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RESUMEN

Introduccion: El trasplante de células madre hematopoyéticas (SCHT) se utiliza
para reestablecer la funcion hematopoyética en pacientes con alteracion o dafio en
la médula 6sea; en pediatria se realiza el 20% del total de estos procedimientos. La
reconstitucion inmunoldgica y el recuento plaquetario posterior al trasplante se
relaciona con mejor o peor prondstico, recaida de la enfermedad y la sobrevida.
Objetivos: Evaluar la asociacion entre el conteo plaquetario y linfocitario, la
supervivencia general y libre de evento en una unidad de trasplantes pediatrica con
trasplante alogénico por enfermedades hematooncoldgicas e inmunodeficiencia
Metodologia: Estudio analitico observacional de cohorte retrospectiva, se
incluyeron 124 pacientes menores de 18 afos a quien se les realizé trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas entre 2010 a 2016 en el Hospital
Pediatrico de la Misericordia, los pacientes que sobrevivieron sin recaida al dia 100
se les cuantificd conteo de plaquetas y linfocitos y se siguieron hasta 3 afos.
Resultados: La probabilidad de supervivencia en pacientes con linfocitos <1000 al
afno fue de 75,36% (IC 95% 64,51-88,03%), a los dos afios fue de 58,6% (IC 95%
46,45-74,08%) y a los tres anos fue de 52,21% (IC 95% 39,9-68,2%) vs de 85,4%
(IC 95% 77-94,7%) de 77% (IC 95% 67,1-88,4%) de 71,9% (IC 95% 61,4-84,2%)
para el grupo con >1000 linfocitos respectivamente (Log-Rank=0,037). La media
de supervivencia para los pacientes con plaquetas <100.000 fue de 35.2 meses (+/-
3.17) y para quienes tuvieron plaquetas >100.000 fue de 39,3 meses (+/- 2.19)
p=0.19. La trombocitopenia tiene se relacion con desarrollo de IECH aguda p=0,001.
Discusién: El conteo absoluto de linfocitos al dia 100 post trasplante es un factor

independiente que afecta directamente la sobrevida de los pacientes.

Palabras Clave: Trasplante de progenitores hematopoyéticos PH; trasplante
alogénico; nifos; trombocitopenia; enfermedad injerto contra huésped EICH;
sobrevida; prondstico.



Abstract

Introduction: Hematopoietic stem cell transplantation (SCHT) is used to reestablish
hematopoietic function in patients with impaired or damaged bone marrow. In
pediatrics 20% of these procedures are performed. Both immune reconstitution and
post-transplant platelet count have been shown to be associated with better or worse
prognosis, disease relapse, and overall survival. Objective: To assess the
association between platelet and lymphocyte count, overall survival, and event-free
survival in a pediatric transplant unit with allogeneic transplantation for haemato-
oncological diseases and immunodeficiency. Materials and methods:
Retrospective observational analytical cohort study, 124 patients under 18 years of
age who underwent allogeneic hematopoietic stem cell transplantation between
2010 and 2016 at the Pediatric Hospital of La Misericordia were included; patients
who survived without relapse on day 100 were quantified platelet and lymphocyte
count and followed up to 3 years. Results: The probability of survival in patients with
lymphocytes <1000 a year was 75.36% (95% CIl 64.51-88.03%), after two years it
was 58.6% (95% CI 46, 45-74.08%) and at three years it was 52.21% (95% CI 39.9-
68.2%) vs 85.4% (95% CI 77-94.7%) 77% (95% CIl 67.1-88.4%) of 71.9% (95% ClI
61.4-84.2%) for the group with> 1000 lymphocytes respectively (Log-Rank = 0.037).
The mean survival for patients with platelets <100,000 was 35.2 months (+/- 3.17)
and for those with platelets> 100,000 it was 39.3 months (+/- 2.19) p = 0.19.
Thrombocytopenia is related to development of acute IECH p = 0.001. Conclusion:
The absolute lymphocyte count at day 100 post transplant is an independent factor
that directly affects the survival of patients.

Key words: Hematopoietic Stem Cell Transplantation; Transplantation,
Homologous; Thrombocytopenia; Prognosis; Survival Analysis; Graft vs Host
Disease.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH) alogénicos en
humanos inicio en los afios 70 y estaba restringido para neoplasias hematologicas
con donantes con antigeno leucocitario humano (HLA) idéntico; en la actualidad su
uso de ha extendido a todas las edades, es un procedimiento establecido para
trastornos congénitos y adquiridos, alteraciones del sistema inmune y remplazo
enzimatico en enfermedades metabdlicas y ha aumentado el uso de donantes

familiares haploidénticos (1,2).

A nivel mundial en el 2006 se reportaron 50.417 TCMH de los cuales el 45% fueron
alogeénicos (3). Los avances en tectologia, mejores regimenes de preparacion, asi
como la profilaxis infecciosa hacen que cada aino este numero vaya en aumento.
Para el 2012 el European Bone Marrow Transplantation (EBMT), reporté 37.818
trasplantes en nifios, 42% fueron alogénicos y 58% autologos; las principales
indicaciones por frecuencia fueron: leucemias, linfomas, tumores sélidos y por
ultimo enfermedades no neoplasicas (4). Las cifras de trasplante en Latinoamérica
son dificiles de determinar por inconsistencia y falta de reportes.

En Colombia el Instituto Nacional de Salud reporté para el 2016, 68 trasplantes
alogénicos en niflos y que corresponden al 35% del total de los realizados durante

ese afio (5).

La reconstitucion de la hematopoyesis posterior al TSCH es un proceso dinamico y
continuo en el cual intervienen diferentes factores como: el diagndstico previo, la
edad, la fuente del injerto, el régimen de condicionamiento, la presencia de
enfermedad injerto contra huésped (EICH) y a la reactivacion de infeccién por
citomegalovirus (CMV) (6,7).



La recuperacion inmunolégica inadecuada o mas lenta tiene impacto directo con la
morbilidad y mortalidad de estos pacientes dadas las mayores tasas de infecciones
graves e invasivas, la recaida de las enfermedades hematoldgicas y de esta manera
impactando directamente la sobrevida general (8—11). La reconstitucion inmune es
secuencial empezando por inmunidad innata seguida de la adaptativa (12).

En pacientes adultos se han desarrollado diferentes estudios sobre la recuperacion
del conteo de linfocitos absolutos posterior al trasplante, tomando diferentes
tiempos y puntos de corte de este conteo, demostrando que los bajos conteos de

linfocitos tienen peores desenlaces (13-17).

Los estudios en nifios con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA)
muestran que el conteo absoluto de linfocitos es importante no sélo por el control
de las infecciones en el periodo post trasplante sino también por el efecto injerto
contra leucemia por la destruccion las células leucemias residuales: asi el conteo
intermitente de los linfocitos es un método util ya que permite predecir los resultados
del trasplante relacionados con las recaidas de la enfermedad (18,19).

La reconstitucion mieloide y el conteo plaquetario al dia 100 post TCMH también es
considerada una variable que se asocia con la disminucion de la supervivencia; ésta
se relaciona con presencia y severidad en EICH (20,21). En un estudio pediatrico el
conteo plaquetario por debajo de 100.000 cel/ml al dia 100 se relacion6 de forma
significativa con la mortalidad y en general requieren un seguimiento mas estrecho

por las complicaciones asociadas (22).

En Colombia no existe hasta el momento un estudio que relacione conteo
plaquetario (recuperacion mieloide) y el conteo linfocitario (recuperacion linfoide)
posterior al TCMH alogénicos con la mortalidad. El establecimiento del trasplante
alogénico como tratamiento estandar para diferentes enfermedades malignas como
benignas hace imperativo conocer estas relaciones en el ambito pediatrico y

comparar nuestros resultados con los reportes mundiales.



1.2 JUSTIFICACION

Establecer los desenlaces, y conocer la relacién entre el conteo plaquetario y la
reconstitucion inmunoldgica al dia 100 post trasplante con la sobrevida general y la
recaida de la enfermedad en pacientes con TPH alogénico en la edad pediatrica, es

importante por las siguientes razones:

Desde el punto de vista clinico, les permitira a los centros donde se realizan estos
tratamientos definir mejores estrategias de tratamiento e intervencion en cada uno
de los pacientes segun patologia previa y pronostico pretrasplante; por ejemplo,
regimenes para prevencion de EICH e inicio mas tempano del tratamiento para
CMV, para que de esta manera se logren minimizar los riesgos que afecten su
calidad de vida e impactar en la sobrevida. Se aportara al conocimiento con datos
concretos y que reflejan la realidad en nuestro hospital que actualmente no se

conocen.

Introducir la evaluacion sistematica del conteo plaquetario y linfocitario en el
seguimiento de estos pacientes permitira de manera oportuna conocer los posibles
desenlaces en cada uno de ellos, individualizado las mejores estrategias de
tratamiento y optimizando recursos disponibles ya que siempre se trata de
patologias de alto costo, permitiendo ademas ofrecer un seguimiento y manejo
multidisciplinario que contemple por ejemplo el cuidado cronico y paliativo segun en

cada caso.

Con los datos estadisticos precisos de esta poblacion en particular permitira a la
institucion realizar proyecciones economicas, de infraestructura fisica y cientifica,
asi como la conformacién de equipos multidisciplinarios que redunden en beneficio
del sistema de salud; pero principalmente de los pacientes y sus familiares a lo largo

de todo el proceso de trasplante.



1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la asociacion entre el conteo de plaquetas y de linfocitos al dia 100 y la
supervivencia en pacientes pediatricos que reciben trasplante de células madre
hematopoyeética tipo alogénico en La Fundacion Hospital pediatrico La Misericordia?



2. MARCO TEORICO

2.1 Trasplante hematopoyético

El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas constituye en la
actualidad un tratamiento definitivo para varias patologias tanto hematologicas

como oncoldgicas.

2.1.1 Células madre y hematopoyesis

Las células madre son una poblacién celular indiferenciada capaz de
autorrenovarse indefinidamente y de generar células progenitoras funcionales
altamente especializadas; tienen diferentes funciones dependiendo de la
localizacion del tejido; las células madre hematopoyéticas (CMH) lo hacen hacia
linaje sanguineo maduro (23).

La hematopoyesis se refiere al proceso altamente regulado por el cual todas las
células maduras sanguineas son producidas por células madre pluripotenciales. En
los humanos la hematopoyesis primitiva inicia a los 18 dias de gestacion en las islas
sanguineas del saco vitelino, donde se localizan los eritroblastos nucleados,
macréfagos y megacariocitos. Después, la hematopoyesis se traslada a la region
aorta-gbnadas-mesonefro en el embrion, donde las CMH primitivas son expuestas
a un microambiente que promueve la transicién a CMH definitivas. Desde este lugar,
migran al higado fetal donde se expanden extensivamente. En el segundo trimestre
del embarazo las CMH migran a nidos especificos en la médula ésea donde estaran
por el resto de la vida. En la pubertad la hematopoyesis solo se genera
exclusivamente en la medula 6sea de los huesos planos como el esternon,

vertebras, huesos iliacos y costillas.

Las CMH se pueden reconstituir y tienen la propiedad de auto regenerarse, lo que
significa que al momento de que una CMH se divide, una se diferencia y la otra



permanece como ceélula madre. Estas células se denominan células madre
hematopoyéticas a largo plazo (CMHLP) y son identificadas con el inmunofenotipo
de CD 34+, CD38-, CD90+ y CD45RA-. Las CMHLP produce células
pluripotenciales que son células madre hematopoyéticas de corto plazo (CMHCT)
las cuales tiene una limitacion de autorrenovarse, pero pueden proveer
reconstitucion multilineal, entran al ciclo celular diariamente y se pueden convertir
en progenitores oligopotentes, mieloides y linfoides, de las cuales emergen todos
los componentes diferenciados de la sangre (24).

La hematopoyesis es un proceso que es estrictamente regulado por una interaccion
molecular y constituyentes celulares, principalmente por citoquinas y factores de
crecimiento que son secretados por las células estromales y macrofagos en la
medula 6sea. El sistema inmune que es creado en la hematopoyesis tiene como
funcidén primaria proveer una defensa efectiva en contra de patogenos la cual es
iniciada por mecanismos innatos inmunes y después por respuesta adaptativa
inmune. Estas dos actuan en conjunto para proveer proteccion inmediata a
antigenos no reconocidos y proteccion de largo plazo para prevenir enfermedad

cuando los antigenos de una exposicidén previa son encontrados nuevamente.

Las CMH son el componente principal para la realizacién de un trasplante de células
madre hematopoyéticas (TCMH), la seleccion del donante apropiado para el
receptor es un proceso complejo que abarca multiples factores (24); entre ellos la
enfermedad de base del paciente, la compatibilidad entre donante y receptor y la
disponibilidad de las células madre como tal. Los lugares de donde se pueden
obtener CMH son el cordon umbilical, el cual no es relacionado con el receptor,
sangre periférica de donde se obtienen células progenitoras inducidas por factores
de crecimiento hematopoyéticos y de la médula ésea (25). Cada fuente de CMH
poseen unas ventajas y desventajas a la hora del tratamiento (26).



Tabla 1. Enfermedades comunmente tratadas con TCM

Trasplante autélogo Trasplante alogénico
Cancer Cancer
e Mieloma multiple e lLeucemia mieloide aguda
e Linfoma no Hodgkin e |eucemia linfoblastica aguda
e Enfermedad de Hodgkin e Leucemia mieloide crénica
e Neuroblastoma e Sindromes mielodisplasicos
e Cancer de ovario e Enfermedades mieloproliferativas
e Tumores de células germinales e Enfermedad de Hodgkin
Otras enfermedades e Linfoma no Hodgkin
o Enfermedades autoinmunes e Leucemia linfocitica cronica
e Amiloidosis e Mieloma multiple

e Leucemia mieloide crénica juvenil
Otras enfermedades

e Anemia aplasica

e Hemoglobinuria paroxistica nocturna

e Anemia de Fanconi

¢ Anemia Blackfan-Diamond

e Talasemia mayor

e Anemia de células falciformes

e Inmunodeficiencia severa combinada

e Sindrome Wiskott Aldrich

e Errores innatos del metabolismo
Adaptada de Copelan EA. Hematopoietic Stem-Cell Transplantation. New England Journal of
Medicine. 2006;354(17):1813-26.

En el trasplante alogénico, las células infundidas provienen de la misma especie,
pero no son geneéticamente idénticos (incluye hermanos, padres o donante no
relacionado), la infusion de CMH en el trasplante alogénico genera una situacion
unica y critica, en las cuales las células inmunes del donante y del hospedero
responden debido a la alorreactividad. Durante la etapa preparativa se realizan
estudios complementarios para determinar la idoneidad del receptor; el grado de
respuesta al tratamiento de la enfermedad de base influye en gran medida para la
escogencia del régimen preparativo; una de las pruebas mas importantes es la
determinacién del antigeno leucocitario humano ( HLA) y su compatibilidad con las
células a recibir (24).

Los aloantigenos son moléculas polimorfas principalmente glicoproteinas
expresadas en la superficie de células injertadas y que son reconocidos como

extrafias por el hospedero generando, una respuesta inmunolégica tanto humoral



como celular; la severidad de la reaccion inmune a los aloantigenos depende del
grado de incompatibilidad entre donante y receptor. Las CMH codifican moléculas
de HLA clase | y clase Il, ambos contienen regiones no polimorficas y polipéptidos

con dominios extracelulares que son reconocidos por las células T.

Las células presentadoras de antigeno (CPA) son especializadas en capturar
antigenos extrafos y procesar estas proteinas, éstos péptidos se uniran a moléculas
de las CMH clase | o Il en el reticulo endoplasmatico para posteriormente ser
presentados a las células T CD8+ o CD4+, las cuales pueden ignorar la interaccion
o activarse después de la estimulacion e iniciar una respuesta inmune, eliminando
o desactivando las células que expresan este antigeno extrafio; asi las células T
remanentes reconoceran las CMH del donante como extrafas y a la inversa las
células T del donante reconocera las células del hospedero como extrafias

generando dafio celular en ambas direcciones (24)

La tolerancia inmune esta clasificada como central o periférica. La tolerancia central
ocurre en los 6rganos linfoides generativos con linfocitos inmaduros son expuestos
a autoantigenos presentados en estos 6rganos (medula 6sea para células B
inmaduras y timo para células T inmaduras). Las células B inmaduras se ligan a los
autoantigenos con alta avidez para que puedan realizar el procesamiento para la
edicion del receptor que resulta en la adquisicidon de nuevos receptores de células
B con especificidad reconocida la cual no es auto reactivo. Si esta edicion de los
receptores falla, las células B inmaduras que expresan el receptor para células B
que ligan los auto antigenos realizan apoptosis en la medula 6sea o bazo por un
proceso llamado seleccion negativa. En comparacion con el timo, las células T
inmaduras que ligan los autoantigenos con gran afinidad pueden ser eliminados con
alta eficiencia por seleccion negativa para evitar la alorreactividad. Alternativamente
estas células T inmaduras pueden desarrollar células T reguladoras que contribuyen
a la tolerancia periférica, donde ocurre la anergia en las células T CD4 + las cuales
encuentran un antigeno especifico, pero las células T no estan activadas porque

ellas no tienen la co-estimulacién adecuada o se ocupan en receptores inhibitorios



los cuales se ligan con alta afinidad. Frecuentemente estas células anérgicas
realizan apoptosis. Similarmente, la anergia y la apoptosis ocurre en las células B
que reconocen autoantigenos cuando estan en la periferia. Durante este periodo de
restitucion inmune, son muy vulnerables de presentar infecciones, particularmente
por virus y enfermedad linfoproliferativa postrasplante asociado a el virus del Epstein
Barr. La inmunidad pasiva con inmunoglobulina, el uso de antibidticos profilacticos,
antivirales y anti fungicos ayudan a prevenir las infecciones oportunistas que

amenazan la vida mientras se reconstituye el sistema inmune (24).

La nomenclatura HLA fue establecida en 1968 por la Organizacion Mundial de la
Salud, la cual provee informacion acerca de los locus, alelos, familiar diferencia en
aminoacidos, variacion no codificante, variacion del intron y el nivel de expresion.
Los primeros 2 digitos en la nomenclatura son derivados de la serologia. Los
siguientes 2 digitos especifican la secuencia alélica. El quinto digito es usado
cuando se necesita contar con polimorfismos silentes. Esto esta seguido del sexto
y séptimo digito que graba cualquier variacion identificada afuera de la region que
codifica. Esta nomenclatura se ha clasificado como baja, intermedia o de alta
resolucion. Las de nivel bajo especifican el locus y la familia del antigeno y se usan
en citotoxicidad serologica. Los de nivel intermedio son usados para citometria de
flujo donde los linfocitos son separados del a sangre del paciente y se mezclan con
anticuerpos monoclonales en contra de antigenos de HLA. Los de alta resolucion
son los mas especificos porque engloba la secuencia nuclettida completa del grupo
de genes HLA secuenciado. Esto se requiere para el TCMH y es suficiente con HLA
de baja resolucién para trasplante de 6rganos. La nomenclatura de baja y de
resolucidn intermedia se usa para la busqueda de donante no relacionados y la de
alta resolucion esta reservada para donante potenciales identificados la cual ha
ayudado a mejorar la sobrevida en aproximadamente un 25% de los receptores con
donantes no relacionados. En general, el estandar actual para HLA de CMH de
medula ésea y de sangre periférica para evaluar el grado de histocompatibilidad de
5 loci diferentes con diez determinantes (24)



Al tener un donante identificado, este debe realizarse una evaluacion médica
completa antes de donar. El donante hermano relacionado (DHR) es el considerado
optimo para TCMH y esta asociado con el menor riesgo de EICH y rechazo del
injerto; sin embargo, solo el 25% de los pacientes que necesitan trasplante
alogénico tendran un hermano compatible. Con el aumento de familias mestizas, la
probabilidad de que un paciente tenga un hermano compatible ha disminuido mucho
mas. Como resultado, la mayoria de los TCMH alogénicos son donantes alternativos
incluyendo hermanos donantes no compatibles (HDNC) con un alelo no
relacionado, donantes no relacionados compatibles (DNRC), donante no
relacionado no compatible (DNRNC) con 1 alelo, no relacionado de corddn umbilical
(NRCU) y donante haploidéntico (DH) de los padres o hermano. Otro punto muy
importante en el momento de escoger el donante para obtener resultados éptimos
en el TCMH es la enfermedad de receptor. Si el paciente tiene una condicion
maligna y no esta en remisidon en el momento del trasplante, no importa la
compatibilidad del donante o el tipo de donantes, el resultado sera inferior al
comparado con un receptor en remision de la enfermedad (25,26).

El régimen preparativo es un elemento critico para realizar el TCMH, éste tiene 2
objetivos: proveer la inmunosupresion adecuada para prevenir el rechazo del
trasplante y erradicar la enfermedad por la cual el trasplante se esta realizando.
Estas metas se obtienen mediante el tratamiento con quimioterapia a dosis altas y
puede incluir o no radioterapia coadyuvante (27) , se administra antes de la infusion
celular de CMH modificando la actividad de los linfocitos, la memoria innata y las
células plasmaticas. Existe varios regimenes que tiene variable intensidad, toxicidad
y la dependencia del riesgo de presentar EICH. Estos regimenes se denominan
mieloablativos, de intensidad reducida y no mieloablativos (24).

El régimen mieloablativo consiste en un agente unico o combinacién de otros
agentes para destruir las células hematopoyéticas en la medula 6sea y como
resultado la profunda pancitopenia con 1 o 3 semanas de tiempo o administracién,

la cual es duradera y usualmente irreversible sin que sea restaurada con la infusion



de CMH. Usualmente incluye una radiacién corporal de >5Gy en una dosis o
busulfan. El régimen no mieloablativo es uno de los que causa minima citopenia,
pero significativa linfopenia y no requiere CMH de soporte, estos incluyen
fludarabina mas ciclofosfamida con o sin globulina antimitocitica o irradiacion
corporal <2 Gy; sin embargo, el trasplante usualmente se convierte en mieloablativo
ya que las células T del donante eventualmente elimina las células hematopoyéticas
del receptor, permitiendo un establecimiento de la hematopoyesis del donante. El
régimen de intensidad reducida son de categoria intermedia que no encajan en la
definicion de mieloablativo o no mieloablativo. Estos regimenes causan citopenias
la cual pueden ser mas prolongadas y resultan en una morbilidad y mortalidad
significativa y requiere soporte con CMH, estos incluyen busulfan o melafan (28).

Para escoger que régimen se usa con cada paciente hay que evaluar las
comorbilidades, condicién subyacente, el estado de la enfermedad y el riesgo de
rechazo. Estas comorbilidades son las que direccionan que tipo de régimen puede
ser ofrecido para el paciente, ya que si tienen muchas complicaciones no son
candidatos a regimenes mieloablativos, pero si podrian ser candidatos para uno no
mieloablativo o de intensidad reducida. Las condiciones subyacentes como
erradicar la malignidad o CMH anormales es la meta del régimen para pacientes
con malignidades hematoldgicas con médulas hiperplasicas. Para los pacientes que
tienen anemia aplasica severa o ciertos estados de inmunodeficiencia, la
erradicacion no es requerida y el régimen preparativo esta primariamente enfocado
en la inmunosupresion para permitir el injerto. Los regimenes mieloablativos son de
eleccion para paciente con malignidades hematoldgicas que no estan en completa
remision al momento del trasplante (24).

El riesgo de rechazo se aumenta con la mayor disparidad en el HLA, en pacientes
que han sido expuesto a antigeno de histocompatibilidad menores como
transfusiones, infusion celular del donante con una dosis baja de CMH y con células
T agotadas del donante. El riesgo de rechazo es mas bajo cuando hay una dosis

altas de CMH, el uso de células progenitoras de sangre periférica que el uso de



células de medula 6sea, dosis altas de células T en el donante y el uso de globulina

anti-timocitica en el régimen (28)

En la Tabla 2 se describiran las complicaciones a corto y largo plazo de esta

quimioterapia.

Tabla 2. Toxicidad a corto y largo plazo asociada a régimen mieloablativo.

TIEMPO EFECTOS SECUNDARIOS
Duracién e Nausea
e Parotiditis
e lrritacién dérmica
Corto plazo e  Mucositis
e Alopecia
¢ Neumonitis intersticial
e Diarrea
e Enfermedad venooclusiva
e  Supresion medular
Largo plazo Hipotiroidismo
Pubertad tardia
Infertilidad
Talla baja

Complicaciones dentales
Alteracion rena cronica
Complicaciones cardiovasculares
Complicaciones pulmonares
Osteonecrosis y disminucion de la densidad 6sea
Déficit del neurodesarrollo
e Malignidades secundarias
Adaptada de Brown VI. Hematopoietic Stem Cell Transplantation for the Pediatric
Hematologist/Oncologist: Springer International Publishing; 2017

2.1.2 Infusion celular

La infusion de CMH, independiente de donde sea la fuente, tienen un efecto de
causar reacciones que pueden ir de leves a severas e incluso potencialmente
mortales. Estas incluyen nauseas, vémito, fiebre, cambios en la frecuencia cardiaca
y cambios en la tensidn arterial, reacciones alérgicas, hipervolemia, hemolisis con
incompatibilidad de grupo y reaccién a los detritos celulares. La preparacion tipica

para la infusidn celular incluye una restriccion hidrica y premedicacion para



minimizar los efectos secundarios. Su administracion debe ser lenta y bajo monitoria

continua con una tasa de infusion ajustada a la tolerancia (24)

2.1.3 Injerto del donante en receptor

En el momento que ya se realice la infusion de las CMH, lo que define que haya un
TCMH exitoso es el injerto. Las células del donante migran a la medula 6sea y se
adhieren al endotelio vascular en areas especificas de esta llamado nichos, en
donde se instaura un ambiente adecuado para CMH. El proceso inicial es mediado
por selectinas, la adhesion es reafirmada por la interaccidon entre otras moléculas,
las cuales incluyen las integrinas expresadas en la superficie celular de las CHM y
la superfamilia de las inmunoglobulinas del endotelio y CD44 en el estroma de la
médula 6sea. Seguido de la adhesion reforzada, las CMH migran a los nichos
hematopoyéticos. Muchas células participan en este proceso incluyendo células
estromales, osteoblastos, células endoteliales sinusoidales de la médula 6sea,
subpoblaciones de células T, adipocitos y fibroblastos, llevando a cabo el injerto de
las CMH exitosamente.

El injerto de las CMH se define como la recuperacion cuantitativa de neutrofilos y
de plaquetas y la reconstitucion inmune se refiere a recuperacion de la funcion de
las células B y T. Cada linaje de las células sanguineas tiene un tiempo diferente
para injertar después de la infusion celular; ocurre primero con los neutrdfilos,
seguido del injerto de las plaquetas el cual se presenta entre la semana 3 y la
semana 8 y por ultimo el de los glébulos rojos el cual toma aproximadamente de 1
a 3 meses. Para que el receptor tenga un conteo normal de plaquetas puede tardar
de 1 a 3 meses. El linaje de linfocitos es tipicamente el ultimo en injertar y se puede
tardar de 1 a 2 afios posterior al TCMH (Tabla 3). Si el injerto no se da, la sobrevida
es sombria debido las complicaciones infecciosas y al sangrado incontrolable. Si
hay una falla en el injerto, el receptor se le debe realizar un segundo TCMH para



proveer un sistema inmune adecuado y darle la oportunidad de cura y de sobrevivir
(24).

Tabla 3. Tiempo de injerto segun la fuente de CMH

Fuente donante CMH fuente Media de tiempo Media de tiempo
para injerto de para el injerto de
neutrofilos en dias plaquetas en dias

(>500 mm2) (20.000/mcl)

Autologo Factores de 12 (7-14) 21

crecimiento -

movilizadores en

sangre periférica
Autdélogo Medula 6sea 28 35
Alogénico: Sangre periférica 12 (10-21) 20 (7-39)
relacionado y no
relacionado
Alogénico: compatible Medula ésea 16 (12-35) 28
relacionado
Alogénico: no Medula ésea 18 (10-40) 29 (8-141)
relacionado
Alogénico: no Sangre de cordon @ 23 (15-133) 56 (16-159)
relacionado umbilical
Alogénico: Repletados Medula 6sea 16 (9-40) 29 (8-165)
células T

Adaptada de Brown VI. Hematopoietic Stem Cell Transplantation for the Pediatric
Hematologist/Oncologist: Springer International Publishing; 2017.

2.1.4 Quimerismo

El quimerismo es definido como el porcentaje de células sanguineas derivadas del
donante y es usado para confirmar el injerto en el huésped receptor. Es una
herramienta muy importante para evaluar el riesgo de recaida y de sobrevida del
receptor después de TCMH alogénico. La presencia de células del receptor después
del TCMH puede ser el resultado de una mieloablacion y/o una eliminacion de la
enfermedad inadecuadas y que puede llevar a una recaida. Los test mas usados
son el de hibridacidn fluorescente in situ (FISH) y polimorfismos por amplificacion
de ADN (PCR), la cual es mas versatil y es usado en el analisis de ADN de repeticion
corta en tandem. El quimerismo del donante es dinamico y varia desde uno mixto a
uno completo que normalmente se alcanza en los primeros 100 dias posteriores al

trasplante. EI quimerismo mixto puede resultar en una falla del injerto y necesitara



ser monitorizado para identificar pacientes que requieran intervenciones para
promover un quimerismo completo del donante. El estudio del quimerismo del
donante es realizado al dia 30 y no debe hacerse seguimiento una vez el receptor
tenga una conversion del 100% (24)

2.2 Complicaciones del TCMH

Las complicaciones relacionadas con el TCMH estan clasificadas en infecciosas y

no infecciosas, no infecciosas tempranas, no infecciosas tardias y EICH.

2.21 Infecciones

Los riesgos de infecciones durante la fase de pre injerto se relacionan con la
disrupcién de las barreras mucocutaneas, el uso catéteres venosos, la neutropenia
y la disfuncion organica. Las células T totales o los niveles de CD4+ pueden ser
usados como marcador de la inmunidad; sin embargo, no existen biomarcadores
para la reconstitucion inmune que prediga el riesgo de infeccion y la necesidad de
profilaxis antimicrobiana. Por consiguiente, los pacientes requieren un cuidado
estricto y hacer intervenciones tempranas si hay presencia de signos y sintomas de
infeccion. La mayoria de los centros continuan con manejo profilactico después del
trasplante entre 3 a 6 meses después de suspender la inmunosupresiéon. La
vacunacion se realiza a los sobrevivientes del trasplante a los 12 meses.

En el proceso inicial del trasplante, las infecciones bacterianas ocurren hasta en un
30% de los receptores, comunmente de etiologia de la flora de la piel, orofaringe y
del tracto gastrointestinal. Otras infecciones severas y complicadas incluyen
gérmenes como  Pseudomonas  Aeruginosa, Enterobacteriaceae y
Stenotrophomonas Maltophilia. La causa mas comun de diarrea es por Clostridium
Difficile y Listeria Monocytogenes puede causar septicemia y meningitis.

Las infecciones micéticas por candida la especie Aspergillus son comunes en estos
pacientes después de TCMH. Los factores de riesgo por micosis invasiva incluyen



neutropenia severa y prolongada, uso de antibiéticos de amplio espectro, disfuncion
organica, dano de la barrera mucocutanea y colonizacién por levaduras de la
especie de Candida. La introduccion de profilaxis con antifungicos ha reducido la
morbilidad y la mortalidad por candidiasis invasiva. La aspergilosis invasiva ocurre
hasta en un 30% de los pacientes después del TCMH alogénico; la mayor edad
mayor, EICH, tratamiento con esteroides, falla del injerto, cancer avanzado al
momento del trasplante son los factores de riesgo mas importantes. La neumonia
por Pneucystis Carinii tiende a ocurrir alrededor de las 9 semanas posterior al
trasplante, pero la profilaxis de rutina limita su incidencia alrededor de 1 al 2% (23)

Las infecciones primarias por virus de Epstein Barr o reactivacion por infeccion
latente de citomegalovirus (CMV) o virus del herpes son causas comunes de
morbilidad y mortalidad. En aproximadamente del 50 al 85% de la poblacion estan
infectados con CMV y alrededor del 30% de los receptores cursan con reactivacion,
la cual comunmente ocurre en el periodo tardio del postrasplante y esta asociado
con el 46% de la mortalidad (23).

2.2.2 Falla de injerto

La falla de injerto es una complicacién rara en TCMH, puede ser primaria debido a
una recuperacion autologa de las CMH sin evidencia del injerto del donante o
secundaria la cual es usualmente debida a infecciones que resulta en la perdida de
injerto inicial y una posible recuperacion autologa. La mayor disparidad HLA entre
injerto y donante aumenta la probabilidad de falla de injerto, ésta puede ser es de
5-20%, aumenta si el trasplante es de NRCU comparado con el de DHR o DNR :10-
20% vs 2% vs 9-12.3% respectivamente (29). En la Tabla 4 se especifican los

factores de riesgo para falla del injerto.



Tabla 4. Factores de riesgo para la falla del injerto

Cuantitativo Cualitativo Inmunoldégico
e Fuente del injerto e Donante afioso e Disparidad de HLA
donado entre en donante y el
o Cordon receptor
umbilical>med
ula Osea>
sangre
periférica
e Dosis baja de células o Enfermedad e Alosensibilizacién
madre con CD34+ subyacente o Exposicién a
multiples
productos
sanguineos
pretrasplante
o Antes de
embarazo
o Esplenomegalia e Estado de la e Presencia de
enfermedad anticuerpos
especificos del
donante de CHM
e Sobredosis de hierro e Manipulacion del
injerto
e Técnicas de e Tipo e intensidad del
almacenamiento que régimen de
afectan las CMH acondicionamiento
e Tratamiento Pre e Régimen de
TCMH con inmunosupresion Post
quimioterapia y/o TCMH
radiacion

e Presencia de EICH
agudo o crénico
e Infeccion viral
o VHH-6
o CMV
o Parvovirus

Adaptada de Brown VI. Hematopoietic Stem Cell Transplantation for the Pediatric
Hematologist/Oncologist: Springer International Publishing; 2017.

2.2.3 Trombocitopenia

La trombocitopenia definida como un conteo plaquetario menor a 100.00 células/uL
es un desenlace esperado en el marco del trasplante y es secundaria al tratamiento
de preparaciéon antes del mismo, durante este periodo requiere manejo con
transfusiones para mantener el conteo en rango seguro. La recuperacion

plaquetaria posterior al trasplante varia dependiendo del origen de las células



trasplantadas y va de 3 a 4 semanas cuando son de sangre periférica y hasta 3
meses cuando es de sangre de cordon umbilical. La adecuada recuperacion del
conteo plaquetario se define cuando se logran conteos mayores a 50.000 sin
soporte transfusional por al menos 7 dias (24)

Cuando la trombocitopenia supera los tiempos esperados segun el origen de las
células trasplantadas o hay recurrencia de trombocitopenia posterior a evidencia de
recuperacion, requiere estudios adicionales para definir su origen. La
trombocitopenia persistente representa un factor independiente marcador de
morbilidad y mortalidad en estos pacientes(20), asi mismo la trombocitopenia se

relaciona con la presencia y la severidad de EICH croénica (30).

La falla secundaria de la recuperacion plaquetaria (SFRP), de sus siglas en inglés,
es la que se presenta después de la recuperacion primaria de las mismas y que no
se debe a falla del trasplante ni a recaida de la enfermedad, se presenta entre 13 y
el 20% y generalmente es multifactorial. Los factores de riesgo para SFRP incluyen:
disparidad de sexo entre donante y receptor, compromiso renal previo con elevacion
de creatinina, el uso in vivo de alemtuzumab que estimula células T, la presencia de

EICH agudo grados Il a IV y el uso de ganciclovir o valganciclovir (31).

2.2.4 Linfopenia

La reconstitucién inmune es critica para un resultado clinico exitoso después del
trasplante de células hematopoyéticas. Debido a que la recuperacién linfoide se
asocia de forma proporcional con la reconstitucién inmune, se ha asociado la
recuperacion rapida de linfocitos con un beneficio de supervivencia después del

TCMH, al igual que otro tipo de trasplante de 6rganos solidos (14,32).

La linfopenia se relaciona con una alteraciéon de la funcion del sistema inmunitario

en los receptores de TCMH alogénico. Existen varios subtipos de linfocitos, dentro



de los cuales, las células Natural Killer (NK) son el primer tipo de linfocitos que se
recuperan después de un trasplante, estas células destruyen las células tumorales,
tanto directa como indirectamente, actuando sobre otras células del sistema
inmunitario mediante citoquinas proinflamatorias; Sin embargo, se sabe menos
sobre el papel de cada uno de los diferentes subtipos de linfocitos en los eventos
clinicos posteriores al trasplante, incluidos la infeccién y otras complicaciones

relacionadas (14,32).

A pesar de la poca informacidn sobre la fisiopatologia del papel de los linfocitos
posterior al trasplante, varios estudios han mostrado como la rapida recuperacion
de los mimos se asociaba con mejores resultados de supervivencia y a su vez, la
reconstitucion inmunitaria tardia con un efecto negativo en el éxito del trasplante,

con un mayor riesgo de infeccion y recaida de la enfermedad.

Hay descripciones recientes que muestran como los recuentos de células NK
después de trasplante, especialmente en el dia 30, fueron predictivos de
enfermedad aguda de injerto contra huésped, mortalidad y/o supervivencia sin
recaidas. Por lo cual, la importancia del analisis de subconjuntos de linfocitos en
serie se puede usar para identificar y tratar a los pacientes en riesgo durante el
periodo temprano después de un trasplante alogénico (15).

2.2.5 Enfermedad injerto contra huésped

La enfermedad injerto contra huésped (EICH) corresponde a un fenomeno
inmunologico que puede comprometer diferentes 6rganos y sistemas, incluyendo la
piel, el tracto gastrointestinal, el higado, los pulmones, entre otros (23). Se
constituye como la principal y mas grave complicacion del trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos, acarreando altas tasas de mortalidad y morbilidad.



La activacion de linfocitos T inmunocompetentes provenientes del donante contra
tejidos de un huésped inmunocomprometido y que lo reconoce como un agente
extrafio, desencadena una cascada progresiva de dafio celular mediada por células
y citoquinas (24). Dependiente del momento de la aparicion del cuadro ésta se
puede clasificar clinicamente como aguda o cronica si sucede antes o después de

los 100 dias post trasplante (33).

Para el desarrollo de IEICH, se requiere de tres componentes: 1. Que el tejido
trasplantado contenga células inmunocompetentes: linfocitos T, 2. El huésped
receptor debe expresar antigenos en sus tejidos que no estaban presentes en el
donante y 3 el paciente dada su inmunosupresién debe ser incapaz de eliminar

efectivamente las células trasplantadas (33).

Los signos clinicos del desarrollo de IECH pueden incluir rash maculo papular,
hiperbilirrubinemia colestasica con ictericia secundaria, nauseas, vomito y anorexia,
diarrea disenteriforme y de alto gasto y dolor abdominal (34). Se ha reportado una
incidencia de EICH aguda entre el 20 y el 70% y cronica aproximada del 50%.

La severidad del cuadro clinico se define dependiendo del grado de extensién y
compromiso de los érganos y sistemas que incluyen la piel; que el 6rgano que se
afecta con mas frecuencia y de aparicion mas temprana, el tracto gastro intestinal y
el higado. La graduacion de la gravedad va de | a IV, siendo uno un compromiso
leve y IV un compromiso muy grave. El diagnostico se basa en la evidencia de
compromiso de organos Y tejidos que se definen mediante una valoracion clinica,

estudios de laboratorios y biopsias de los tejidos (24,34).



Tabla 5.Clasificacion segun compromiso y severidad de |IEICH

Piel (% de area con Rash Higado (Niveles de Tracto Gastro intestinal bajo
maculopapular) bilirrubina en mg/dL) (gasto fecal en ml/dia)
Estadio

0 Sin rash <2 <600 ml/dia o nauseas

persistentes

1 25% 2-3 500-999 ml/dia

2 25-50% 3.1-6 1000-1500 ml/dia

3 >50% 6,1-15 Adultos >1500 ml/dia

4 Eritrodermia bulosa y | >15 Dolor abdominal severo con o
descamacion sin ileo, deposiciones con
generalizada sangre o melenas

Grado

| Estadio 102 Ninguno Ninguno

] Estadio 3 6 Estadio 1 Estadio 1

1] - Estadio20 3 Estadio 2-4

v Estadio 4 Estadio 4 =

* El estadio se asigna dependiendo del maximo compromiso de 6rganos. Adaptada de Brown VI.
Hematopoietic Stem Cell Transplantation for the Pediatric Hematologist/Oncologist: Springer

International Publishing; 2017

La enfermedad injerto contra huésped crénica (cEICH) se puede presentar entre el
30% y 70% de los TCMH. Es una enfermedad inflamatoria multisistémica,
temporalmente aparece después del dia 100 y clinicamente se caracteriza por
fibrosis de tejidos cutaneo o pulmonar: esclerodermia y bronquiolitis obliterante
respectivamente y el desarrollo de placas liquenificadas en mucosas y lesiones
miofasciales. Ademas puede involucrar otros tejidos como la mucosa esofagica, el
sistema musculo esquelético, los ojos, el sistema linfohematopoyético, el pelo y las
uias y el tejido genital (34-36).

La cEICH, es un proceso inmunolégico complejo donde se involucran tanto el
sistema inmunolégico innato como adaptativo incluyendo las células B, T,

macrofagos y la participacion de células blanco, todo orquestado por la participacion



de las citoquinas que se relacionan con las actividades de migracion y activacion y

crecimiento celular (37).

Los factores de riesgo para cEICH, incluyen el antecedente de IECH agudo, el
injerto de células madre de sangre periférica, que sea donante femenino y receptor
masculino, disparidad de HLA, edades mayores del receptor o el donante y el
diagnéstico previo de leucemia mieloide crénica (38)

El tratamiento de primera linea de tratamiento de EICH son los esteroides
sistémicos, la metilprednisolona es el tratamiento estandar inicial y segun respuesta

puede 0 no asociarse a otros inmunosupresores (24).

Los tratamientos emergentes esta orientados al control biolégico de los agentes
proinflamatorios. Ac monoclonales como el sikecinumab y brodamumab bloquean
la accion de la interleuquina proinflamatoria IL 17 y el xekizumab que bloquea el
Receptor A de la IL 17 son agentes en fase de experimentacion, el rituximab. Otro
punto de accidn tiene que ver la inhibicion de proteinas JAK, proteinas tirosin
quinasa que se relacionan con las sefiales intracelulares regulatorias de citoquinas,
se estan estudiando inhibidores de la JAK1, JAK2Z y JAK3 como el ruxolitinib (39).

2.3 Pronoéstico del TCMH

Las tasas de mortalidad y la morbilidad han disminuido considerablemente porque
ha mejorado el acondicionamiento del régimen, la tipificacion del HLA, el cuidado
de soporte y la prevencién y tratamiento de infecciones serias. Las tasas de
sobrevida dependen basicamente del estadio de la enfermedad y la patologia. Los
pacientes que reciben TCMH de DRC tienen las mejoras tasas de supervivencia a
los 5 afos (40,41).

Los sobrevivientes de TCHM presentan un riesgo alto de sufrir de enfermedades

cronicas y curar la enfermedad de base no es necesariamente asociada con la



restauracion de la salud. Estos pacientes estan a riesgo de presentar enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, endocrinas, enfermedades malignas y entre otras.
La mayoria de los sobrevivientes de TCMH alogénico a largo plazo tiene una salud
aceptable (40); sin embargo, tienen un riesgo 10 veces mas alto de morir comparado
con la poblacion de su grupo etario a los 2 afos después del trasplante y esta se

mantiene alta hasta aproximadamente 15 afos de trasplantado.

Las causas mas comunes de mortalidad son la recurrencia de la enfermedad
maligna, EICH, infecciones tardias sin EICH, malignidades secundarias,
complicaciones pulmonares y complicaciones cardiacas. Hasta el 20% de los
sobrevivientes a largo plazo tiene alteraciones funcionales por muchos afios
después del TCMH. EIl riesgo de presenta déficit cognitivo y alteracion de las
habilidades motoras se ha reportado aproximadamente en 30-60% de los
sobrevivientes. Todos los pacientes que reciben TCMH requieren seguimiento
multidisciplinario a largo plazo (42).



3. HIPOTESIS

Ho: El conteo linfocitario y de plaquetas al dia 100 no se relaciona con la
sobrevida de los nifios con trasplante alogénico de células madre

hematopoyéticas.

Ha: El conteo linfocitario y de plaquetas al dia 100 se relaciona con la sobrevida

de los nifios con trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas



4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Describir la relacion entre conteo plaquetario y linfocitario al dia 100 post trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas con la sobrevida a 3 anos en la

Fundacion hospital pediatrico de la Misericordia durante los afios 2010 a 2016.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar los pacientes menores de 18 afios con PTH alogénico en la

Fundacion Hospital pediatrico de la Misericordia

2. Evaluar la asociacion entre el conteo plaquetario y supervivencia al dia 100 del

trasplante alogénico de células madre

3. Evaluar la asociacion entre el conteo de linfocitos y supervivencia al dia 100 del

trasplante alogénico de células madre

4. Estimar la incidencia de enfermedad injerto contra huésped y su relacién con el

conteo plaquetario al dia 100



5. METODOLOGIA

5.1 ENFOQUE METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

Es un estudio de enfoque cuantitativo que busca la relacidén entre conteo plaquetario
y linfocitario al dia 100 y la sobrevida a 3 afios

5.2 TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico de cohorte retrospectiva

5.3 POBLACION

Pacientes menores de 18 afios de edad con TPH alogénico realizado en la

Fundacion Hospital de la Misericordia durante el periodo 2010 a 2016.

5.4 DISENO MUESTRAL

De acuerdo con la poblacién de estudio, se obtuvieron datos de esta cohorte de las
historias clinicas de los pacientes con TCMH alogénico. Se realizo seleccion de la
muestra de manera sistematica; Se realizé calculo del tamafno muestral con el
programa Epidat 4.2 con un tamafo de poblacién de 250 pacientes, un 95% de
intervalo de confianza y una precisién de 5% lo que nos arrojé una muestra de 118

pacientes.



5.5 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

5.5.1 Diagrama de variables

Variables Variables dependientes
Independientes

Diagnéstico previo
Estado enfermedad
Fuente del injerto

Supervivencia g

Supervivencia libr

EICH aguda (Ill'y IV)
Recaida post

Activacion

Grafica 1. Diagrama de las variables

5.5.2 Tabla de variables

Ver Anexo 2. Tabla de variables

5.6 TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

5.6.1 Fuentes de informacion

De manera secundaria, con la recolecciéon de datos mediante historias clinicas
obtenidas de HOMI.

5.6.2 Instrumento de recoleccion de informacion

Se utilizé una base de datos bajo el formado de REDCap 7.3.6 © 2020 Vanderbilt

University bajo licencia de la Universidad Nacional de Colombia (Anexo 1).

5.6.3 Proceso de obtencion de la informacion (qué, quién, como, cuando)



Partiendo de las historias clinicas obtenidas segun codificacion de CIE10, se
tomaron los datos definidos en las variables de interés mediante su revision en los
diferentes tiempos de evaluacion de los pacientes (inicio de tratamiento,
hospitalizaciones y controles ambulatorios). Dicha recoleccion se hizo por parte de
los autores-investigadores y se consigno en la base de datos previamente creada,

durante los meses de febrero a marzo de 2020.

5.7 PRUEBA PILOTO

Se realizdé una revision inicial de las historias clinicas para verificar pertinencia de
variables, calidad de los datos en las historias clinicas y con ello definir la viabilidad
del estudio.

5.8 CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Para el control del sesgo de informacion se recolecto informacién con la herramienta
REDCap que permitio el ingreso de la informacién en la base de datos desde las
historias clinicas. Se realizdé analisis de frecuencias simples para chequeo de
plausibilidad, se remiti6 a la fuente primaria de los datos cada vez que hubo
discrepancia.

5.9 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

El procesamiento de la informacion y su posterior analisis estadistico se realiz6 con
los programas SPSS IBM version 25 con licencia de la Universidad CES. Del
paquete de Microsoft Office 2013 se utiliz6 Word para redaccion del informe y Excel
para tabulacion inicial y realizacion de tablas y graficas con licencia de la

Universidad del Rosario.



Las variables categoricas se analizaron a través de frecuencias absolutas y
relativas. La variable continua edad se describié a través de promedios y
desviaciones estandar y medianas, se exploré normalidad con la prueba de

Kolmogorov- Smirnov.

Para las variables dependientes: mortalidad y EICH y las variables independientes
de los aspectos clinicos y paraclinicos se realizdé analisis bivariado utilizando
pruebas de Chi Cuadrado y test exacto de Fisher de acuerdo a los valores
esperados para probar la asociacion entre variables teniendo en cuenta un nivel de

significancia estadistica con un valor de p<0,05.

El analisis de supervivencia se realiz6 mediante curvas de Kaplan Meyer vy el
impacto de cada variable en la sobrevida mediante aplicacién del modelo de riesgos
proporcionales de Cox. La prueba de log rank se utilizé para analizar las diferencias
entre los dos grupos. Se realiz6 comprobacion de cumplimiento individual y global
del supuesto de riesgos proporcionales utilizando los residuos de Schoenfeld, los
supuestos de homogeneidad de varianza y no correlacion de residuos y ajuste del
modelo segun residuos de Cox-Snell contra la funcion de riesgo acumulada. Todas
las pruebas estadisticas fueron a dos colas; P <.05 se utilizé para indicar
significacion estadistica.

5.10 DIVULGACION DE RESULTADOS

Los resultados iniciales fueron presentados al grupo de trasplante de progenitores
hematopoyéticos y al comité de ética e investigaciones de la Fundacion hospital
pediatrico de la Misericordia, el objetivo es convertirlo en articulo cientifico para
divulgacién en una revista indexada y del area de la oncohematologia pediatrica.



6. CONSIDERACIONES ETICAS

Segun la normatividad colombiana para la investigacion en seres humanos
(Resolucion 8430 de 1993) este estudio tiene una clasificacion de categoria tipo A:
Investigacion sin riesgo, ya que emplea métodos retrospectivos sin realizar ninguna
intervencidon o modificacidn intencionada de las variables bioldgicas, fisiologicas,
psicoldgicas o sociales de los individuos que participan en el estudio. Se revisaron
historias clinicas, paraclinicos, reportes histoldgicos y otros en los que no se le
identifique ni se traten aspectos sensitivos los datos obtenidos estaran bajo
confidencialidad por medio de coédigos que reemplazaran documentos de
identificacion los cuales estaran bajo custodia de los autores (informacidon que no
sera expuesta).

El estudio fue revisado y aprobado por el comité de ética e investigaciones de la
Fundacién Hospital pediatrico de la Misericordia HOMI el 14-06-2019.



7. RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS POBLACION DE ESTUDIO

Durante el periodo del estudio se realizaron 175 trasplantes alogénicos de los cuales 124
cumplieron los criterios de inclusion, de estos 43 corresponden a pacientes con
diagndstico de leucemia linfoide aguda, 40 leucemia mieloide aguda, 20 sindrome de falla
medular, 6 errores innatos del metabolismo, 5 hemoglobinopatias, 5 inmunodeficiencias.
2 leucemia mielomonocitica juvenil, 2 leucemia bifenotipica y 1 caso de leucemia mieloide
cronica. La edad media al trasplante fue de 9,3 afos (rango 1,2 —18,2), con una relacion
hombre-mujer de 1:1 (64:60). La fuente del injerto mas frecuente fue sangre de cordon
en 63 pacientes (50,8%), médula 6sea 54 pacientes (43,5%) y sangre periférica en 7
pacientes (5,6%).
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Grafica 2. Caracteristicas generales de los sujetos de la cohorte

De la cohorte 49 pacientes presentaron reactivacion de CMV durante los primeros 100
dias; de estos 21 se presentaron en pacientes que fallecieron durante el seguimiento y
28 casos en pacientes con sobrevida a 3 afios, sin que haya asociacion significativa entre

estas dos variables (p=0,005) ni con el conteo de linfocitos (p=0,005), si se encontrd



asociacion entre la reactivacion y el conteo plaquetario menor a 100.000 al dia 100
(p=0,002). La relacion entre EICH grado Il y IV y mortalidad no fue significativa (p=0,166).
Se presentaron ademas 36 recaidas de la enfermedad (36%), 7 rescates por falla primaria
de injerto rescates con trasplante haploidéntico (5,6%). La tasa de letalidad relacionada
con el trasplante fue de 30,6%, por infecciones y otras causas 11%.

7.2 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

7.2.1 Analisis univiariado

En la Grafica 3 se observa que la probabilidad de supervivencia a un afio para todos los
pacientes fue de 80,8% (IC 95% 73,8-88,3%). Para el segundo afno, la probabilidad de
supervivencia fue de 68,7% (IC 95% 60,6-77,9%). Para el tercer aio la probabilidad de
supervivencia fue de 63% (IC 95% 54,5-72,7%). La mediana global de supervivencia fue
de 67,4 meses.
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Grafica 3. Supervivencia global de los pacientes estudiados
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7.2.2 Analisis bivariado de supervivencia

En la Grafica 4 se observa que la probabilidad de supervivencia al afo fue de 79% (IC
95% 68,01-93,41%) para el grupo de plaquetas <100.000 y de 81,42% (IC 73,09-90,71%)
para el grupo >100.000. La probabilidad de supervivencia a los dos afos fue de 65% (IC
95% 51,46-82,69%) para el grupo de plaquetas <100.000 y de 70,4% (IC 60,8-81,6%)
para el grupo >100.000. La probabilidad de supervivencia a los tres afios fue de 52,93%
(IC 95% 38,68-72,43%) para el grupo de plaquetas <100.000 y de 67,68% (IC 57,82-
79,24%) para el grupo >100.000. Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Log Rank=0,19). La media de supervivencia para los pacientes con
plaquetas <100.000 fue de 35.2 meses (+/-3.17) y para quienes tuvieron plaquetas
>100.000 fue de 39,3 meses (+/- 2.19).

Conteo de plaquetas <100.000mcL —+ >100.000mcL

o 1.00 1
Q
[
: j\“‘\-\_\“
= 0.75 1 T
Q -+
Q.
>
(2]
e T R it
©
®©
S
= 0.25 1
® p=0.19
Ko}
o
Q 0.00

0 10 20 30 40 50 60

Meses
En riesgo
45 31 23 20 0 0 0
>100.000mcL | 79 62 54 50 1 1 1

Grafica 4. Supervivencia segun el conteo de plaquetas de los pacientes estudiados
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En la Grafica 5 se observa que la probabilidad de supervivencia al afio fue de 75,36% (IC
95% 64,51-88,03%) para el grupo de linfocitos <1000 y de 85,4% (IC 95% 77-94,7%)
para el grupo con >1000 linfocitos. La probabilidad de supervivencia a los dos afios fue
de 58,6% (IC 95% 46,45-74,08%) para el grupo de linfocitos <1000 y de 77% (IC 95%
67,1-88,4%) para el grupo con >1000 linfocitos. La probabilidad de supervivencia a los
tres anos fue de 52,21% (IC 95% 39,9-68,2%) para el grupo de linfocitos <1000 y de
71,9% (IC 95% 61,4-84,2%) para el grupo con >1000 linfocitos. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas (Log-Rank=0,037). La media de supervivencia en los
pacientes con linfocitos <1000 fue de 33,9 meses (+/- 2,79) y de 41,3 meses (+/- 2,28) en

pacientes con linfocitos >1000.
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7.2.3 Modelo de regresioén de riesgos proporcionales de Cox

En la Tabla 6 se observa que tener un conteo de plaquetas >100.000 a los 100 dias tiene
una reduccion del riesgo de muerte de un 38%, sin ser estadisticamente
significativo(p=0,084). El conteo de linfocitos mayor a 1000 al dia 100 tiene una reduccion

del riesgo de muerte en un 48% estadisticamente significativo (p=0,021).

Tabla 6. Modelo de Cox con las variables en estudio

Variable HR IC 95% p
Lim inf Lim sup

Plaquetas >100.000 0,62 0,36 1,07 0,084

Linfocitos >1000 0,52 0,30 0,91 0,021

HR: Hazard Ratio, IC: Intervalo de confianza

7.3 RELACION ENTRE CONTEO PLAQUETARIO Y EICH.

En la Grafica 6 y Tabla 7 se observa que la probabilidad de presentar EICH fue 3,8 veces
mas en los paciente con plaquetas < 100.000 (IC 95%1,74-8,5). Las diferencias fueron

estadisticamente significativas (Log-Rank=0,001).

Tabla 7. Modelo de Cox con las variables en estudio

Variable HR IC 95% p
Lim inf Lim sup

Plaquetas <100.000 3,8 1,74 8,5 0,001

Plaquetas >100.0000 0,26 0,11 0,56 0,001

HR: Hazard Ratio, IC: Intervalo de confianza
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8. DISCUSION

El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas es el unico tratamiento
curativo para multiples enfermedades hematoldgicas, oncoldgicas, sindromes de falla
medular, inmunodeficiencias y errores innatos del metabolismo. Existen diferentes
factores que se relacionan con el prondéstico de estos pacientes a corto y mediano plazo,
la reconstitucion inmune es un factor importante para pronosticar el resultado del
trasplante. La recuperacion lenta o fallida en el conteo de linfocitos se asocia a mayor
mortalidad (8,10,43,44).

En el presente estudio se investigo la relacion que existe entre el conteo absoluto de
linfocitos y de plaquetas evaluados al dia 100 y la sobrevida relacionada con el trasplante
en pacientes pediatricos. Los resultados confirmaron que la linfopenia en este momento
de la evaluacion se asocio a una probabilidad de supervivencia mas baja que aquellos
con conteos superiores. La incidencia de linfopenia en esta cohorte es similar a los
reportados en informes anteriores, aunque la definicion e linfopenia y puntos de corte
varian de un estudio a otro. Recientemente Yamamoto y cols informaron que
linfocitopenia en el dia 100 después del trasplante se asocidé con una supervivencia
significativamente peor debido a un mayor riesgo de complicaciones tardias, y que este
conteo celular no fue influenciado por los eventos tempranos después del trasplante para
evaluar el significado de ALC en pacientes sin eventos tempranos (45) . Morando y cols
realizaron evaluacion del conteo de linfocitos al dia 30 y dia 100 post trasplante en
paciente pediatricos con leucemia encontrando mayor tasas de sobrevida y menos
recaidas en pacientes con mejores conteos de linfocitos (46), sin embargo los resultados
de este estudio no son del todo comparables debido a la gran variabilidad de la muestra
y que incluye pacientes con diferentes diagndsticos y donde también se tuvieron en
cuenta los pacientes que requirieron rescate posterior a pérdida de un injerto. Incluir a
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todos los pacientes independientes del diagndstico en esta cohorte permite hacer una
evaluacion general de respuesta al trasplante y la evolucién de la terapéutica en la unidad
especifica de la institucion.

La reactivacion de infeccién por CMV vy la presencia de EIHC en grado mayor, en nuestro
estudio no se relacion6 de forma directa con el conteo de linfocitos similar a lo observado
por Bae y cols (47) pero difiere en gran medida con datos previos donde ambos factores
tiene relacion significativa con la recuperacion inmunoldgica y puede estar en relacion

con el tamafo y variabilidad de la muestra de este estudio (48).

El conteo de bajo de plaquetas al dia 100 se asocia con mayor morbilidad, mayor tasa de
transfusiones y mortalidad, Hisham y cols encontraron una asociacion directa entre
supervivencia y sobrevida libre de enfermedad a tres afilos con una mala recuperacion
del conteo plaquetario (22), en nuestro estudio esta relacién no fue significativa. La
reactivacion de CMV si tuvo relacion con el conteo de plaquetas, evento ya conocido en

la literatura.

La evaluacion de la restitucion inmunolégica mas adecuada en estos pacientes es
mediante el inmunofenotipaje durante los intervalos se seguimiento; sin embargo la
cuantificacion de conteo absoluto de linfocitos al dia 100 de seguimiento es una técnica
accesible y fiable para definir la probabilidad de sobrevida en estos pacientes. Este es el
primer estudio que incluye pacientes exclusivamente pediatricos en nuestro medio y se

constituye como un referente de sobrevida y de seguimiento a nivel regional y mundial.

Con los analisis estadisticos de este estudio el valor que se relacioné con mayor o menor
probabilidad de sobrevida a 3 afios fue de 1000c/mm; sin embargo, lo estudios previos
han demostrado resultados similares con valores mas bajos probablemente secundario
al tamano de la muestra, se requiere continuar con el estudio, reclutar mas pacientes

para hacer una recomendacidén mas precisa en relacion al valor absoluto.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1. Herramienta recoleccion de los datos

Confidential )
Desenlace de pacientes con TPH alogénico 2010-2016

1. INFORMACION SOCIODEMOGRAFICA

Fecha de nacimiento

Sexo
O Femenino O Masculino

Peso en kg

(kg)

Talla en cm

(cm)

2. INFORMACION CLIiNICA

Diagnéstico inicial

OLLA OLMA OLMM] OLMC QO SdFalla medular (Anemia aplasia, Fanconi) (O Hemoglobinopatia
(Betatalasemia, Falciformes) O Error innato del metabolismo O Inmunodeficiencia primaria

QO Linfoma QO Leucemia c.dendriticas (O Leucemia bifenotipica

Estado de la enfermedad en el momento del trasplante

O 12 remisién completa O 22 remisién completa O = 32 remisién completa O Refractaria

Fecha del trasplante

Fuente el injerto

O Médula 6sea (O Cordén (O Sangre periférica

Tipo de trasplante

O Familiar idéntico (O Familiar haploidéntico (O Cordén no relacionado
¢{Tuvo enfermedad injerto contra huesped aguda?

OSi ONo

Grado de EICH aguda

om Ow

{Tuvo recaida del diagndstico inicial después del trasplante?

OSi ONo

Fecha de la recaida post trasplante

04/06/2020 12:41pm www.projectredcap.org REDCap
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10.2

Nombre

Edad en anos

Sexo

Diagnéstico

previo

Estado
enfermedad al
momento del
trasplante

(leucemias vy

linfomas

Clasificacion
por relaciéon en
el estudio

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

Anexo 2. Tabla de variables

Definicion

Edad bioldgica;
tiempo
transcurrido a
partir del
nacimiento.
Condicion
organica,
masculina o
femenina.
Diagnostico
previo con
indicacion de
trasplante

alogénico.

Numero de
veces de

reaparicion de

una enfermedad

o de los signos y

sintomas

después de un

54

Clasificacion por

la naturaleza

Ordinal

Nominal

Nominal

Ordinal

Unidad de medida
en el estudio

0a18

1.Femenino

2.Masculino

1: LLA

2: LMA

3.LLMJ

4. LMC

5. SX de falla
medular

6.
Hemoglobinopatias
7. Erro innato
metabolismo
8.inmunodeficiencias
primerias

9. Linfomas

1. 1 remisién
completa

2- 2 remision
completa

3> =3 remision
completa

Refractaria



Fuente de
injerto

Tipo de
trasplante
alogénico

Recaida post
TCMH

Conteo
plaquetario dia
100

Conteo
linfocitos dia
100

EICH AGUDA
GRADO Il Y IV

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

Independiente

periodo de
mejoria.
Origen de las Nominal
células madre
hematopoyéticas
que se
infundiran al
receptor.
Persona que Nominal
dona sangre,
células, tejido o
un érgano para
ser
trasplantados
Reaparicion de Nominal
la enfermedad
inicial posterior
al trasplante
Numero Nominal
absoluto por mi
plaquetas
Numero Nominal
absoluto de
linfocitos
Presencia de Nominal
signos y

sintomas de

enfermedad

injerto contra

huésped,

cualquier

compromiso de

55

1: Médula 6sea
2: Cordon Umbilical

3: Sangre periférica

1: Donante familiar
idéntico

2: Donante familiar
haploidéntico

3: Sangre de cordon

no relacionado

0: No

1: Si

1: <100.000

2:>100.000

1: <1000
2:>1000

0: No
1: Si



Reactivacion Independiente
de CMV

ESTADO FINAL  Dependiente

grado moderado

y severo

Positividad de Nominal
carga viral para

CMV cualquier

carga durante

los primeros 100

dias

Muerte del Nominal

individuo

56

0: No
1: Si

0: Vivo
1: Muerto



