuando no
existes otro organo afecto por esta complicacidon post TPH, cuando se realiza los

hallazgos son caracteristicos y patognomonicos [tabla 5].

Digestivo

Es la manifestacion clinica que suele ser la mas severa y en algunos casos la de

menor tasa de respuesta al tratamiento inmunosupresor.

Las manifestaciones clinicas son anorexia, nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal de tipo colico y en casos graves hemorragia. Los diagnosticos
diferenciales sueles ser: toxicidad gastrointestinal inducida por el régimen de
acondicionamiento, infecciones viricas o bacterianas, por lo que es necesario

realizar estudios microbiolégicos seriados y la biopsia es necesaria para el
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establecer el diagnostico definitivo de EICRa digestivo, dado que los hallazgos

anatomopatologicos [39].

Los pacientes que solo presentan sintomas de EICR de localizacion alta como son:
anorexia, dispepsia, nauseas y vomitos, sin diarrea, presentan una mayor tasa de
respuesta al uso de esteroides y menor severidad de los sintomas, estos datos

clinicos son utilizados a la hora de plantear el uso de tratamientos mas intensos.
[38,39].

Otros 6rganos

Afecta también al tejido linfoide y de esta manera una disminucion de los centros
germinales y anomalias en las poblaciones linfoides, analiticamente se manifiesta
como inversion del cociente CD4/CD8. Estos danos producidos por la reactividad
linfoide aumentan el riesgo de desarrollar infecciones severas en el periodo

postrasplante.

También se han observado sintomas oftalmoldgicos como fotofobia, conjuntivitis
hemorragica y formacion de pseudomembranas, estas manifestaciones se han

asociado a peor supervivencia [36,39].
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1.4.1.3.2. Factores de riesgo para el desarrollo de EICR agudo

Factores que predisponen a mayor riesgo de EICR agudo

- Tipo de acondicionamiento, si es mieloablativo o de intensidad reducida.

- Diferencias en el HLA o la utilizacion de un Donante no emparentado.

- Elegir donantes como mujeres con embarazos previos.

- Edad, mayores de 45 afnos en los donantes.

- Donante mujer - receptor varon.

- Tipo de PHP, mayor en sangre periférica que medula o6sea.

- Cantidad de linfocitos T infundidos.

- Mayor celularidad de CD34.

- Tipo de profilaxis de la EICR utilizada.

- No alcanzar los niveles deseados del inmunosupresor, mayor evidencia con la

ciclosporina.

- No utilizar descontaminacion intestinal.
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1.4.1.3.3. Graduacion del EICR

La enfermedad injerto contra receptor aguda fue clasificada de 0 a 4 segln los
criterios de Glucsberg et al [41]. La enfermedad injerto contra huésped crénica
fue clasificada como limitada o extensa segun criterios de Shulman el al [38]. La
graduacion se realiza teniendo en cuenta el grado de afectacion hepatica,
digestiva y cutanea, estos datos son obtenidos del laboratorio, anatomia

patoldgica y signos clinicos [40].

Categoria Momento de Sintomas caracteristicos Sintomas caracteristicos
aparicion de EICHa de EICHc
EICHa
Clasica < 100 dias Si No
postrasplante
Persistente, Si No
recurrente o tardia > 100 dias
postrasplante
EICHCc
Clasica Sin limite temporal No Si
Mixto 6 compuesto Sin limite temporal  Si Si

Tabla 3. Clasificaciones EICR, segin momento aparicion y sintomas [40].



Organo Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

Piel Rash Rash Rash
eritrodermia
<25% SC 25-50% SC >50% SC
generalizado
con bullas
Higado Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina
Bilirrubina
2-3mg/dL 3,1-6mg/dL 6,1/15mg/dL >15mg/dL
Intestino Diarrea Diarrea Diarrea Diarrea
>500mL/dia >1000mL/dia >1500mL/dia
>2000mL/dia

o dolor abdominal
severo con o sin
paralisis

Tabla 4. Gradacidn segin afectacion por organo y severidad [40].

Grado total Piel Higado Intestino ECOG

I Leve 1-2 0 0 0

II Moderado 1-3 1 1 0-1

III Severo 2-3 2-4 2-3 2-3
multiorganico

IV Peligro de muerte 2-4 2-4 2-4 3-4

Tabla 5. Gradacién clinica [40].
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1.4.1.3.4. Tratamiento y profilaxis

Valorando las distintas fases de la fisiopatogenia de la EICR y teniendo en cuenta
el conocimiento de los mecanismos implicados en su desarrollo existen disefios de
nuevas aproximaciones que estan demostrando una eficacia importante tanto

desde el punto de vista profilactico como también terapéutico.

Se han disenado estrategias en relacion a la prevencion, que son las que actlan
sobre las fases | y Il de la patogénesis y otras que han sido encaminadas al

tratamiento del EICR, estas intentan manipular las fases Il y 11l [40,41].

Pautas estandar de profilaxis

La estrategia farmacologica primaria para prevenir la EICR aguda es la utilizacion
de los inhibidores de la calcineurina, enzima fundamental para la activacion de
los linfocitos T. El Tacrélimus y la Ciclosporina A son similares en cuanto a la
eficacia clinica, el mecanismo de accidon y los efectos toxicos incluyendo la

hipomagnesimia, la hiperpotasemia, la hipertension y la nefrotoxicidad [41].

Se han comparado otras estrategias como son la combinacion de Tacrélimus/
Metotrexate la cual permitié reducir el riesgo de EICR en trasplante de donante
no emparentado, estos estudios sugieren que la combinacion de un inhibidor de
calcineurina (CsA o Tacrolimus) mas Metotrexate, representa el tratamiento de

eleccion en la actualidad [42].

Nuevas estrategias de profilaxis

La Ciclofosfamida postrasplante es capaz de generar un efecto citotoxico
selectivo sobre los linfocitos T que se encuentran en fase de division celular, sin
alterar la viabilidad del resto de poblaciones linfoides. Esto permite realizar

trasplantes haploidénticos con deplecion in vivo linfoide T con una incidencia de
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EICR similar al resto de las modalidades de trasplante utilizadas [46]. También
existen datos de sus optimistas resultados cuando se utiliza en donantes HLA

idénticos, no obstante son resultados que necesitan su analisis a largo plazo [43].

Estrategias de tratamiento de la EICR

El tratamiento de eleccion de la EICR continta siendo los esteroides, en relacion a
la dosis existe un estudio donde demuestran que las dosis estandar de 2mg/kg/dia

de 6 metilprednisolona serian similares en eficacia a dosis mas bajas [44].

Ademas del sistémico, el tratamiento topico constituye una herramienta clave
para el control de la sintomatologia sin tener que recurrir al incremento de
tratamiento inmunosupresor; en este sentido, la Beclometasoma dipropionato ha
mostrado su eficacia en estudios prospectivos randomizados en combinacion con
dosis bajas de 6 metilprednisolona, aumentando la tasa de respuestas e incluso la
supervivencia a un ano en pacientes con EICR agudo digestivo e incluso permite
obtener un elevado porcentaje de respuestas en ausencia de tratamiento

sistémico con esteroides [45].

Varios ensayos clinicos han tratado de validar algin tratamiento para utilizar en
aquellos pacientes que son refractarios a los esteroides, también ha sido fallido el
intento de valorar respuestas tanto en EICR agudo como crénico en asociar un
segundo farmaco inmunosupresor a los esteroides dentro de la primera linea de
tratamiento [46], no existe un tratamiento que pueda considerarse estandar,
habiéndose empleado Mofetil Micofenolato (MMF), Sirélimus, Alemtuzumab, ATG,

Pentostatina, etc.
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Nuevas estrategias de tratamiento: terapia celular

Las estrategias mas interesantes desde el punto de vista de la fisiopatologia de la
EICR, son las terapias celulares, como son el uso de células mesenquimales o
linfocitos T reguladores (CD4+/CD25+). También la fotoaféresis extracorpérea
ofrece buenos resultados, su mecanismo de accion reside en alterar la proporcion
de subpoblaciones linfocitarias, mejoraria las manifestaciones cutaneas
eritematosas y esclerodermiformes ademas de las extracutaneas propias de la
EICR cronica [47,48].

En relacion con el uso de células mesenquimales, se ha fracasado en el intento de
emplearlas en la estrategia de profilaxis [47], ya que no se vio menor incidencia
de EICR cuando se empleaba desde el dia 0 del TPH. En relacion al tratamiento,
diversos estudios han descrito la eficacia con una tasa de respuestas variable en
funcion de la linea de tratamiento en que se han utilizado, la severidad de la EICH

y el organo afecto [48].
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II.1. Hipétesis

La familia de enzimas glutation S-transferasas (GSTM1 y GSTT1) esta involucrada
en el metabolismo de carcindégenos ambientales y drogas quimioterapicas. Su
capacidad inmunogena y relacion con el rechazo agudo ha sido demostrada en el

trasplante de o6rganos sélidos [3,5,7,8].

Atendiendo a los resultados obtenidos en diferentes publicaciones relacionadas
con los trasplante de organos solidos, se ha propuesto la posibilidad del
reconocimiento alogénico de las proteinas GSTM1 y GSTT1 por el receptor cuando

se somete a trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos [1,7,15].

Son numerosos los intentos realizados para obtener algin método diagnostico que
pueda prevenir la aparicion de la enfermedad injerto contra receptor aguda y de
esta manera, poder adelantarse a los sintomas clinicos de la misma [103,104].
Ademas, tras esta complicacion cuando la respuesta inflamatoria se encuentra ya
establecida, son pocos los pacientes que responden a tratamientos de segunda
linea [101,102].

Tras todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo se ha planteado el estudio
de la variabilidad genética, ausencia frente a presencia del alelo GSTM1 o GSTT1
entre donante y receptor, y su posible relacion con la incidencia de la enfermedad
injerto contra receptor aguda en pacientes con leucemia aguda sometidos a

trasplante alogénico mieloablativo.
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II.2. Objetivos

Se plantean como objetivos los siguientes:

Principales

1.

Analizar la incidencia de los alelos GSTM1 y GSTT1 en aquellos pacientes
sometidos a trasplante de precursores hematopoyéticos y en sus respectivos

donantes.

Relacionar la presencia/ausencia de los alelos GSTM1 y GSTT1 entre donante y
receptor con la enfermedad injerto contra receptor aguda e intentar

determinar su valor como posible factor predictivo.

Comparar los diferentes tipos de profilaxis utilizados para la enfermedad
injerto contra receptor aguda en los pacientes sometidos al trasplante

hematopoyético y relacionarla con la expresion de los alelos GSTM1 y GSTT1.
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Secundarios

1.

3.

Analizar y relacionar en esta serie de pacientes aquellas variables que tienen

asociacion ya conocida con la enfermedad injerto contra receptor aguda.

Evaluar en la serie estudiada si la expresion de los alelos GSTM1 y GSTT1 esta
relacionada con la incidencia de la enfermedad injerto contra receptor
cronica, toxicidad hepatica relacionada con el trasplante, recaida de la

enfermedad de base, mortalidad y supervivencia global.

Valorar la respuesta al tratamiento inmunosupresor de la enfermedad injerto
contra receptor aguda, analizando los resultados en las diferentes lineas de

tratamiento utilizadas.
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l.1. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes con leucemia

aguda, sometidos a TPH alogénico.

.2. POBLACION ESTUDIADA

Se han estudiado en total 92 pacientes diagnosticados entre 1999 y 2009 en el
Hospital Regional Universitario de Malaga, incluyendo en la serie también
pacientes del Hospital Materno Infantil de Malaga, en total 59 pacientes
pertenecieron al hospital de adultos y 33 al pediatrico. El criterio de inclusion fue
que los pacientes tuvieran diagnostico de hemopatias malignas y se sometieran a

trasplante hematopoyético alogénicos.

l1l.2.1. Variables estudiadas

Variables relacionadas con el paciente y la enfermedad de base

Hospital de procedencia: Se considero el hospital donde se realizo el TPH,
Hospital Carlos haya / Hospital Materno Infantil (variable cualitativa nominal

policotémica).
* Edad: valorada en ainos, (variable cuantitativa continda).
* Sexo: femenino o masculino, (variable cualitativa nominal dicotémica).

* Enfermedad de base: se lo considero al diagnostico previo al TPH, Leucemia
mieloblastica aguda (LMA), Leucemia linfoblastica aguda (LLA), LMA

secundaria, (variable cualitativa nominal dicotomica).
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* Respuesta al tratamiento: se valord la respuesta previa al TPH, 12 remision
completa (1RC), 22 remision completa (RC2), no remision (NR), (variable

cualitativa nominal dicotomica).

* Positividad para el alelo GSTM1 y GSTT1 en donante y receptor, (variable

cualitativa nominal policotomica).

Variables relacionadas con el tratamiento previo al trasplante

* Tipo de acondicionamiento utilizado: diferentes tipos de acondicionamiento
quimioterapicos y asociados a irradiacion corporal total (ICT), (variable

cualitativa nominal dicotomica).

* Esquema de acondicionamiento con ICT versus (vs) a aquellos que solo
utilizaron  quimioterapia, se los asocio en ICT vs. ICT + quimioterapia,

(variable cualitativa nominal dicotomica).

Variables relacionadas con el TPH

* Tipo TPH: el tipo de donante utilizado se lo valoro en Donante emparentado
(DE) versus donante no emparentado (DnE) (variable cualitativa nominal
dicotdomica).

* Identidad del HLA: se valoro la identidad del HLA del donante ,idéntico en el

HLA vs no idéntico, (variable cualitativa nominal dicotomica).

* Tipo de progenitor: tipo de precursor utilizado en el TPH,médula 6sea (MO),
sangre periférica (SP) y sangre cordon umbilical (SCU) (variable cualitativa

nominal dicotomica).

* EICR agudo: se valor6 la aparicion de sintomas de EICR, presencia vs ausencia

del mismo (variable cualitativa nominal dicotémica).

* Grado EICR: grados clinicos de la EICRag. valorado en I, IlI, lll y IV, (variable

cualitativa ordinal policotomica).
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Grado EICR: grados clinicos agrupados en leves 0-1 vs. severos II-IV (cualitativa

nominal dicotomica).

Localizacion EICR agudo: se valord la localizacion clinica ,intestinal, cutanea,

hepatica, mixta (variable cualitativa nominal policotomica).

EICR croénico: se valord la presencia vs ausencia del mismo (variable cualitativa

nominal dicotomica).

Grado EICR crénica: se valor6 los grados clinicos del EICR cronico en Leve,

moderado o severo (variable cualitativa nominal policotomica).

Tratamiento utilizado en la enfermedad injerto contra receptor aguda, se
enumeran los diferentes tipos utilizados (variable cualitativa nominal

dicotomica).

Toxicidad hepatica: valorado en grado clinicos segun afectacion de enzimas

hepaticas, I, II, Ill o IV (variable cualitativa ordinal policotomica).

Mortalidad relacionada con el TPH: la mortalidad que sucedié en el momento

del TPH, presencia vs ausencia (variable cualitativa nominal dicotomica).

Causas de muerte: analisis de las diferentes causas de muerte en la serie de

pacientes (variable cualitativa nominal dicotomica).

Variables evento: respuesta, recaida y muerte

Recaida: recaida de su enfermedad de base post trasplante, si vs. no (variable

cualitativa nominal dicotomica).

Respuesta al tratamiento del EICR: respuesta favorable al tratamiento

comenzado, si vs. No (variable cualitativa nominal dicotomica).

Evento muerte: presencia vs ausencia de la misma, si vs. no (variable

cualitativa nominal dicotomica).
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Variables tiempo

* SG: cuantitativa continua. Se define como SG al tiempo transcurrido desde el

diagnostico hasta la muerte por cualquier causa o fecha de ultimo control.

lll.3. Métodos de estudio

l11.3.1. Extracciéon y obtenciéon de DNA

EL ADN genomico fue extraido en los 92 pacientes y donantes de sangre periférica
total, unos 30 dias antes del trasplante de precursores hematopoyéticos,
utilizando procedimientos convencionales (kit de aislamiento de ADN Puregene,
Gentra Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.), y se almacend a -80 C° hasta que se

han realizado las determinaciones mediante la técnica de PCR.

11I.3.2. Calidad de DNA

Utilizamos para medir la concentracion y pureza del ADN el espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop 2000. Aceptando como indicador la relacion de
absorbancias a las longitud de onda entre 260nm y 280nm para el ADN. Con un

rango de deteccion de 2ng/pL (dsDNA).



69

lll.3.3. Analisis del ALELO NULO/Amplificacion de PCR en tiempo

real

Esta deteccion se realizd mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando la amplificacion de los cebadores siguientes: GSTT1 cebador 5 "-TTC
CTT ACTO AAC GGT CAC ATC TC -3»; GSTT1 Primer inversa 5 "-TCA CCG GAT CAT
GGC CAG CA -3»; GSTMT1 cebador 5 - GAA CTC AAC GAA AAG CTA AAG C -3», y
GSTM1 Primer inversa 5 "- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G -3».

Cada reaccioén de 25 pl PCR contenia 2,5 pl de 10X tampédn de reaccion con MgCl,
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), 10 pmol de cada cebador, 100
pmol / pl cada uno de desoxinucleosidos trifosfato (deoxyATP, el trifosfato de
desoxiguanosina, el trifosfato de desoxicitidina, y el trifosfato de timidina,
Perkin-Elmer Corporation, Foster City, CA) en Tris - HCl, 1 unidad de Taqg ADN
polimerasa HotStar (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), y 100 ng de

DNA gendmico de plantilla a temperatura de templado de 58 °C durante 40 ciclos.

En los alelos nulos, todos los cebadores y sondas hibridan dentro del gen

correspondiente.

Se determinaron estos alelos nulos antes que el paciente haya sido sometido al
trasplante de precursores hematopoyéticos, luego del trasplante se han
determinado cada 2-3 meses coincidiendo con la determinacién de los alelos nulos

de las técnicas de quimerismo.
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LightCycler: Condiciones de ejecucién

Se utiliz6 para realizar la PCR en tiempo real el tecnologia LightCycler.

Se establecieron condiciones similares para todas las carreras: 100 ng de ADN
genomico se anadié a 20 ml de volumen de reaccion que contiene 0,4 mmol / |
cada cebador, 0,2 mmol / L. anclar y sonda de sensor y 2 ml de sondas de ADN Fast
Star LightCycler Maestro de hibridacion (Roche Molecular Biochemicals) que
incluian tampon, Tag ADN polimerasa y MgCl2. La concentracion final Mg2p en la
mezcla de reaccion se ajusté a 3,5 mmol / | en todos los casos, a excepcion de
SRY, que era 4,5 mmol / . beta globina, que se utiliza como un gen de referencia,
se amplificé en la misma ejecucion y siguiendo el mismo procedimiento descrito
para cada marcador. Los cebadores y sondas para la amplificacion beta globina
fueron proporcionados en un kit comercial (ADN kit de control LightCycler,
Roche). Los condiciones del programa solicitado QRT-PCR fueron probados

previamente.

Cuantificacion de la muestra

Con el fin de reducir la variacién entre los diferentes ensayos y muestras, se
utilizé un procedimiento basado en la cuantificacion relativa de los genes diana vs
su control en relacion con los calculos de referencia gene.31, se llevaron a cabo

automaticamente por el software LightCycler (RelQuant, version 1.0, Roche).

La Eficiencia de cada gen se calcularon a partir de las laderas del punto de cruce
(Cp) vs parcelas de concentracion de ADN, segiun el E%10 féormula (L1 /

pendiente).
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I11.4. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realizd un analisis estadistico descriptivo de la serie. Los
resultados se expresaron como porcentajes en las variables categoricas y como

medianas (extremos) para las variables continuas.

En el analisis univariante se determiné el grado de relacion existente entre dos
variables cualitativas realizamos tablas de contingencia, utilizando el test de Chi
cuadrado, corregido con el test de Fisher en los casos en que el tamano de la
muestra es reducido y se observan pocos eventos. El nivel de significacion
estadistica para apoyar la dependencia de las variables fue de 0.05. Describimos
el tiempo hasta el evento desarrollando las curvas de supervivencia mediante el
método de Kaplan Meier y para comparaciones las pruebas de log rank obteniendo

la funcion de probabilidad de supervivencia.

Para el analisis multivariante, las variables con un valor de P < 0.10 fueron
incluidas en los analisis usando el método de riesgo proporcional de Cox para
eventos temporales (observaciones incompletas, Cox DR. 1972) o el método de
Fine and Gray para la incidencia acumulativa (Fine JP, Gray RJ. 1999), se utilizo
para la MRT, EICR aguda y crénica, la recaida, la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia global. El analisis estadistico se realizé usando el
SPSSv17.
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l1I.5. UTILIZACION DE LA EXPRESION DEL ALELO COMO FACTOR
PREDICTIVO

El analisis de su validez puede obtenerse calculando los siguientes valores:

Sensibilidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado
positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test para detectar la

enfermedad.

VP
VP +FN

Sensibilichd =

Especificidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. Se

puede definir la especificidad como la capacidad para detectar a los sanos.

VN
VN + FP

Especificidad =

Valor predictivo positivo

Es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en
el test. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a partir de la
proporcion de pacientes con un resultado positivo en la prueba que finalmente
resultaron estar enfermos:

P
VP + FF
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Valor predictivo negativo

Es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba esté
realmente sano. Se estima dividiendo el nUmero de verdaderos negativos entre el

total de pacientes con un resultado negativo en la prueba:

VN
FN +VN

VPN =
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IV.1. PACIENTES

En la serie de pacientes estudiada un 43% de los receptores del TPH (40 pacientes)
fueron mujeres, siendo el restante 57% hombres (52 pacientes). La edad media de
nuestra serie fue de 38 anos (rango 3 anos - 63 anos). Al no existir diferencia por
grupos de edades en la expresion de los alelos GSTT1 y GSTM1 y de no existir
diferencias en la incidencia de la enfermedad injerto contra receptor aguda, los
analisis de los resultados en relacion con la edad fueron globales. El seguimiento

de la serie fue minimo de 180 dias.

El diagndstico de los pacientes fue de leucemia aguda en el 100% de los casos, en
35 pacientes correspondio a leucemia mieloblastica aguda (LMA), en 47 pacientes
a leucemia linfoblastica aguda (LLA) y 10 pacientes fueron LMA secundarias en un

100% de los pacientes a sindromes mielodisplasicos [Figura 5].

Todos los pacientes estudiados fueron sometidos a trasplante alogénico de

precursores hematopoyético (aloTPH).
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60—
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IS
S
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Porcentaje
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201

T T T
LMA LLA LMA por SMD
Diagnostico de base

Frecuencia | Porcentaje
LMA 35 38.0
LLA 47 51.1
LMA por SMD 10 10.9
Total 92 100.0

Figura 5. Diagnosticos de los pacientes sometidos a TPH.

En el momento de someterse al trasplante alogénico un 45% de los pacientes se
encontraban en primera remision completa (1RC) de la enfermedad y el 37% (34
pacientes) que ingreso para realizar el TPH encontrandose en segunda remision
completa (2RC o mas), esto ultimo indica que un tercio de la serie preciso de mas
ciclos de quimioterapia tras la primera recaida de su enfermedad de base. No
obstante siendo el TPH también un tratamiento en pacientes refractarios, hubo un

18% (17 pacientes) que ingresaron sin remision de su enfermedad (NR) [Figura 6].
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SITUACION PREVIA AL ALO TPH
NR

1RC

2RCo+

| Frecuencia | Porcentaje
1RC 41 44.6

2RCo + 34 37.0
NR 17 18.5
Total 92 100.0

Figura 6. Situacion previa al TPH.

En relacion con el acondicionamiento previo a la infusion de precursores
hematopoyéticos utilizado en la serie estudiada, en el 100% de los casos fue de
tipo mieloablativo. Se utiliz6 en 64 pacientes (68%) el esquema BuCy, el cual
consiste de Busulfan a dosis de 4 mg/Kg/ los dias -7 a -4 del TPH, asociado a
Ciclofosfamida 50 mgr/Kg. los dias -3y -2 del TPH [Figura 7].

Se administro en 28 pacientes (31%) irradiacion corporal total (ICT) a dosis de 12
Gy, repartido en 6 sesiones en total, de 2 Gy por sesion. Se asocio a la ICT a
Ciclofosfamida a dosis de 60 mg/kg los dias -6 y -5 del TPH.

En aquellos receptores en el cual su donantes era no emparentado o presentaba
alguna disparidad en el HLA se asocid al esquema de acondicionamiento
Timoglobulina (2,5 mg/kg/dia) los dias -5,-4,-3 del TPH.



Regimen de acondicionamiento

ICT+ Cy

Bucy

Frecuencia | Porcentaje

ICT+ Cy 28 30.4
BuCy 64 69.6
Total 92 100.0

Figura 7. Regimenes de acondicionamiento empleados.

En un 70%, 64 pacientes, el donante fue emparentado (DE), siendo el 30% restante
donantes no emparentados. En relacion al HLA, sélo en el 13% (12 pacientes) de

de los receptores existio disparidad con su donante, la disparidad fue de 9/10 en

todos los casos [tabla 6].

Como fuente de progenitores hematopoyéticos se utilizd médula osea en 41

pacientes (44%), sangre periférica en 43 (46%) y cordon umbilical en 8 (10%).

80
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Disparidad del HLA

Frecuencia | Porcentaje
idéntico 80 87.0
no idéntico 12 13.0
Total 92 100.0
Tipo de progenitores
Frecuencia | Porcentaje
SP 43 46.7
MO 41 44.6
SC 8 8.7
Total 92 100.0
Tipo de donante
Frecuencia | Porcentaje
DE 64 69.6
DnE 28 30.4
Total 92 100.0

Tabla 6. Disparidad HLA, tipo progenitores y tipo de donante.




La profilaxis de la enfermedad injerto contra receptor aguda en los pacientes

sometidos a trasplantes de donante emparentado se realiz6 con:

- Ciclosporina a dosis de 1.5 mg/Kg./12 h iv desde dia +1, asociado a Metotrexate

intravenoso en pauta corta, a 10 mg/m2 iv los dias +1, +3 y +6 post TPH.

En los receptores de donante no emparentado se utilizaron combinaciones de:

- Tacrolimus a dosis de 0.02 mg/Kg/dia intravenoso en infusion continta desde
el dia -3 del TPH.

- Sirolimus a dosis de 8 mg via oral comenzando el dia -3 del TPH,

continuando con 2 mg/dia via oral.

- ATG a dosis de 2,5 mg/kg/dia los dias -5,-4,-3 del TPH.

De los 92 pacientes estudiados en la serie un 37 %, 40 pacientes, desarrollaron

enfermedad de injerto contra receptor aguda (EICRag.) grado II-IV

En relacion con el sitio donde fueron las manifestaciones clinicas, observamos que
del 37% total de incidencia de EICRag. la localizacién fue en un 12% cutanea, 3%

hepatica, 6 % intestinal y en un 13% combinado cutaneo con digestivo [Tabla 7].

LOCALIZACION EICR

Frecuencia | Porcentaje
CUTANEO 14 12.0
HEPATICO 3 3.0
INTESTINAL 5 6.0
Piel + intest 12 13.0
Total 34 37.0

Tabla 7. Localizacion enfermedad injerto contra receptor.
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IV.2. RESULTADOS DE LA EXPRESION DE LOS GENES GST CON LAS
VARIABLES ESTUDIADAS

En la serie estudiada observamos que el 75% de los receptores del TPH mostro
expresion del alelo del gen GSTT1 (GSTT1+) y el 55% lo fue para el alelo de GSTM1
(GSTM1+), mientras que el 75% de los donantes de precursores hematopoyéticos
expreso el alelo GSTT1+ vy el 53% fue GSTM1+ [Figura 8].

75% 75%

| 55% | 53%

RECEPTORES RECEPTORES DONANTES DONANTES
GSTT1 GSTM1 GSTT1 GSTM1

Figura 8. Distribucion en la expresion de los diferentes alelos.
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Analizamos en los receptores y en los donantes las diferentes combinaciones de la
expresion de los alelos GSTM1 y GSTT1, estos fueron los resultados [Figura 9 y tabla
8].

En relacion con la expresion de los alelos GSTT1 encontramos que:

El subgrupo en donde tanto donante como receptor expresaban el alelo fue
de un 64 %.

El subgrupo de donante positivo (D+) y receptor negativo (R-) fue de un 11
%.

El subgrupo de donante negativo (D-) y receptor positivo (R+) también ha

sido de un 11 %.

El subgrupo de donante negativo (D-) y receptor negativo (R-) ha sido de un
14 %.

En relacion con la expresion del alelo GSTM1 el analisis de los subgrupos fue el

siguiente:

Un 20.7 % en el subgrupo que tanto donante como receptor expresaban el
alelo GSTMI1.

El subgrupo de donante positivo (D+) y receptor negativo (R-) fue de un
22.8 %.

En el subgrupo de donante negativo (D-) y receptor positivo (R+) los

resultados fueron de un 23.9 %.

El subgrupo de donante negativo (D-) y receptor negativo (R-) ha sido de un
32.6 %.
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Figura 9. Expresion de los diferentes alelos en los diferentes subgrupos.
GSTT1 GSTM1

Frecuencia | Porcentaje Frecuencia | Porcentaje

Validos D+R- 10 11.0 Validos D+R- 19 20.7

D-R+ 10 11.0 D-R+ 21 22.8

D-R- 13 14.0 D-R- 22 23.9

D+R+ 59 64.0 D+R+ 30 32.6

Total 92 100.0 Total 92 100.0

&5

D+ (donante positivo) D- (donante negativo)

R+ (receptor positivo) R- (receptor negativo)

Tabla 8. Frecuencias y porcentajes expresion GSTT1y GSTM1.
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En relacion al analisis del alelo GSTM1 y GSTT1, realizamos una division de
subgrupos entre la expresion o no del alelo en los receptores y donantes, fue
realizada para relacionar los datos vy las variable del TPH con los diferentes

subgrupos de expresion del alelo.

A la hora de subdividir los grupos del alelo GSTM1 y analizar los resultados,

observamos que:
- Enun 55,4% el alelo era positivo en receptores, siendo un 46,6% negativo

- Bajo la hipotesis del presente trabajo, sobre el reconocimiento alogénico
del alelo del receptor de aquellos donantes que no lo expresaban, también
analizamos el subgrupo donde el receptor expresa el alelo (R+) y el donante
no lo presenta (D-), y analizamos este subgrupo frente al resto de los

grupos [Figura 11].

- De la misma manera analizamos el subgrupo con expresion opuesta,
receptor positivo y donante negativo que fueron del 22,8% frente al resto

de los subgrupos. [Figura 12].
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Figura 11. Comparacion de porcentajes de R-/D+
vs el resto combinaciones.
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Figura 12. Comparacion R+ vs R (izquierda).
Comparacion de porcentajes de R+/D- vs el resto

combinaciones (derecha)
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Cuando realizamos el analisis de la expresion del alelo GSTT1 en los 4 subgrupos
de donantes y receptores, encontramos que en el grupo D+/R- de 10 pacientes en
total, 7 (70%) de ellos no desarrollaron EICRag. En el grupo D-/R+, de 10 pacientes
5 (50%) de ellos no presentaron EICRag. Grado II-IV. En el grupo D-/R- de 13
pacientes, 9 pacientes (69%) no desarrollaron EICRag. y en el grupo D+/R+ de 59
pacientes, 37 de ellos (62%) no presentaron EICRag. De este analisis observamos
que no hubo diferencias en la incidencia de EICRag. Este analisis no tuvo
asociacion estadisticamente significativa, estos datos presentaron una de p=
0.6796 [Figura 20].

No observamos relacion estadistica entre la variabilidad genética entre donante y
receptor en la expresion del alelo GSTT1 y la mayor incidencia de EICRag. [Figura
20]. Tampoco relacionamos de forma significativa el resto de las variables del

estudio con el alelo GSTT1.

Cuando relacionamos las variables del estudio con el EICRag., en el analisis
univariante observamos los siguientes resultados reflejados en la tabla 9 segln el
analisis de la expresion del alelo GSTM1 en los 4 subgrupos de donantes y

receptores:

- Encontramos que en el grupo D+/R- de 19 pacientes en total, 15 (79%) de

ellos no desarrollaron EICRag.

- En el grupo D-/R+, de 21 pacientes 8 (38%) de ellos no presentaron EICRag.
Grado lI-IV.

- En el grupo D-/R- de 22 pacientes, 19 pacientes (86%) no desarrollaron
EICRag.

- En el grupo D+/R+ de 30 pacientes, 16 de ellos (53%) no presentaron
EICRag.
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De este analisis observamos que en los grupos en donde el receptor no expresaba
el alelo, tenian una menor incidencia de EICRag. y en el subgrupo donde el R-/D-

la incidencia es aln mas baja. Este analisis tuvo una de p= 0.0096 [Figura 14].

Tras el analisis anterior decidimos comparar a los receptores que expresaban el
alelo GSTM1 (R+) frente a los que no lo expresaban (R-), observamos una menor
incidencia de EICRag. en los pacientes que no expresaban el alelo GSTM1, de 41
pacientes en total que no lo expresaban, 34 de ellos (82%) no desarrollaron
EICRag., mientras que de 51 pacientes que expresaban el alelo GSTM1, 24 de ellos

(46%), no presentaron EICRag., este analisis tuvo un p= 0.0013 [Figura 15].

Bajo la hipotesis de nuestro trabajo del posible reconocimiento alo-inmune de las
células del donantes sobre la expresion del alelo en el receptor y tras los
resultados anteriormente mencionados comparamos el subgrupo de pacientes R+ /
D- frente al resto de los grupos, de 21 pacientes en el grupo R+/D-, 13 pacientes
(62%) presentaron EICRag., en el resto de los grupos, de 71 pacientes en total, 21
de ellos (29%) desarrollaron EICRag., de esta manera encontramos mayor
incidencia de EICRag. en el grupo de receptor positivo/ donante negativo, frente

al resto de subgrupos con una p= 0.0149 [Figura 16].

Al observar los resultados del subgrupo R+/ D- frente al resto, decidimos comparar
el subgrupo opuesto, R- / D+ frente al resto de subgrupos, de 19 pacientes en
total en el grupo R- / D+, 15 de ellos (79%) no presentaron EICRag. En el resto de
grupos hubo un total de 73 pacientes, donde 43 de ellos (58%) no desarrollaron

EICRag., se observo una p=0,17 [Figura 17].

La incidencia de la EICRag. grado II-IV en los receptores que expresaban el alelo
GSTM1 fue del 80% frente al 20% de incidencia de EICRag. en aquellos receptores
GSTM1 negativo [Figura 13].

De esta manera observamos que un 59% los pacientes que no desarrollaron EICRag.

no expresaban el alelo GSTM1, mientras un 41% de los pacientes lo expresaban.
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Figura 13. Incidencia de EICR aguda segun expresion del gen GSTM1.
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VARIABLES P
DIAGNOSTICO NS
SITUACION PRE-ALO NS
TIPO PROGENITORES NS
RECEPTOR GSTT1 NS
ACONDICIONAMIENTO ICT 0,024
TIPO DE DONANTE 0,014
RECEPTOR GSTM1+ vs GSTM1- 0,0013
R+ /D- GSTM1 vs. RESTO 0,0149
R- /D+ GSTM1 vs. RESTO NS
PROFILAXIS EICR NS
MUERTE NS
RECAIDA NS
GSTT1 NS
Subgrupos GSTM1 0.0096

Tabla 9. Analisis univariante de las variables relacionadas con la enfermedad injerto contra receptor aguda.
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De los 29 pacientes que se acondicionaron con ICT + Ciclofosfamida, 15 pacientes
(51%) no desarrollaron EICRag. grado II-IV y 14 pacientes si la presentaron, por
otra parte y comparando estos resultados, de los 63 pacientes que se
acondicionaron con Busulfan + Ciclofosfamida, 43 pacientes (69%) no presentaron
EICRag. grado II-IV mientras 20 pacientes si la desarrollaron, se observa menor
incidencia en aquel grupo que no se utilizd ICT, estos resultados tuvieron una p=
0.024 [Figura 18].

Al analizar el tipo de donante utilizado, cuando comparamos donante
emparentado frente a no emparentado, observamos que de los 64 pacientes que
recibieron TPH de donante emparentado, 45 de ellos (71%) no desarrollaron
EICRag. grado II-IV mientras 19 pacientes si la presentaron. En el analisis en los
datos de los 28 pacientes que fueron de donantes no emparentados, observamos
que 13 pacientes (46%) no presentaron EICRag. grado II-IV frente a 15 pacientes
que si la desarrollaron. El grupo donde se utilizdé donante emparentado ha
presentado menor incidencia de EICRag. Estos datos tuvieron una significacion
estadistica de p= 0.014 [Figura 18].

No observamos mayor incidencia de enfermedad injerto contra receptor aguda en
relacion con otras variables conocidas como lo son el tipo de precursor
hematopoyético utilizado, la disparidad HLA entre donante y receptor, la

enfermedad de base y la situacion de su enfermedad previa al trasplante [Tabla
9].



1.0
R
8 = 0.0096
. P ? GSTMA
7 e
g R “ D+R+
QO
—
~ S DR
T
«
E —
—_ ° DR+
q 2 .
.-Q f—
8 1 7 D+R
p“ 0.0 i . . . - +
0 20 40 60 a0 100 120
Tiempo en dias (EICR)

Figura 14. Analisis de los 4 grupos de la familia GSTM1 con la probabilidad de EICR. (p= 0.0096).

-
o

@w

p= 0.0013

L -

Probabilidad EICRag.

) GSTM + Receptor
3 ':_.Recepaor -

2 -

1 ”_Rocemof +

0O 20 4 60 80 100 120

Tiempo en dias (EICR)

Figura 15. Receptores GSTM1 positivos frente a los negativo con la probabilidad de EICR (p= 0.0013).

93



1.0
9
.« 8B p= 0'0149
&,
=4
QO s
—_
M
~
;,5 4 R_+D- GSTM1
o 3 S R+ /D
:- +
8 1 _Resto
p-i 0 ]
0 120
Tiempo en dias (EICR)

Figura 16. Receptor positivo/ Donante negativo, frente al resto de grupos con la probabilidad de EICR (p=

0.0149).

1.0

pP= 0.1739

@

—

Probabilidad EICRag.

o
o

R-/ D+ GSTM1

° Resto

+
—_—

° R D+

*

0 20 40 60 80

100

Tiempo en dias (EICR)

120

Figura 17. Receptor negativo/ Donante positivo, frente al resto de grupos con la probabilidad de EICR(p=

0.17).

94



10

8
o ¢ p= 0.0140
g 7
O
—
=
~
E oE/one
% Y Donanten no ermparent
3] .
Fg :onanke Emparentado

-

O 20 40 60 83 100 120

Tiempo en dias (EICR)

1.0

.| Pp=0.024

Acondicionamiento

3 llm

Probabilidad EICRag.

O 20 40 € B0 100 120

Tiempo en dias (EICR)

Figura 18. DE Vs DnE con la probabilidad de EICR. (p=0.014). Tipos de acondicionamientos y la probabilidad
de EICR. (p=0.024).



Analizamos el efecto que tuvo la enfermedad injerto contra receptor aguda grado

[I-IV con la mortalidad y la recaida, no observando asociacion estadistica

significativa en ambas, p= 0,7 y p=0,3 respectivamente [Figura 19 y 20].
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Figura 19. La mortalidad con la probabilidad de EICR.
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Figura 20. La recaida y su relacion con la probabilidad de EICR.
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Figura 20. GSTT1 y la probabilidad de EICR.

La profilaxis del EICR se realizd en 76 pacientes con Metotrexate y Ciclosporina,
50 pacientes (65%) no desarrollaron EICR de este subgrupo. En 4 pacientes se
utilizé Tacrélimus y Sirdlimus, 1 pacientes (25%) de este grupo no desarrollo EICR.
En 9 pacientes se utilizo Ciclosporina y Micofenolato, 6 pacientes (66%) no
desarrollo EICR. En 3 pacientes se utilizd Tacrolimus y Metotrexate ,1 pacientes
(33%) no desarrollo EICR. Estos datos debido al numero reducido de casos por

grupo, no tuvo diferencia significativa.

El EICRag. grado II-IV, se trat6 de forma estandar en todos los pacientes con
esteroides a 1 mg/kg de peso cada 12 horas. La respuesta al mismo se valoré a los
3 dias y a los 7 dias, dependiendo de los signos y sintomas clinicos sumado a los
hallazgos de laboratorio se catalogd de respuesta parcial, completa, no respuesta
0 progresion, en base a estos criterios se decidid comenzar una segunda linea
donde se utilizaron diferentes farmacos como el Micofenolato de Mofetil,

Tacrolimus, ATG o Sirolimus.
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No se encontraron diferencias en relacion a la expresion o no de los alelos GSTM1
y GSTT1 cuando valoramos la respuesta al tratamiento de primera linea del EICR
agudo. En aquellos pacientes que necesitaron de segundas lineas de tratamiento
tampoco observamos diferencias en la respuesta en aquellos que expresaban o no
los alelos GSTM1 y GSTT1.

La toxicidad hepatica relacionada con el trasplante fue del 13%, 12 pacientes, no
observamos mayor toxicidad hepatica relacionada con el tratamiento
inmunosupresor y quimioterapico en aquellos pacientes que no expresaban el
alelo tanto de GSTM1 como de GSTT1.

La incidencia en nuestra serie de la enfermedad injerto contra receptor crénica
fue del 25%, siendo en un 15% de manifestacion extensa. No observando tampoco

en estos pacientes relacion con la expresion de los alelos GSTM1 y GSTT1 [Tabla
10].

Toxicidad hepatica
Frecuencia | Porcentaje
no 80 87.0
si 12 13.0
Total 92 100.0

EICR CRONICO

Frecuencia | Porcentaje
LIMITADO 10 10.9
EXTENSO 15 16.3

Tabla 10. Frecuencia y porcentaje de EICR crénica y toxicidad hepatica.
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En el analisis multivariante, solo dos variables se relacionaron de manera

significativa con la probabilidad de desarrollar EICRag. grado II-1V [Tabla 11]:

- La utilizacion para el TPH de un Donante no emparentado (p= 0.011).

- La expresion del alelo GSTM1 en el receptor del TPH (p= 0.018).

VARIABLE P
TIPO DE DONANTE 0,011
Polimorfismo GSTM1 0,018

Tabla 11. Resultado del analisis multivariante.

La mediana se seguimiento de la serie fue de 674 dias, con un minimo de 30 y un

maximo de 3735 dias.

No encontramos diferencias significativas en la supervivencia global de los
pacientes en funcion de la variabilidad genética en la expresion de GSTM1 o

GSTT1 entre donante y receptor [Figura 23].

La mortalidad de la serie en estudio ha sido del 53%, 49 pacientes de 92 incluidos,
en 28 pacientes la causa fue recaida de su enfermedad de base, en 13 pacientes
de causas infecciosas, en 2 pacientes como consecuencia de la enfermedad
injerto contra receptor aguda grado IV y en 6 pacientes de diferentes causas como

cardiopatias isquémicas y fallo multiorganico de causa desconocida [Figura 21].
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Frecuencia | Porcentaje
Infecciosa 13 141
Recaida 28 304
EICH 2 2.2
Otras 6 6.5
Total 49 53.3

Causas muerte
Vivos

Infecciosa

Recaida

EICH

Otras

Figura 21. Frecuencia y causas de muerte.
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IV.2.1. Utilizacion de la expresion del alelo GSTM1 como factor predictivo de
EICR

Analizamos la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo negativo y el valor
predictivo positivo en la expresion o no del alelo GSTM1 en el receptor sometido a

TPH alogénico.

Sensibilidad y especificidad de la expresion del alelo GSTM1

EICR agudo
no Si Total

R+ Recuento 24 27 51
% de R+ R- todos 47.1% 52.9% 100.0%

% de EICRag. 41.4% 79.4% 55.4%

R - Recuento 34 7 41
% de R+ R- todos 82.9% 17.1% 100.0%

% de EICRag. 58.6% 20.6% 44.6%

Total Recuento 58 34 92
% de R+ R- todos 63.0% 37.0% 100.0%

% de EICRag. 100.0% 100.0% 100.0%

Tabla 12. Sensibilidad y especificidad de la expresion del alelo GSTM1.

La valoracion de la expresion del alelo GSTM1 en el receptor tiene una
sensibilidad del 79% (IC 95%: 066-0.93) lo que traduce que de 34 pacientes que
desarrollaron EICRag. Grado II-IV , 27 pacientes expresaban el alelo GSTM1. Un
especificidad del 59% (IC 95%: 0,45-0,71) esto explica que de 58 pacientes que no
desarrollaron EICRag. 34 pacientes no expresaban el alelo GSTM1. Este método
diagnostico tiene un valor predictivo positivo de 53% (IC 95%: 0,39-0,67) y un valor
predictivo negativo del 83% (IC 95%: 0,71-0,94), este ultimo valor nos podria ser
util para a identificar a aquellos pacientes que van a tener alta probabilidad de no

desarrollar EICRag. [tabla 12 ].
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V. DISCUSION
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GSTM1

Es una enzima encargada de la destoxificacion sobre todo de farmacos como los
quimioterapicos, estrés oxidativo, etc. Existen 4 isoformas reconocidas (A1-M1-P1-
T1) los niveles de expresion dependen de la presencia o no de diversos
polimorfismos. Las isoformas M1 y T1 estan ausentes aproximadamente en el 50%
de la poblacién [17,20].

En relacion con el trasplante hepatico existe diversa bibliografia de la familia de
las enzimas GST, en algunos estudios se ha relacionado y documentado la
inmunogenecidad de estas proteinas. En el trasplante hepatico, se ha visto su
asociacion con el rechazo de drgano agudo [49], no obstante en posteriores
revisiones bibliograficas, que han sido contradictorias, no se ha observado mayor
incidencia de rechazo agudo de dérgano en aquellos receptores que no expresaban
el alelo GSTM1. Dado los contradictorios resultados de las revisiones, el analisis no

permite obtener conclusiones que podamos asociarlas al TPH alogénico [50].

Se ha estudiado también la expresion de este alelo en el trasplante renal, Singh R
et al [105] observaron menor tiempo medio hasta el primer episodio de rechazo de
injerto agudo en aquellos receptores que no expresaban GSTM1 en comparacion
con aquellos que los expresaban (p=0,002). La niveles de ciclosporina tanto en los
momento inmediatos post trasplante como a los tres meses del mismo en los
pacientes sin expresion del alelo fue superior en comparacion con los positivos,
(p=0,007 y p=0,027). Los pacientes con el genotipo GSTM1 positivo presentaron
mayor riesgo de rechazo y retrasaron el funcionamiento del aloinjerto, estos
resultados apoyan la teoria de la importancia de esta enzima en el metabolismo
de los farmacos y que la variabilidad en su expresion podria ser un factor

influyente en la evolucion de estos pacientes [106].
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En relacion con el trasplante de precursores hematopoyéticos, las enzimas de la
familia GST son de gran importancia para la desintoxicacion y el metabolismo de
diferentes inmunosupresores como son la Ciclosporina, Tacrélimus y Sirdlimus, por
consiguiente la ausencia de expresion de este alelo podria afectar los resultados
de los TPH alogénicos debido a la importancia en el metabolismo de este farmaco
[51,52,54]. En nuestra serie no obstante no encontramos diferencias en relacion a
a la expresion del alelo GSTM1 y las diferentes combinaciones de profilaxis del
EICRag. Dado que la cantidad de pacientes estudiada no es muy grande y hubo una
gran proporcion de pacientes en el subgrupo que realizo profilaxis con
Ciclosporina + Metotrexato, este analisis no es concluyente. No tuvimos como
objetivo del estudio relacionar los niveles de Ciclosporina con la expresion de los
alelos GSTM1 y la incidencia de EICRag. tal como realizan en los articulos [54,106]

de TPH alogénico y trasplante renal.

En nuestra serie encontramos mayor incidencia de EICRag grado II-IV en aquellos
receptores que expresaban el alelo GSTM1 cuando los comparamos con los
receptores alelo GSTM1 negativo (p= 0.0013). También se observé una menor tasa
de EICRag cuando comparamos el grupo de Donante negativo / receptor negativo
frente al resto de los grupos de expresion (p=0.0096). Bajo una de las hipdtesis
que se penso este trabajo también comparamos el grupo donde los pacientes
expresan el alelo y los donantes no, frente al resto de subgrupos, observando

también una potencia significativa (p=0.0149).

Tras todas estas comparaciones realizadas y los resultados obtenidos también
concluimos que los receptores que no expresan el alelo GSTM1 tienen una
incidencia menor de EICRag. independiente del resto de las combinaciones de los

subgrupos.

No hay suficiente bibliografia en relacion a la falta de expresion del alelo GSTM1 y
el trasplante de precursores hematopoyético como para contrastar nuestros
resultados, un trabajo reciente de Martinez-Bravo MJ et al [100] estudia 125
donantes y receptores donde analizan la diferencia entre ambos en relacion al
alelo GSTM1, en sus resultados no encontraron diferencias significativas en la

incidencia de EICRag. grado II-IV ni con otras variables estudiadas.
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Terakura et al. también estudio en su trabajo a 367 donantes y receptores, no
encontrando asociacion significativa entre la expresion de los alelos GSTT1 y
GSTM1 con una mayor incidencia de EICR aguda, EICR cronica y recaida de la
enfermedad de base. Sin embargo en los pacientes GSTM1 positivo se asocio
significativamente con una mayor mortalidad relacionada con el trasplante (MRT)
y una menor supervivencia global (SG) (p=0,04). Exactamente no se sabe cual es
el mecanismo por el cual no expresar este alelo protegeria al receptor, la
ausencia de estas enzimas protegeria al receptor de la produccion de mediadores

inflamatorios y produciria un mayor metabolismo de los inmunosupresores [21].

SCORE DE RIESGO SEGUN SINTOMAS CLINICOS Y/O POR
BIOMARCADORES

En relacion a los polimorfismos (PL) genéticos podemos decir que son los
responsable de la variabilidad entre individuos de la misma especie, existen 10
millones de polimorfismos en todo el genoma (intrones, exones, promotores,
etc.). Pueden encontrarse en regiones codificante, polimorfismos génicos, o en
regiones no codificante, polimorfismo genético, donde se producen en su mayoria.
La funcion biologica depende de la localizacion del polimorfismo, por ejemplo
solo un 4% de PL afectan region codificante y solo el 25% afectan a la funcion de
la proteina. Existe un profundo interés de los PL no HLA, ya que en el terreno del
TPH, la EICRag. sigue siendo la complicacion con mayor morbi-mortalidad en la
actualidad. El diagnostico y la severidad clinica de la EICRag. se basa en criterios
estrictamente clinicos. Actualmente no hay ninguna prueba de laboratorio
validada para el diagnostico del EICRag. [102,103,104].

Muchos esfuerzos se han dedicado a la identificacion de posibles biomarcadores
de sangre periférica no invasivos para ayudar a mejorar el diagnostico o
tratamiento de la EICRag. evitando biopsias de tejido invasivos. Los primeros

intentos para identificar biomarcadores se centraron en las citoquinas
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inflamatorias, especialmente IL-2 o TNF-a, sin embargo, ambos de estos y otros

no eran especificas del EICRag.

Los esfuerzos mas recientes se han centrado en las citoquinas y otras moléculas
de la superficie celular que funcionan en el trafico de leucocitos y la activacion
de los mismo, se han realizado con la esperanza de que estos también puedan
servir como dianas para nuevos enfoques terapéuticos. Los objetivos finales de la
identificacion de un biomarcador especifico son para perfeccionar el diagnéstico,
guiar la terapia y desarrollar enfoques adaptados al riesgo con el fin de tratar
mejor a los pacientes y mejorar los resultados después de TPH alogénico. Estos
enfoques incluyen el tratamiento diferenciado para los pacientes que desarrollan
EICRag. con un perfil de biomarcadores de alto riesgo, asi como terapia

preventiva en pacientes después del TPH antes del desarrollo de los sintomas
[105].

Sintomas clinicos

Mac Millan ML et al [110,111] estudiaron los sintomas clinicos y el estadiaje del
EICRag. en 1723 pacientes al inicio del tratamiento con esteroides sistémicos. De
esta manera analizaron y clasificaron a los pacientes de alto riesgo y de riesgo
estandar. Valoraron las respuesta a esteroides de estos grupos, vieron que los 269
pacientes con alto riesgo de EICR presentaban menor tasa de respuesta que el
resto de los 1454 pacientes con riesgo estandar (P <0,001). Los pacientes con alto
riesgo eran menos propensos a responder en el dia 28 y tenian un mayor riesgo de
mortalidad y de mortalidad relacionada con el trasplante que los pacientes con
riesgo estandar. De esta manera concluyeron que Los pacientes de alto riesgo son
candidatos para estudios de investigacion de nuevos tratamiento mas intensos y
del mismo modo, los pacientes con riesgo estandar son candidatos para estudios

de investigacion de posibles terapias menos agresivas.

La posibilidad de adelantarse a los sintomas y prevenir la respuesta inflamatoria
severa no es posible con este tipo de scores, ya que una vez establecida la

sintomatologia y sumado a esto la refractariedad a los esteroides, las
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posibilidades de responder a tratamiento de segundas lineas es cada vez mas
baja. En nuestra serie no observamos diferencia en la respuesta a los tratamiento
inmunosupresores en relacion con la expresion de los alelos GSTM1 y GSTT1, no
obstante lo interesante de estos articulos es poder prevenir la aparicion de los

sintomas del EICRag. y abordarlo en estos pacientes con terapias anticipadas.

Por estas cuestiones mencionadas existen publicaciones donde intentan unir a los

sintomas clinicos los marcadores analiticos y/o polimorfismo genéticos.

Biomarcadores y polimorfismos genéticos

La liberacion de citoquinas es un factor decisivo en el desarrollo de la EICR. En la
actualidad se sabe que una vez producido el fenomeno de alo reconocimiento, la
reaccion que da lugar a la EICRag. esta mediada por la secrecion de citoquinas,
tanto pro como antiinflamatorias, como IL-1, IL-2, IL-6 ,IL10 ,TNFa, factor
decrecimiento tisular (TGFB) o IFNy. En este sentido, se han descrito
determinados polimorfismos en los genes que codifican estas citoquinas en el
donante y/o en el receptor que pueden dar lugar a un aumento o descenso en la

secrecion de las mismas, influyendo en el desarrollo de la EICR [74].

Para que los biomarcadores o polimorfismos genéticos sean buenos candidatos
para predecir la sintomatologia, debieran de cumplir las siguientes condiciones;
que sean faciles de realizar, tienen que ser técnicas reproducibles por el resto de
centros hospitalarios, de bajo coste econdémico, con adecuada sensibilidad y
especificidad, alto valor predictivo y que se correlaciones con la severidad de los
sintomas y la posible respuesta al tratamiento. Todas estas condiciones tienen
sentido si lo que pretendemos es utilizar biomarcadores que se adelanten a los

sintomas y la severidad clinica del EICRag.

Y-B Chen et al [105] utilizaron el receptor soluble de la interleuquina 2 como
predictor del riesgo de desarrollar EICRag., demostraron en el estudio, igual que
la en esta de pequefna cohorte [112], que sus niveles altos tienen relacion con la
severidad de los sintomas del EICRag., con una media de 5-7 dias antes de la

aparicion de los sintomas clinicos. La identificacion de la importancia de la IL-2 en



la fisiopatologia y el desarrollo del EICRag. contribuyo a la logistica y el desarrollo
para la terapia dirigida en forma de anticuerpos monoclonales especificos

tales como son el Daclizumab. No existe evidencia de ensayos clinicos donde se
observe que los niveles en sangre de esta citoquinas tengan relacion con la

respuesta al tratamiento con este anticuerpo monoclonal especifico.

En 1990, Holler et al. [79] observo que el aumento en la monitorizacion de los
niveles séricos de TNF-a precedia al inicio de los sintomas del EICRag. [113]. con
estos resultados este grupo propone dividir en grupos de alto y bajo riesgo de
padecerlo segun los niveles séricos de TNF-a , de esta manera poder intervenir
aumentando o manteniendo niveles de inmunosupresores mas elevados o en su
defecto utilizar dosis bajas de Timoglobulina para atenuar los sintomas en
aquellos pacientes con niveles elevados [107], no aportan datos clinicos de

respuesta ni relacion entre los niveles y las posibles medidas terapéuticas.

Paczesny S et al. [102] realizé un estudio de 35 biomarcadores en las muestras de
21 pacientes que desarrollaron EICRag. sometidos a  aloTPH de intensidad
mieloablativa, fuente de progenitores similar, edad en rangos similares, en este
estudio se utilizd un modelo de regresion logistica donde determinaron que una
combinacion lineal de los valores para el receptor de la IL2 (IL-2Ra), receptor del
factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
y IL-8 producia el mejor modelo para predecir los sintomas clinicos del EICRag.
Los niveles de IL-2Ra y TNFR1 contribuyeron principalmente a la exactitud del
modelo (P 0,001 y P 0,003, respectivamente). El HGF fue el Unico marcador que
predijo mejor el grado de EICRag. (p 0,003) y ambos HGF y IL-2Ra se asociaron

con especificidad de dérganos (p 0,03 y 0,04 respectivamente).

Levine JE et al [109] disenaron un estudio con objetivo de definir estratos de
riesgo clinicamente significativo para los pacientes con EICRag. de reciente
diagnostico utilizando biomarcadores plasmaticos. Recogieron prospectivamente
plasma de 492 pacientes con EICRag. y utilizaron las concentraciones de tres
biomarcadores recientemente validados como son el TNFR1 ( receptor 1 del
factor de necrosis tumoral ), ST2 y REG3a, de esta manera crearon un algoritmo
que calcula la probabilidad de mortalidad no relacionada con el trasplante (MNRT)

después de 6 meses de la aparicion clinica del EICR.
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La incidencia acumulada de MNRT aumento al mismo tiempo que aumentaba el
score de riesgo para el EICRag. La tasa de respuesta de los tratamientos de
primera linea fue mas baja en aquellos con scores mas altos, estos datos

necesitan de confirmacion por otros grupos y en ensayos multicentrico [109].

Encontramos numerosos publicaciones en relacion con los niveles de las citoquinas
que intervienen en el proceso de desarrollo de la EICRag., esta documentada la
evidencia de que niveles elevados de las citoquinas inflamatorias se relacionan
con mayor probabilidad de desarrollo de EICRag., no obstante no hay datos en

donde la respuesta al tratamiento tenga relacion dichos niveles.

Utilizacion de la determinacién al alelo GSTM1 como método diagnostico

El diagndstico temprano del EICRag. podria ayudar a la toma de decision en
medidas terapéuticas en pacientes sometidos a TPH alogénico mieloablativo, no
obstante es mas interesante la idea de poder predecir aquellos pacientes que lo

desarrollaran y de esta manera poder adelantarse en la toma de decisiones.

En general las pruebas de cribado deben ser de alta sensibilidad para poder captar
a todos los enfermos. Una prueba muy sensible sera especialmente adecuada en
aquellos casos en los que el no diagnosticar la enfermedad puede resultar fatal
para los enfermos. Por otra parte, la especificidad se refiere a la probabilidad de
que un sujeto sano sea clasificado adecuadamente. En general, las pruebas
confirmatorias del diagnéstico deben ser de alta especificidad, para evitar falsos
positivos. No obstante tienen la ventaja adicional de que son propiedades
intrinsecas a la prueba diagnostica, y definen su validez independientemente de

cual sea la prevalencia de la enfermedad en la poblacion a la cual se aplica.

La seguridad de una prueba diagndstica son los valores predictivos de la misma,
los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten, por lo tanto, valorar la
validez de una prueba diagnodstica. Sin embargo, carecen de utilidad en la
practica clinica. Tanto la sensibilidad como la especificidad proporcionan
informacion acerca de la probabilidad de obtener un resultado concreto (positivo

0 negativo) en funcion de la verdadera condicion del enfermo con respecto a la



enfermedad. Cuando un paciente se le realiza alguna prueba se plantea si ante un
resultado positivo o negativo en la prueba cual es la probabilidad de que el
paciente esté realmente enfermo o sano. Por medio de los valores predictivos

completaremos esta informacion

El concepto de valores predictivos, a pesar de ser de enorme utilidad a la hora de
tomar decisiones clinicas y transmitir a los pacientes informacion sobre su
diagnostico, presenta la limitacion de que dependen en gran medida de lo
frecuente que sea la enfermedad a diagnosticar en la poblacion objeto de
estudio. Cuando la prevalencia de la enfermedad es baja, un resultado negativo
permitird descartar la enfermedad con mayor seguridad, siendo asi el valor
predictivo negativo mayor. Por el contrario, un resultado positivo no permitira

confirmar el diagndstico, resultando en un bajo valor predictivo positivo.

La utilidad de la expresion del alelo GSTM1 en el receptor como diagnostico de
EICRag. tiene una sensibilidad del 79%, con esto significa que de 34 pacientes que
desarrollaron EICRag. 27 pacientes expresaban el alelo GSTM1. La especificidad
que obtuvimos fue baja, en torno al 59%, lo que traduce que de 58 pacientes que
no desarrollaron EICRag. 34 pacientes no expresaban el alelo GSTM1. ELl valor
predictivo positivo fue de 53% y un valor predictivo negativo del 83%, este Ultimo
valor nos podria ser util para a identificar a aquellos pacientes que van a tener
alta probabilidad de no desarrollar EICRag. Dada la adecuada sensibilidad de la
prueba y el correcto valor predictivo negativo de la misma, la ausencia de
expresion del alelo GSTM1 podria utilizarse para valorar y estratificar el riesgo de
EICRag. De esta manera sugerimos que podria utilizarse en conjunto con scores de
sintomas clinicos, hallazgos analiticos y el uso de otros biomarcadores como los
mencionados anteriormente para adelantarse a la aparicion de los sintomas
clinicos del EICRag. Este subgrupo de pacientes deberia ser considerado candidato
a alternativas de tratamientos capaces de atenuar o prevenir la respuesta inmune

del EICRag. una vez que esta se ha desarrollado [62,101].

Muchos grupos de trabajo han reportado estudios donde analizan solo una
citoquinas y su asociacion con el EICR, MRT, SG y SLE. La mayoria de esos estudios

son ensayos de un solo centro o estudios retrospectivos en pequefas
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poblaciones. Todavia no sabemos que citoquinas son necesarias y las que podrian

servir de biomarcadores especificos del EICRag.

Por lo tanto, se considera que las mediciones de una sola citoquinas

son pruebas insuficientes como biomarcadores del EICRag., sobre todo debido a la
falta de sensibilidad y especificidad adecuadas. Se requieren futuras
investigaciones y estudios prospectivos multicéntricos para establecer cual es el

mejor uso de estos biomarcadores para la EICRag.

GSTT1 Y SU VALOR EN EL TRASPLANTE

En el ano 2001 comenzaron a observar en las publicaciones donde se asociaba el
gen de la theta glutation S-transferasa 1 gen (GSTT1) con la aparicion de la
hepatitis inmune de Novo después del trasplante hepatico, este gen que tiene dos
variantes alélicas, GSTT1 (*) A (wild type) y GSTT1 (*) O (deleccion), ha sido
catalogado y surgido como un antigeno de histocompatibilidad no HLA con
interesantes resultados [51,52,94,100]. Una combinacién donde el receptor no
expresa el alelo GSTT1 con aquellos donantes que expresan el alelo GSTT1,
mostro con alta frecuencia la aparicion de hepatitis autoinmunes grave, con la

posterior produccion de IgG anticuerpos anti-GSTT1 [51].

En relacién con el trasplante renal, la falta de coincidencia entre donante y
receptor en la expresion del alelo GSTT1, también se asoci6é con la produccion de
anticuerpos anti-GSTT1 y episodios de rechazo agudo, se ha observado en la
biopsia del injerto estos anticuerpos relacionados con el depédsito del
complemento C4 [51,52,94].

Estos grupos de trabajo que han estudiado las respuestas inmune en los trasplante
de drganos solidos, como son los de rifdn e higado, argumentan que los antigenos
distintos del sistema HLA tales como pueden ser la expresion de la proteina GSTT1

en el periodo post trasplante inmediato, pueden ser dianas para las respuestas
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aloinmune, de esta manera siendo esta disparidad responsable de la activacion

del sistema inmune [51].

Martinez-Bravo MJ et al [95] estudiaron la respuesta inmune especifica contra
GSTT1 en el TPH alogénico con la determinacion de la produccion de anticuerpos
y valoraron su influencia en el desarrollo de la enfermedad injerto contra
receptor de localizacion hepatica, se analizaron las muestras de donante vy
receptor para detectar la presencia de anticuerpos anti-GSTT1 mediante la
prueba de ELISA. El desarrollo de EICR hepatica, en particular su forma aguda,
estaba altamente asociado con disparidad entre donante y receptor en relacion al
GSTT1 y con la presencia de anticuerpos anti-GSTT1 post-trasplante. En este
trabajo concluyen que la disparidad en la expresion del GSTT1 entre donante y
receptor podria ser considerado como un nuevo antigeno menor no HLA en
relacion con la EICR hepatica. El mismo grupo de trabajo también estudio la
disparidad ausencia/expresion de este gen entre donante y receptor, observando
también mayor incidencia de EICRag. Grado II-IV, crénica y de localizacion
hepatica en aquellos donde entre donante y receptor existia disparidad en la
expresion del alelo. La incidencia del EICRag. que observaron fue del 20% frente
al 47,4% en el grupo con disparidad. También fue altamente significativa la mayor
incidencia en el desarrollo de EICR hepatica grados IlI-IV (3,8% versus 36,8%) [100].

Cuando realizamos el analisis de la expresion del alelo GSTT1 en nuestra serie, los
subdividimos en 4 subgrupos en relacion con la expresion o no del alelo GSTT1
entre donante y receptor. Analizamos la incidencia de EICRag. en estos diferentes
grupos y encontramos que en el grupo D+/R- de 10 pacientes en total, 3 (30%) de
ellos desarrollaron EICRag. En el grupo D-/R+, de 10 pacientes 5 (50%) de ellos
presentaron EICRag. Grado II-IV. En el grupo D-/R- de 13 pacientes, 4 pacientes
(31%) desarrollaron EICRag. y en el grupo D+/R+ de 59 pacientes, 22 de ellos (38%)
presentaron EICRag. De esta manera observamos que la incidencia de EICRag. ha
sido similar en todos estos subgrupos. Cuando analizamos la incidencia de EICR

por 6rgano, tampoco se observo diferencia en la manifestacion hepatica del EICR.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%25C3%25ADnez-Bravo%2520MJ%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=21968078

La incidencia en nuestra serie de la enfermedad injerto contra receptor crénica
fue del 25%, siendo en un 15% de manifestacion extensa. No observando tampoco

en estos pacientes relacion con la expresion de los alelos GSTT1.

Estos resultados son discordantes de los obtenidos por el grupo de Martinez-Bravo
MJ et al, no obstante en la serie nuestra no valoramos la produccion de
anticuerpos anti-GSTT1 y de esta manera no podemos realizar similares

conclusiones ya que no lo planteamos como objetivo del estudio.

La participacion de la expresion del alelo GSTT1 en inmunoldgica, el alo-
reconocimiento es incuestionable, aunque todavia hay muchos aspectos que
quedan por explorar y confirmar, como son el valor de los anticuerpos anti-GSTT1
para poder utilizar esta determinacion de forma anticipada, también el confirmar

estos resultados y de forma integral con la expresion del alelo [52,94].

El descubrimiento de los ultimos afos en relacion con la produccion de
anticuerpos anti-GSTT1 en el trasplante de progenitores hematopoyéticos,
confirma el papel del alelo GSTT1 como antigeno de histocompatibilidad no HLA

en este contexto.

APLICACION CLINICA

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos es el tratamiento de
eleccion para la curacion de algunas enfermedades hematoldgicas. Entre un 25-
50% de los pacientes que reciben un trasplante alogénico a partir de un donante
familiar HLA idéntico desarrollan enfermedad injerto contra receptor aguda
[53,54]. A pesar de todos estos avances en el tratamiento y la prevencion del EICR,
aun no somos capaces de predecir que pacientes desarrollaran esta complicacion
y en que gradacién ocurrira, teniendo tasas tan altas de morbi mortalidad y el

gran costo econdmico que representa para el sistema sanitario.
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El uso de Timoglobulina de conejo (ATG) en la profilaxis de la EICR se ha evaluado
en numerosos estudios prospectivos aleatorizados y multicentrico, observando que
la conclusion mas comun en todos ellos es que permite reducir de manera
significativa el riesgo de EICR aguda y aun mas la cronica y, sabemos que esto se
traduce en un impacto favorable en la calidad de vida postrasplante, no obstante
no se ha visto que incremente la supervivencia a largo, por estas razones su uso se
limita a aquellos pacientes que sus donantes son no emparentados o presentan
cierto grado de disparidad en el HLA [53,101]. Bacigalupo et al [107] randomizaron
170 pacientes en dos grupos, uno recibido ATG en el dia + 7 y el otro grupo no
recibié este tratamiento, estratificaron a los pacientes segin presentaban mayor
riesgo de mortalidad relacionada con el trasplante (MRT) y de acuerdo a factores
de riesgo ya conocidos la posibilidad de desarrollar EICR, los resultados ofrecen
una notable disminucion en la MRT de 19% vs 42% y con una disminucion de la EICR
aguda en aquellos pacientes que fueron estratificados de alto riesgo de padecerla
(p: 0.006). Estos trabajos que encontramos en la literatura nos marcan la
tendencia a estratificar a los pacientes segin riesgo de desarrollar EICR y poder
adelantarnos a los sintomas clinicos, en la serie en estudio un 30% de los
pacientes fueron no idénticos con sus donantes, esto llevo a que en 10 pacientes
tuvimos que utilizar ATG como parte del esquema de acondicionamiento, no
observamos diferencia en la incidencia de la EICR en este subgrupo, tampoco la

hubo cuando analizamos los TPH idénticos vs. los no idénticos.

Es posible plantear estrategias de profilaxis que incluyan la deplecién inespecifica
de linfocitos T, a su vez si podemos eliminar solo los linfocitos que estan activados
0 en procesos de mitosis podriamos ser mas efectivos, ya que son los responsables
de la enfermedad injerto contra receptor en fases tempranas del periodo
postrasplante inmediato. Existen multiples farmacos que podrian ser Utiles a la
hora de plantear este tipo de estrategias de profilaxis, donde la inactivacion de

los linfocitos se realice antes que la cascada inflamatoria este establecida.

Farmacos como lo son el Bortezomib, que es un inhibidor de proteosomas, es
capaz de provocar un efecto proapoptético selectivo frente a linfocitos

aloreactivos, de esta manera preservando la viabilidad de los linfocitos inactivos



y podria de esta manera conservar la respuesta injerto contra tumor, se ha visto
en un ensayo fase Il una baja incidencia de EICR grado II-IV en torno al 12 %, algo
menor que en las series habituales con pautas estandar de profilaxis tipo

Metotrexato + CsA o Tacrolimus + Metotrexato [54].

También existen agentes desmetilantes como son la 5 - azacitidina, que actlan
modificando el patron de metilacién de algunos genes promotores, estos pueden
estar implicados en el proceso de activacion linfocitaria, se realizan
modificaciones a nivel epigenético, estas son capaces de bloquear la activacion de

los linfocitos, disminuyendo el riesgo de EICR en el periodo post TPH [55].

Estos procesos de activacion y proliferacion linfoide dependen de la activacion de
diversas vias de senalizacion intracelular. Los anclaje a la membrana de las
diferentes enzimas involucradas en este proceso se realiza mediante la union de
moléculas hidréfobas a las proteinas, al que se le unen grupos farnesilo o geranil -
geranilo, se ha visto que los inhibidores de este proceso podrian disminuir el
riesgo de EICR, estos farmacos como lo son el Vorinostat, se pueden utilizar en
combinacion con otros inmunosupresores como el Tacrolimus con unos resultados
alentadores, se ha visto una menor incidencia del EICRag. grado II-IV en pacientes
sometidos a aloTPH de donante emparentado con acondicionamiento de

intensidad reducida [56].

En el 2004 se publicaron los primeros resultados del uso de células mesenquimales
(MSC) para el tratamiento del EICRag. refractaria a esteroides, tras los primeros
buenos resultados se comenzaron a realizar ensayos clinicos fase I-ll donde
mostraban que era un tratamiento eficaz y seguro para los pacientes [66]. En el
estudio fase Il con el mayor nUmero de pacientes publicado hasta el momento,
recibieron 1 o 2 dosis de MSC, las tasas de respuestas completas obtenidas fueron
superiores al 70%, con respuestas completas en torno al 50%, observando mayor

supervivencia global en aquellos pacientes que la alcanzaron [67].

El papel de las MSC en la prevencion del desarrollo de EICRag. hemos de indicar
que existe poca informacién y con resultados contradictorios [66,108]. En humanos
existe un estudio aleatorizado en el que se administraban 1x106 células/Kg en el
momento del injerto (>1x109 leucocitos/L) los pacientes tratados presentaban

una tasa menor de EICRag. II-IV (5% vs. 39%), no se han observado diferencias en
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cuanto a la tasa de EICR y si en cuanto a la mejoria del injerto hematopoyético en

otros estudios realizados [65,67].

En la serie en estudio la profilaxis del EICR se realizd en 76 pacientes con
Metotrexato y Ciclosporina, 26 pacientes (35%) desarrollaron EICRag. En 4
pacientes se utilizdé Tacrolimus y Sirélimus, 3 pacientes (75%) también desarrollo
EICRag. En 9 pacientes se utilizé Ciclosporina y Micofenolato, 3 pacientes (33%)
desarrollo EICR. En 3 pacientes se utilizdé Tacrolimus y Metotrexato ,2 pacientes
(66%) padecieron EICRag. En este trabajo cuando valoramos la respuesta al
tratamiento de primera linea del EICRag. no se encontraron diferencias en
relacion a la expresion o no de los alelos GSTM1 y GSTT1. En aquellos pacientes
que necesitaron de segundas lineas de tratamiento tampoco observamos

diferencias en la respuesta segun la expresion de los alelos.

En relacidon con las diferentes profilaxis y la incidencia del EICRag. no es posible
sacar conclusiones dado el corto numero de pacientes y la diversidad de profilaxis
utilizadas, no obstante se observa que no hay diferencias en los diferentes
subgrupos. Tanto en las profilaxis utilizadas como en los tratamiento de primera y
segunda lineas, no hubo diferencias en la incidencia del EICRag. cuando lo
analizamos con las expresiones de los alelos GSTT1 y GSTM1. Con todas las
herramientas terapéuticas que poseemos en la actualidad y viendo que la
incidencia del EICRag. y del cronico no han disminuido en gran proporcion en los
ultimos anos, se deja entrever que el eje de la cuestion es la respuesta inmune y
el momento en que se desencadena la misma, de esta manera pensamos que con
la utilizacion de scores pronosticos del EICR podriamos adelantarnos en el uso de
farmacos con mecanismos de accidon antes mencionados o tal vez poder ser mas

intenso en las profilaxis utilizadas.
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LA UTILIZACION DE ICT Y LA INCIDENCIA DE EICR

Hemos visto que en los Ultimos 30 anos la radioterapia ha sido la piedra angular
en la mayoria de los esquemas de acondicionamiento utilizados, en general se
utiliza asociada a quimioterapia, la radioterapia combina buena capacidad
inmunosupresora y actividad anti-neoplasica en casi la totalidad de las neoplasias
hematolodgicas, con la ventaja adicional de alcanzar sitios como son el sistema
nervioso central y los testiculos, también posee la ventaja de no presentar
resistencia cruzada con los agentes farmacologicos normalmente utilizados en los

esquemas de tratamiento previos al TPH [68].

La irradiacion corporal total presenta una eficacia y toxicidad que esta
condicionada por variables como son la dosis total, la dosis fraccionada y el ratio
de exposicion [68,69]. La dosis total de RT administrada es fundamental y en
general a mayores dosis se obtiene mayor eficacia pero también presentan mayor
toxicidad relacionada con el procedimiento, sobre todo de tipo gastrointestinal y
pulmonar, esta ultima principalmente limita el uso de dosis superiores a 12-13 Gy.
Se ha comprobado que el uso de dosis cercanas a 16 Gy, si bien presenta menor
recidiva, no se asocia a mejor supervivencia debido a una mayor mortalidad
toxica [68,69]. Es importante también el nimero de fracciones de radioterapia
utilizadas, donde se ha demostrado que el uso de esquemas fraccionados ofrecen
un mejor perfil de seguridad. Mayormente se utiliza radioterapia hiper
fraccionada (mas de una dosis al dia) y los esquemas mas utilizados son 1.2 Gy

tres veces al dia, 2 Gy dos veces al dia o 3 Gy cuatro veces al dia [69,70].

En la literatura se recogen datos de que la ICT es un factor de riesgo para el
desarrollo de la mucositis post acondicionamiento y de la inflamacion intestinal
después del TPH, ambas tienen un papel importante en la patogenia y en la
aceleracion de la EICRag., estos sucesos tienen estrecha relacion con la dosis
total, no obstante con menores dosis también se asocié con mayor incidencia de
EICRag. [70]. El impacto de la intensidad del acondicionamiento en la incidencia
de EICRag. sigue siendo un tema de debate, Nakasone H et al [59] analizo 6848
receptores adultos que recibieron TPH alogénico, en donde observaron que

independiente de la intensidad del acondicionamiento, en aquellos que se habia
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utilizado ICT presentaban mayor incidencia de EICRag. grado IlI-1V, en este articulo
sugieren también considerar la utilizacion de ICT dentro de una estrategia

adaptada a los riesgos para la prevencion de EICRag [72,73].

La fisiopatologia del EICRag se considera generalmente que es el ataque de los
linfocitos del donante, que son estimulados por danar al tejido del huésped en
adicion al medio ambiente exterior, este dano tisular es debido al
acondicionamiento del TPH que es uno de los primeros pasos en la activacion de
las células inflamatorias y de esta manera comienza la cascada de inflamatoria
[71], en relacion con el uso de ICT en nuestra serie observamos que de 28
pacientes que se acondicionaron con ICT + Ciclofosfamida, 15 de ellos no
desarrollaron EICR aguda y 13 pacientes si la presentaron en grado II-IV. En el
grupo que solo utilizo quimioterapia, observamos que de 64 pacientes, 45 no
desarrollaron clinica de EICR aguda. De esta manera obtuvimos un valor
estadisticamente significativo con una p= 0.024 para el subgrupo de pacientes que
solo utilizo quimioterapia. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Nakasone et al donde la utilizacion de ICT es un factor de riesgo independiente

para el desarrollo de EICRag.

Jagasia M et al [86] también sugiere en una serie de 5650 pacientes que los
acondicionamientos que incluyen ICT, que son de tipo mieloablativo y la fuente de
progenitores sea de sangre periférica, tiene mayor riesgo de desarrollar EICRag.
Seleccionaron subgrupos de acuerdo a estas tres variables y observaron que los
que utilizaban medula 6sea, acondicionamientos de intensidad reducida y no
utilizan ICT, tienen menor tasa de EICRag., también abogan por que debiera de ser
considerado el régimen de acondicionamiento como parte de la estrategia de
prevencion del EICR para los pacientes sometidos a TPH alogénico. Sin embargo,
el impacto actual del régimen de acondicionamiento de intensidad reducida
parece ser controversial en relacion a la incidencia de EICRag., ya que al
disminuir la intensidad del régimen se observa disminucion del EICRag. a cambio
de mayor tasa de incidencia del EICRag. de inicio tardio y de EICR croénica [87].
Corvo R et al [60] en un analisis retrospectivo mostré que la ICT puede influir en la
aparicion de EICR cronica y afectar el prondstico de los pacientes con LLA que
reciben TPH alogénico, a pesar de su buena tolerancia cuando se administra de

forma fraccionada. Resumiendo, observamos que se asocio el uso de ICT con
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mayor riesgo de EICRag [58,63,72] por contra no existe en la literaria datos que
sugieran mayor incidencia de EICRag. con el uso de los diferentes regimenes que
utilizan solo quimioterapia. No obstante se ha seguido apoyando la teoria del
imperante rol del acondicionamiento en la patogenia de esta complicacion
derivada del TPH aldgenico [72,87].

El régimen de acondicionamiento hoy en dia no es valorado como factor
relacionado con la EICRag. a la hora de decidir que acondicionamiento se utiliza,
no obstante su apreciacion como factor pronodstico debe de ser encuadrada dentro
de un contexto general, en esta valoracion tenemos que tener en cuenta que
existen numerosos publicaciones donde se observa que no ofrece mayor beneficio

en SG y SLE el uso de ICT comparado con el uso solo de quimioterapia [69,70,71].

LIMITACIONES DE NUESTRO ESTUDIO

Nuestro estudio presenta limitaciones como son el analisis retrospectivo de los
pacientes y el escaso tamano muestral. Estas dos limitaciones estan
estrechamente relacionada con la expresion de los alelos de la familia GST y con

las tasas de incidencia de EICR agudo grado II-IV.

La posibilidad del sesgo de seleccion por el escaso tamano muestral y el analisis
retrospectivo de los datos debe de considerado, pero debemos destacar que las

caracteristicas de los pacientes estaban bien estructuradas.

Para concluir, debemos resaltar que este estudio aporta la primera evidencia de la
asociacion de la enfermedad injerto contra huésped con expresion o falta de la
misma del alelo GSTM1.

PERSPECTIVAS A FUTURO

La comprobacion de este resultado por otros grupos de trabajo es fundamental a
la hora de poder plantear scores pronodstico de la EICR aguda y necesaria para

avalar los resultados obtenidos en la serie en estudio.
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EN RELACION CON LOS OBJETIVOS PRINCIPALES

12?)- Los pacientes sometidos a trasplante de precursores hematopoyéticos que
presentan expresion del alelo GSTM1, tienen mayor probabilidad de desarrollar
enfermedad injerto contra receptor aguda grado Il-IV independientemente de
otros factores de riesgo conocidos, de manera tal que los donantes sin expresion
del alelo GSTM1 reconocerian esta proteina expresada en los pacientes y
generarian una reaccion alo-inmune en el receptor. Asimismo, observamos que los
pacientes que no expresan el alelo GSTM1 tienen una menor incidencia de la

enfermedad injerto contra receptor aguda.

2%)- La expresion del alelo GSTM1 representa un factor de riesgo de aparicion de
la enfermedad injerto contra receptor aguda con una sensibilidad adecuada.
También destaca el elevado valor predictivo negativo, el cual nos puede ser (til
para identificar a aquellos pacientes que van a tener alta probabilidad de no

desarrollar enfermedad injerto contra receptor aguda cuando no lo expresen.

3?)- No observamos relacion entre la expresion del alelo GSTT1 en los pacientes y

en los donantes con la incidencia de la enfermedad injerto contra receptor aguda.

4?)- Independientemente del tipo de profilaxis y/o farmacos utilizados para el
tratamiento de la enfermedad injerto contra receptor, la expresion de los alelos

GSTM1 y GSTT1 no modificé las respuestas obtenidas.
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EN RELACION CON LOS OBJETIVOS SECUNDARIOS

5%)- Los pacientes que se acondicionaron con irradiacion corporal total +
Ciclofosfamida tuvieron mayor predisposicion de desarrollar enfermedad injerto
contra receptor aguda, también se ha observado, que aquellos que recibieron TPH

de donante emparentado han presentado menor incidencia de la misma.

6%)- La toxicidad hepatica, la mortalidad, la recaida y la enfermedad injerto
contra receptor crénica no fueron diferentes segin la presencia/ausencia de los
alelos GSTM1 y GSTT1.
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