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PRESENTACION Y AGRADECIMIENTOS

Mi nombre es Izaskun Elorza Alvarez y en la actualidad desarrollo mi actividad como facultativo
especialista en Pediatria en el Servicio de Oncologia-Hematologia Pediatricas del Hospital
Universitario Vall d’Hebron. Mi labor se centra principalmente, en los nifios que reciben un

trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Realicé mis estudios de Medicina y Cirugia en la Universidad de Navarra (1995-2001) y mi
formacion en la especialidad de “Pediatria y Areas Especificas” en el Hospital Universitario Vall
d’Hebron (2002-2006). Realicé una estancia formativa de 2 afios en dicho hospital en el

Servicio de Oncologia-Hematologia Pediatricas y desde 2008 trabajo en este servicio.

Inicié los estudios de Doctorado en Pediatria, Ginecologia y Obstetricia de la UAB durante mi

residencia.

Tras finalizar los cursos de formacién, en el curso 2005/2006 finalicé mi trabajo de investigacion
bajo la tutoria de la Dra. Soledad Gallego Melcén, con el titulo: Leucemia linfoblastica aguda de
riesgo intermedio en nifios: comparacion de la toxicidad durante el tratamiento de induccién con
dos protocolos quimioterapicos diferentes: Implicaciones pronésticas”. En 2007, presenté mi

suficiencia investigadora.

La tesis que se desarrolla a continuacion tiene su origen en un estudio retrospectivo que realicé
en 2008. Fue una revisién de 31 niflos (2002-2007) con Leucemia linfoblastica aguda que

recibieron un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

El interés de aquel estudio fue realizar una revisién de los pacientes trasplantados en nuestra
unidad asi como valorar si la presencia de enfermedad previa al trasplante condicionaba un

peor pronéstico.

Los resultados de aquel primer estudio fueron suficientemente concluyentes como para realizar
varias comunicaciones orales en reuniones internacionales (Meeting of European Bone Marrow
Transplantation Paediatric Diseases Working Party y Training Course on Haematopoietic Stem
Cell Transplantation in children and adolescents for pediatricians) y nacionales (Reunién anual
de la Asociacién Espafiola de Hematologia y Hemoterapia) culminando en la publicaciéon de un

articulo en la revista Haematologica en 2010.

Mi interés posterior ha sido avanzar en esta direccion, aumentando el nimero de pacientes e
introduciendo nuevas variables que pudieran relacionarse con el riesgo de recaida y la
supervivencia. Este fue mi propésito cuando en 2009 inscribi el proyecto de esta tesis doctoral

gue ahora les muestro, bajo la direccion de la Dra. Soledad Gallego Melcon.
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ABREVIATURAS

A: afio (s)

A: agudo ( ref. EICH)

Ara-C: arabinésido de citosina, citarabina
Ac: anticuerpo (s)

Ag: antigeno(s)

ATG: globulina antitimocitica

Alo-: alogénico

AMO: aspirado de médula 6sea
BMT: bone marrow transplantation
Bu: busulfan

C: crénico ( ref. EICH)

CD: cluster of differentiation, antigenos de superficie
celular

cGy: centigrey

CIBMTR: Center for International Blood and Marrow
Transplant Research

CFM: citometria de flujo multiparamétrica
CFU: unidad (es) formadora de colonias
CMV: citomegalovirus

CNT: celularidad nucleada total

Cy: ciclofosfamida

CyA: ciclosporina A

d: dia (s)

DE: donante emparentado

DLT: deplecion de linfocitos T

DNE: donante no emparentado

DR: locus DR del sistema HLA

EBMT: European Group for Blood and Marrow
Transplantation

EGIL: Grupo Europeo de Clasificacién Inmunolégica
de Leucemias

EICH: Enfermedad injerto contra huésped
EMR: Enfermedad minima residual

FAB: clasificacion Franco-Américo-Britanica de las
leucemias

FI: familiar idéntico

Fnl: familiar no idéntico

FISH: hibridacion fluorescente in situ

Flu: fludarabina

FMO: fallo multiorganico

G-CSF: factor estimulante de colonias granulociticas
GETH: grupo espafiol de Trasplante Hematopoyético

GETMON: Grupo Espafiol de Trasplante de Médula
Osea en nifios

Gy: grey (unidad de radiacion)
HAPLO: haploidéntico

HEPA: high-efficiency particulate arresting filters
HI: hermano HLA-idéntico

HLA: antigenos leucocitarios humanos
ICT: irradiacién corporal total

id: idéntico

IFI: infeccién fungica invasiva

Ig: inmunoglobulina

ILD: infusion de linfocitos del donante
IR: indice de recaida

K-M: funcion de Kaplan-Meier

LA: Leucemia aguda

LB: linfocito B

LLA: Leucemia aguda linfoblastica
LMA: Leucemia aguda mieloblastica
LT: linfocito T

m: mes (S)

MO: médula 6sea

MRT: mortalidad relacionada con el trasplante
MTX: metotrexate

NK: natural killer

NMDP: National Marrow Donor Program



QC: quimerismo completo REDMO: Registro de Donantes de Médula Osea

QM: gquimerismo mixto RT: radioterapia

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa SCU: sangre de cordén umbilical

PDN: prednisona SG: supervivencia global

Ph: cromosoma Filadelfia SLE: supervivencia libre de eventos

PH: progenitores hematopoyéticos SLP: sindrome linfoproliferativo

PTT: plrpura trombética trombocitopénica SLR: supervivencia libre de recaida

RC: remisién completa SP: sangre periférica

RC1: primera remision completa t: translocacion

RC22: segunda o posterior remisién completa Tdt: enzima deoxinucleotidil transferasa terminal
RCT: receptor de linfocito T TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos
REC: recaida TT: tiotepa

VP (VP-16): etoposido
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RESUMEN

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) logra mejor supervivencia
que la quimioterapia en los nifios con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de alto riesgo. El
principal obstaculo para el éxito del trasplante es la recaida y la remisién completa morfolégica

pre-trasplante es el factor pronéstico principal para la supervivencia libre de recaida (SLR).

La presencia de enfermedad minima residual (EMR) en médula 6sea previa al trasplante,
medida mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado ser

un factor independiente de menor SLR en nifios con LLA .

La citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es una técnica ampliamente utilizada para
detectar inmunofenotipos andémalos en el estudio de diagndstico inicial de la LLA asi como para
su monitorizacién a lo largo del tratamiento *°. En varios estudios se comparan las técnicas de

PCR y CFM concluyendo que ambas son complementarias 8

El objetivo de esta tesis es determinar si existe relacién entre la presencia de EMR medida
mediante CFM previa a un alo-TPH en nifios con LLA y los resultados post-trasplante; se

estudiaran también, otros factores pre y postrasplante asociados a recaida y mortalidad.

La EMR fue cuantificada mediante CFM previamente a un alotrasplante en 80 nifios con LLA
(rango: 6 meses-19 afios). De acuerdo con el nivel de EMR detectado, los pacientes se
dividieron en 2 grupos: el grupo EMR-positiva (n= 25) con presencia de blastos igual o mayor
de 0,01% respecto a la poblacion total de células y el grupo EMR-negativa (n=55) con menor
de 0,01% de blastos.

La supervivencia libre de recaida (SRL) en el grupo completo a los 3 afios postrasplante fue del

72% siendo la supervivencia global (SG) del 51%.

La SLR en el grupo con EMR positiva fue del 50% comparada con el 80 % del grupo EMR
negativa (Log Rank 9,5; p=0,002). La SG global en el grupo de EMR positiva fue del 30%
comparada con el 59% del grupo EMR positiva (Log Rank 6,5; p=0,01). La presencia de EMR
pretrasplante medida mediante CFM identific6 a un grupo de pacientes con 5,5 veces mayor
riesgo de recaer y 3,4 veces de fallecer, confirmandose la importancia de su presencia previa al

trasplante asi como la validez de la prueba para su identificacién.
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El analisis bivariado realizado mostré que el uso de radioterapia y la presencia de EICH aguda
postrasplante fueron factores protectores de recaida, y en el caso de la EICH aguda, también
de mortalidad. La SLR a los 3 afios postrasplante en los que no presentaron EICHa fue del
36%, en los que lo presentaron en grado I-1l del 79% y grados IlI-1V del 81%. La SG a los 3
afios postrasplante en los que no presentaron EICHa fue del 23%, en los de grado I-Il del 56%
y -1V del 57%. Al estratificar por EMR se observé, que la presencia de EICH agudo favorecia

mas a los pacientes con EMR positiva previa al trasplante.

En relacion con los estudios de seguimiento postrasplante, se objetivd que los pacientes que
presentaron EMR positiva medida mediante CFM recayeron méas que en los que se mantuvo

negativa.

Se requieren nuevos protocolos terapéuticos para el subgrupo de pacientes que presentan
EMR positiva pretrasplante e investigar en la valoracién de la EMR y quimerismo postrasplante

como factores prondstico de recaida.
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1. INTRODUCCION

1.1 HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis (del gr. ajua, -aroc-, 'sangre' y moinoic, 'creacién’) es el proceso de
formacién, desarrollo y maduracién de los elementos formes de la sangre (eritrocitos, leucocitos
y plaguetas) a partir de un precursor celular coman e indiferenciado conocido como célula

%10 Estas células son las mas inmaduras de la

hematopoyética pluripotencial o stem cell
hematopoyesis y responsables de la reconstitucion hematopoyética cuando ésta sufre un dafio
citotoxico grave o tras un trasplante de médula 6sea; no son reconocibles mediante técnicas de
microscopia, debido a que no poseen distintivos morfoldgicos precisos. Se trata de células
mononucleares pequefias, agranulares, semejantes a células linfoides, cuya cuantificacion se
estima entre el 1-3% de los elementos medulares nucleados y se caracterizan por su capacidad

de proliferacion, diferenciacion y auto-renovacion.

Se denomina célula madre linfomieloide (CFU-LM) a la que posee capacidad de producir in
vitro colonias constituidas por granulocitos, eritrocitos, monocitos, osteoclastos, megacariocitos

asi como linfocitos T y B.

A partir de la CFU-LM, aparecen la célula germinal linfoide (CFU-L) y la célula germinal
mieloide (CFU-GEMM), cada una de las cuales estimulada por el microambiente, da lugar a
otras poblaciones comprometidas hacia la diferenciacién, denominadas precursores

hematopoyéticos.

La célula madre comdn o tronco, totipotente, con capacidad de dar lugar al progenitor
pluripotente es CD34 positiva, CD38 negativa sin expresion HLA-DR (Figura 1.1).

La diferenciacién de las células va asociada a la pérdida de CD34 y al inicio de la expresién de

otros antigenos caracteristicos de estadios de diferenciacion mas avanzados.

El antigeno HLA-DR se halla en estadios muy tempranos de la célula CFU-LM y desaparece en
estadios tempranos de diferenciacion, excepto en la serie monocito-macréfago, en la que

permanece hasta los elementos maduros.

La CFU-GEMM expresa CD34 y HLA-DR, adquiere CD38 y es positiva para CD33. Cuando
presenta compromiso hacia la linea granulomonocitica y pasa a CFU-GM, ademas del CD33 y
CD34 expresa el CD13, antigeno que conserva durante toda su evolucion a granulocito
maduro, por lo que se le considera como marcador de linea. La linea monocitica tiene como

marcador el CD14.
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CELULAPLURIPOTENTE

CELULA MADRE COMUN

PROGENITOR MIELOIDE

Granulocito ool -
Bassfilo/Mastocito
Célula Dendritica

Figura 1.1 Maduracion y diferenciacion de las células durante la hematopoyesis. Modificado de Derek L. Nature
Reviews Cancer 2003; 3: 650-665.

Los progenitores eritroides BFU-E y CFU-E comparten el CD33 y el CD34, asi como la
glucoforina C. La glucoforina A se adquiere en estadios més avanzados. Ambas glucoforinas se

conservan durante la maduracioén hacia el hematie.

Los progenitores megacariociticos CFU-Meg comparten los antigenos CD33 y CD34 con el
CD61 y el CD41 que se expresan durante toda su maduracién. El promegacarioblasto adquiere
un nuevo antigeno, el CD42, que junto a los otros dos permite identificar la linea

megacariocitica.

Los linfocitos provienen de la misma célula primitiva germinal pluripotente CFU-LM que

origina el resto de linajes hematopoyeéticos.

Los linfocitos se desarrollan inicialmente en los érganos linfoides primarios (médula ésea y
timo) para luego migrar a érganos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfaticos, amigdalas
faringeas, placas de Peyer intestinales,...) donde finalizan su maduracién. Las células linfoides

maduras son los linfocitos B, linfocitos T y las células natural killer (NK).
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1.1.1 Linfopoyesis B

Los precursores mas inmaduros de los linfocitos B (LB), denominados pro-B, pueden ser
identificados fenotipicamente mediante la deteccion de la molécula CD34, los antigenos HLA-
DR, CD10, CD19, CD24 y la enzima Tdt. Las células pro-B no poseen inmunoglobulinas de
superficie (Ig S), pero si el reordenamiento del gen de la cadena pesada mu, que representa la

primera indicacion de compromiso con la linea B (Tabla 1.2).

El linfocito en estadio pre-B expresa los anteriores marcadores junto con el CD20 y la molécula
especifica de linaje CD22; en esta fase se expresa el antigeno leucocitario comin CD45. Estos
precursores B también expresan CD79a, molécula que se asocia con las Ig S y esta implicada
en la transduccién de sefiales tras la union de las Ig S con el antigeno, a semejanza de lo que
ocurre con el CD3 y la RCT en la célula T. Este estadio es el primero en el que pueden

identificarse cadenas pesadas mu citoplasmaticas, en ausencia de cadenas ligeras y de Ig S.

A medida que la maduracion progresa, se pierde el CD10, que se vuelve a expresar cuando el
linfocito es estimulado por un antigeno, se reordenan los genes de las cadenas ligeras que se
transcriben, se sintetizan y ensamblan con las cadenas pesadas mu. El LB inmaduro expresa
Ig M de superficie y el LB maduro sintetiza Ig D y es positivo para los antigenos CD20, CD21,
CD22, CD23 y CD79a.

Los LB maduros pasan a sangre periférica donde constituyen sélo un 5-15% de la poblacién de
linfocitos total y se afincan en los ganglios linfaticos, donde tras contactar con el antigeno

maduran a células plasmaticas o evolucionan a células memoria.

El desarrollo de los LB en la médula 6sea es independiente de antigeno y alcanza su madurez
funcional con la expresion en su membrana de los receptores de reconocimiento antigénico. En
los LB estos receptores son las Ig S. Las Ig tienen una unidad basica constituida por dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Cada LB esta comprometido con una cadena ligera
(kappa o lambda) y toda su progenie expresara la misma cadena. Las cadenas pesadas

difieren segun el tipo de Ig (gamma, mu, alfa, delta y épsilon).

Durante la maduracion del LB tiene lugar una secuencia de reordenamientos de los genes de
las Ig y cambios del fenotipo; una vez reordenados se expresan, apareciendo una molécula de

Ig en la membrana celular.

Los estudios de clonalidad de los Linfocitos B se basan en el analisis del reordenamiento de

los genes que codifican las cadenas de las inmunoglobulinas. ™
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CELULA PRECURSORES PRE-B LINFOCITO LINFOCITO LINFOCITO LINFOCITO B
PRO-B B B B CON MEMORIA
INMADURO MADURO ACTIVADO
MOLECULAS M+ Ig M de IgM, gD IgM, gD lgGolgM
citoplasmatico superficie superficie superficie
Ig lgGolgA
HLA-DR
CD19
CD20
CD22
EXPRESION CD34 CD34 CD34 Tdt Tdt LB Célula
DE plasmatica
MOLECULAS | 1t Tdt Tdt HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-
DR CD19
HLA- HLA- HLA- CD19 CD19 CD19 CD19
DR DR DR CD19 CD38
CD24 CD24 CD24 CD10 +/-
CD19 CD19 CD19 CD20 PCA-1
CD10 CD20 CD20 CD20
CD38 | CD24 | CD24 CD38 CD138
CD20 CD21 CD21 CD21
CD38 | CD10 Ig
CD22 CD22 CD22 CD22
CD20
CD5 CD23
CD22
CD38 +/-
CD71
CD25

Tabla 1.2 Esquema de diferenciacién de los linfocitos B definido por marcadores inmunolégicos

1.1.2 Linfopoyesis T

Los linfocitos T (LT) proceden de la célula primitiva linfoide ubicada en la médula ésea. Los

precursores de los LT emigran al timo, donde sufren su proceso de maduracién y adquieren

inmunocompetencia; posteriormente, pasan a la sangre periférica y a los 6rganos linfaticos

secundarios: ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a las mucosas, piel y tubo

digestivo..., transformandose en LT funcionalmente maduros.
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La madurez de los LT se alcanza con la expresion en la membrana citoplasmatica de los
receptores de células T, estructuras que actlian como receptores especificos para el antigeno
(RCT). Son unos heterodimeros compuestos por dos cadenas polipeptidicas unidas por
puentes disulfuro. Existen dos tipos: uno constituido por las cadenas alfa y beta, presente en la
mayoria de los LT periféricos, y otro formado por cadenas gamma y delta, presente en un 5-
10%. Ambos receptores estan asociados al complejo CD3, constituido por un grupo de tres
polipéptidos (gamma, delta y épsilon) que son variables y juntos forman el complejo receptor de
la célula T (RCT-CD3). El proceso de reordenamiento de los genes que codifican los RCT se
inicia en el timo siguiendo la siguiente secuencia: primero se reordena el gen de la cadena

delta y le siguen la gamma, la beta y finalmente el de la cadena alfa.

El andlisis del reordenamiento de los genes de las cadenas alfa/beta y delta/gamma del
receptor de los linfocitos T (RCT) se utilizan como marcadores de clonalidad en estudios

moleculares de EMR.

Las variaciones del fenotipo se suceden basicamente y de forma esquematica en tres etapas:

1. Fase de timocito inmaduro: se expresan la enzima Tdt y los antigenos CD44 y CD25;

los antigenos CD4 y CD8 (células doble negativas) son negativos.

En la fase mas precoz de este proceso de maduracion, expresan CD3 con
reordenamiento de RCT gamma/delta. En un periodo mas avanzado de timocito
inmaduro, se reordena la cadena beta del receptor T (RCT) y se expresa el CD3 en el
citoplasma. El linfocito adquiere CD2 y CD5. En esta fase se pueden detectar algunos
marcadores de proliferacibn como el CD38 y el CD71. Los timocitos inmaduros

representan el 10% de la poblacion.

2. Fase de timocito intermedio o comun: pierde la expresion de Tdt y se caracteriza por
presenta CD1, ser negativo para CD44 y CD25 y adquirir los antigenos CD4 y CD8
(célula doble positiva). Se reordenan los genes que codifican la cadena alfa del
receptor RCT y se expresan, muy débilmente, las cadenas alfa y beta junto con el
complejo CD3 en la superficie de la célula. La expresion de CD3 aparece al mismo
tiempo que las cadenas beta y esta involucrada en el transporte del receptor T a la
superficie y en la transduccion de sefiales al interior de la célula. Estos timocitos de la

parte profunda de la corteza representan cerca del 80% de los timocitos.

3. Fase de timocito maduro. En este estadio pierde el CD1, expresa intensamente el
complejo CD3 junto al RCT alfa/beta y se diferencia en dos poblaciones, una que

expresa el antigeno CD4 y otra que expresa el antigeno CD8.
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Esta Gltima fase (seleccién positiva) acontece en la médula del timo. Todos los linfocitos T
maduros de la sangre periférica que emigran del timo expresan los antigenos CD2, CD5, CD7 y
CD45RA. Entre un 70% y un 75% expresa la molécula CD4 y constituyen la poblacion linfoide
colaboradora o helper. Estos linfocitos presentan un receptor para el fragmento Fc de lalgM y
facilitan la diferenciacién de los linfocitos B. El 25-30% poseen el CD8 y constituyen la

poblacion T citotdxica, aunque ambas poblaciones pueden ser citotoxicas.

Los LT llegan a los érganos linfoides periféricos donde los LT “naive”, bajo la influencia de un
primer estimulo antigénico, sufren una etapa de transformacién blastica (T-inmunoblasto) con
produccion de glicoproteinas de bajo peso molecular, denominadas linfocinas. Los
inmunoblastos T dan lugar a los LT memoria y LT efectores antigeno-especificos, y a diferencia
de los timocitos, son Tdt y CD1 negativos e intensamente positivos para los antigenos T,

expresando CD4 o CD8 o ninguno de los dos (Tabla |.3).

CELULA PRO TIMOCITO TIMOCITO TIMOCITO TIMOCITO LINFOCITO T
PROGENITORA MADURO INTERMED MADURO MADUROS:
MEDULAR COLADOR Y
CELULA SUPRESOR
REORDENA- 5 5 5vBa
MIENTO GENES v VB Ve
TCR
TDT + + + +/- - -
CD34 CD34 CD34 CcD7 CcD7 cD7
HLA-DR HLA-DR cD3 CcD2 CcD2 CcD2
citoplasmatico
cD7 leve CD5 CD5 CD5
EXPRESION DE cD2 CcD7 cD3 CcD3 CD3
MOLECULAS citoplasmatico membrana
CD45R Ch2 CD45RA
CcD1 CD4 O CD8
CD5 CD4 O CD8
CD4/CD8 YyOTCR/GBTCR
CD38 YOTCR/IGBTCR
YOTCR/GBTCR

Tabla 1.3 Esquema de diferenciacién de los linfocitos T definido por marcadores inmunol6gicos
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1.2. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Las leucemias agudas son proliferaciones clonales malignas de células hematopoyéticas
inmaduras 06 blasticas, cuya acumulacion progresiva se acompafia de una disminucién en la
produccion de los elementos medulares normales. La organizacién mundial de la salud (OMS)
la define como una expansién clonal de células blasticas en médula 6sea, sangre periférica y

otros tejidos y se incluye dentro de las neoplasias de precursores de células By T.

La incidencia del cancer infantil es de 120-150 casos por afio y por millén de habitantes

menores de 14 afios de edad.

Las leucemias agudas constituyen una tercera parte de todos los casos de cancer infantil y

en la edad pediatrica el 75% de las leucemias son linfoblasticas agudas. *

El mecanismo general de la leucemogénesis se basa en la aparicion en los progenitores
hematopoyéticos de translocaciones especificas que generan nuevos genes de fusién. Estos
genes son responsables de la expresion de protoncogenes que codifican quinasas y activan
factores de transcripcién, que aumentan la capacidad de auto-regeneracion celular e impiden

su diferenciacién y apoptosis.

En los subtipos genéticos mas frecuentes de LLA en nifios, la primera alteracién se da en Utero,
como se demuestra en la presencia del gen de fusion TEL/AML1 o hiperdiploidias en las

muestras neonatales de Guthrie.

Estas primeras anomalias muestran estadios pre-leucémicos, que no leucémicos, dado que la
mayoria de estos nifios no presentard una leucemia aguda a lo largo de su vida. Las LLA de
estirpe T no aparecen en estudios neonatales, por lo que se cree que las alteraciones se

adquieren mas tardiamente.

La heterogeneidad biol6gica que caracteriza la LLA pediatrica ha determinado la necesidad de
estratificar a los pacientes en grupos de riesgo de recaida con el fin de ofrecer terapias
adaptadas a cada paciente, manteniendo la misma tasa de curacién con menor toxicidad en
pacientes de bajo riesgo de recaida. El valor pronéstico de determinadas variables ha permitido

la estratificacién en pacientes de bajo riesgo, intermedio (50-60% del total) y de alto riesgo.

El tratamiento poliquimioterapico y estratificado segun el riesgo de recaida han hecho de la LLA
pediatrica un exitoso ejemplo de curacioén del cancer °. El tratamiento de la LLA tiene como
objetivo inducir una remision clinica y hematoldgica y mantener dicha remision, mediante

guimioterapia sistémica y del sistema nervioso central.

19



Los protocolos de la década de los 90 obtienen una supervivencia global a los 5 afios del 80%,

121415 Este progreso es el resultado del mejor

acercdndose en la actualidad al 90%
conocimiento de los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, la mejora de las medidas
de soporte y los avances obtenidos en su tratamiento, asi como la inclusién de los pacientes en

protocolos clinicos de grupos cooperativos.

Existe un grupo de alto riesgo formado por los pacientes no respondedores 0 que presentan
una recaida precoz que no es subsidiario de curacion sélo con quimioterapia, a pesar de recibir
los tratamientos mas agresivos. Este grupo constituye un 5-7% de las LLA y son los candidatos

a trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénico®.

1.2.1 Leucemia linfoblastica aguda de precursores B

La leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA-B) representa la proliferacion de células
comprometidas hacia la linea B y constituye el 85% del total de las leucemias agudas en la

edad pediatrica.

El estudio de determinadas alteraciones genéticas y el inmunofenotipo poseen un papel

relevante en la clasificacion prondstica. '

a) Clasificacidn genética

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido la deteccion de anomalias

cromosomicas en LLA-B con cariotipos aparentemente normales en el 60-85% de los casos.
Se establecen segun la OMS dos grandes grupos **:

- Buen pronéstico con alta sensibilidad a la quimioterapia **: hiperdiploidia (DNA index >
1.16 o > 50 cromosomas por célula leucémica) y t (12;21) (p13; q22) que da lugar al
gen de fusion TEL/AMLI.

- Mal pronéstico:
a) Hipodiploidia: menos de 44 cromosomas

b) Translocacion t (9;22) (q34; ql11.2) que resulta en el gen de fusion BCR/ABL,
denominado cromosoma Philadelphia: este gen provoca una actividad tirosincinasa
de ABL andémala con aumento de la proliferacion y descenso de la apoptosis

celular. Se observa en el 2-3% de las LLA infantiles ***
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c) Translocaciones que implican al gen MLL como reordenamientos MLL/AF4 t (4;
11), MLL/ENL t (11;19) y MLL/AF9 t (9; 11). El reordenamiento MLL (11g23) o de
leucemia de linaje mixto se asocia a expresién anormal genes HOX provocando un
crecimiento anémalo de las células hematopoyéticas **. Aparece en el 80% de los

casos de LLA en lactantes y sélo en el 2% de los nifios mayores de 2 afos.

d) Translocacion (1;19) (g23; pl13.3) que da lugar al gene de fusion E2A/PBX se

encuentra en el 25% de las LLA infantiles pre-B.

b) Clasificacion inmunoloégica

Segun la clasificacion del Grupo Europeo de Clasificacion Inmunolégica de Leucemias (EGIL),
basada en el grado de diferenciacién de la clona proliferante, se reconocen cuatro subtipos de

LLA-B: B1 o pro-B, B2 o comun, B3 o pre-B y B4 o madura.

El panel de anticuerpos especificos de linea para la clasificacién de la LLA de precursores B
segun la OMS incluye: precursores hematopoyéticos: CD34, HLA-DR, Tdt, CD45 y linea B:
CD19, CD20, CD22 citoplasmatico y CD79a citoplasmatico (también se puede expresar en T).

e Pro-B Tdt+ DR+ CD19+ CD10-Ig C- Ig S-
e Bcomun Tdt+ DR+ CD19+ CD10+ Ig C- Ig S-
e Pre-B Tdt+ DR+ CD19+ CD10+ Ig C+ Ig S-

e B madura Tdt- DR+ CD19+ CD10+ Ig C+ Ig S+

Determinadas alteraciones genéticas se correlacionan con inmunofenotipos definidos:

- LaLLA-B cont (12;21) muestran CD19, CD10 y HLA-DR positividad y son habitualmente
CD20 negativas. Este tipo de leucemia presenta caracteristicamente CD13 y CD33. La
negatividad o expresion parcial de CD9 y CD20 son altamente predictivas de presencia del
gen TEL/AML1.

- Las LLA-B con reordenamiento MLL se asocian a fenotipo pro-B.
- La mayoria de las LLA con Philadelphia positivo presentan un inmunofenotipo comdn.

- Las LLA-B con t (1; 19) son de inmunofenotipo pre-B, CD34 negativas, CD10 positivas,

CD20 débil o negativas y cadenas mu-intracitoplasmaticas positivas.
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1.2.2 Leucemia linfoblastica aguda de precursores T

La leucemia linfoblastica aguda de precursores T constituye el 15% de las LLA en nifios. Se
caracteriza por su resistencia a la quimioterapia, dado que los precursores T acumulan menor
cantidad de metotrexate y citarabina que los precursores B. En los protocolos se considera este
grupo de alto riesgo y reciben quimioterapia mas intensiva, obteniéndose en la actualidad

resultados cercanos a los del linaje B.

a) Clasificacién genética

Un 25-30% de los casos de LLA-T presentan alteraciones cromosémicas que implican
fundamentalmente a los puntos de rotura de los cromosomas donde se localizan los genes de
los receptores de célula T (TCR). Estos genes incluyen factores de transcripcion como MYC
(89g24.1), TAL1 (1p32), RBTN1 (11g15), RBTN2 (11p13) y HOX11 (10g24), y la tirosincinasa de
citoplasma LCK (1p34.3-35). En la mayoria de los casos, estas translocaciones conducen a
desregulacién de la transcripcion con la region reguladora de uno de los locus del receptor de
célula T. A diferencia de las LLA-B, ninguna de las alteraciones observadas permite clasificar a

los pacientes en diferentes grupos de riesgo.

b) Clasificacién inmunolégica

La LLA-T se estratifica segun los diferentes estadios de diferenciacién intratimica, de acuerdo
con el niumero y secuencia de los antigenos expresados: CD3 de citoplasma, CD2 y CD7 son
los mas tempranos, seguidos de CD5 y el CD1a y finalmente el CD3 de membrana. El 70% de
LLA-T presentan las caracteristicas de timocitos 1 y el resto corresponden a timocitos 2, siendo
excepcionales las de fenotipo maduro. De todos los marcadores mencionados, el CD3 de
citoplasma y el CD7 son positivos en la mayoria de los casos. Los blastos a menudo
coexpresan CD4 y CD8 y el CD10 puede ser positivo. Pueden aparecer antigenos mieloides
asociados como el CD13 y/o el CD33 y rara vez el CD117. El grupo EGIL propuso una
clasificacion inmunolégica de las LLA-T partiendo de una positividad para el anticuerpo CD3

citoplasmatico o de membrana:

e LLA-T1 o0 pro-T CD7+

e LLA-T20pre-T CD2+ y/o CD5+ y/o CD8 +
e LLA-T3 o cortical CDla +

e LLA-T4 madura CD3s y CD1a negativa

En algunos estudios se observa relacién entre los estadios de diferenciacion T y la

supervivencia, aunque por el momento no se ha encontrado ninguna correlacion definitiva.
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1.3 TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

La mayoria de los nifios con LLA presentan una excelente curacién con los protocolos de
tratamiento quimioterapico actuales obteniendo supervivencias del 80-90%, aunque existe un

grupo de muy alto riesgo con altos indices de recaida (IR).

El grupo de nifios con LLA de muy alto riesgo obtienen la mejor supervivencia con el tras-

plante alogénico de progenitores hematopoyéticos. “***

La mayoria de los grupos definen el grupo de alto riesgo como los pacientes que presentan una
supervivencia libre de recaida (SLR) menor del 50%. Este grupo de pacientes se trasplantan

#9.26.21.28 (RC1): en la mayoria de

tras alcanzar la primera remisién (RC1) de la enfermedad
estudios se objetiva un menor indice de recaida con una mayor mortalidad relacionada con el

trasplante (MRT).

Los criterios de muy alto riesgo no son uniformes para todos los grupos y a medida que se
mejoran los resultados con nuevos protocolos de quimioterapia, las indicaciones de trasplante
se reservan para pacientes considerados resistentes al tratamiento o con un lento aclaramiento
de blastos *’: pacientes que no alcanzan la remisién completa tras la induccién y los que
presentan EMR positiva post-induccién (>1%), previo a la consolidacién (> 0,1%) 6 tras la

consolidacion (> 0,1%).

En la actualidad, ninguna anomalia citogenética o el fenotipo T son indicaciones absolutas de

trasplante en RC1 per se:

= El grupo de pacientes con hipoploidia se trasplantan en RC1 los malos respondedores

al tratamiento con corticoides en el dia +8.

= La introduccion de los farmacos inhibidores de tirosin quinasa como imatinib en el
tratamiento de induccion de la LLA Philadelphia positiva se consiguen SLR mayores de
80%, por lo que el trasplante en RC1 se reserva a los malos respondedores al

tratamiento con corticoides en el dia +8 *°.

= En el grupo de pacientes MLL positivo se trasplantan en RC1 un subgrupo de
especialmente mal pronéstico: menores de 6 meses de edad con mala respuesta al dia
+8 o cifra de leucocitos al debut mayor de 300 x10°/L, en los que el trasplante reduce el

riesgo de recaer o fallecer en un 64% 31.

= La supervivencia de las LLA de estirpe T en la actualidad ha mejorado sustancialmente
por lo que se reserva el trasplante en RC1 al subgrupo de “early T”, que presenta muy

mal pronéstico con SLR del 20% 2,
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El principal motivo de trasplante en primera remision es la mala respuesta al tratamiento

que es el mayor factor predictivo de recaida de la LLA.

Los pacientes que presentan una recaida medular precoz, es decir, durante el tratamiento o en

los primeros 6 meses de su finalizaciéon ** *

presentan muy mal prondstico, por lo que se
trasplantan tras alcanzar una segunda remisién ** (RC2). En los casos de recaida mas tardia, el
TPH no parece ofrecer mejores resultado que la quimioterapia convencional *°. Los pacientes

en tercera remisién o mayor son también candidatos a recibir un alo-TPH.

Las series publicadas muestran los siguientes resultados segln si los pacientes se trasplantan
en primera o segunda remision: la recaida es de un 10-20% en los trasplantados en RC1 y de
un 20-40% en los trasplantados en RC2. En relacién con la mortalidad relacionada con el
trasplante en RC1 es del 10-15% y en RC2 del 15-25%. Finalmente, la SLE en RC1 es del 60-
80% y en RC2 del 40-50%.

Los resultados del trasplante estan relacionados también con el donante disponible. El
hermano HLA-idéntico (HI) es el mejor donante posible aunque sélo lo poseen un 25% de los
pacientes. En la actualidad, con el desarrollo de nuevas técnicas de estudio del HLA clase | y Il
asi como de registros internacionales, los resultados con donantes compatibles no
emparentados (DNE) han mejorado significativamente, acercandose a los de HI para algunas
indicaciones, como seria el caso de la LLA *’. La sangre de cordén umbilical (SCU) de
hermanos idénticos se empez6 a utilizar en 1988 y desde entonces su uso se ha extendido a
unidades de donantes no emparentados . Un analisis retrospectivo de Eurocord comparoé los
resultados de 541 nifios con LLA trasplantados con SCU (n=99) y MO de donantes no
emparentados. En el dia + 100 postrasplante los resultados de recaida fueron similares. La
SCU presentd una recuperacion hematolégica méas lenta, mayor mortalidad relacionada con el

procedimiento y menor incidencia de EICH aguda *°.

La secuencia de seleccion de un donante seria: primero MO de un HI y en su ausencia, iniciar
una busqueda de DNE siendo la MO la fuente de primera eleccién y/o SCU con celularidad

mayor de 3x107/kg de receptor 0,

En relacion con el donante de progenitores, en una publicacion reciente del International Bone
Marrow Transplantation Research (IBMTR), se compararon los resultados de supervivencia en
nifios con LLA tras trasplante de MO de HI (n=101) y DNE con MO (n=85) y SCU (n=81).

La SG y SLE fue similar en los tres grupos, no encontrdndose diferencias segun la fuente
utilizada. La MRT fue diferente: 31%, 15% y 6% en MO DNE, SCU DNE y MO HI

respectivamente *.
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Otro estudio del grupo aleman Berlin-Frankfurt-Minster (BFM) *° que compara HI y DNE
objetivé en 411 nifios que la SLE era del 71% y 67% respectivamente, no encontrandose
diferencias significativas tampoco en la tasa de recaida que era del 24% y 22%
respectivamente, asi como en la mortalidad relacionada con el procedimiento (MRT) que era de

un 2% y 10%, respectivamente.

El régimen de acondicionamiento utilizado previamente al trasplante posee un impacto
significativo en los resultados. El régimen de Irradiacion corporal total (ICT) combinado con
ciclofosfamida (Cy), actualmente considerado el régimen de acondicionamiento estandar fue

inicialmente utilizado por Brochstein et al, en la década de los 80 2,

La dosis Unica de ICT se ha fraccionado actualmente por 6 dosis , administrandose la dosis
total de 12 Gy 3 con menores efectos adversos aunqgue siguen siendo graves, en especial, el
riesgo de neoplasias secundarias y dafios en el desarrollo neurolégico en nifios menores de 3

anos; en este grupo de edad, la ICT se sustituye por busulfan.

Se han publicado multiples estudios donde se utilizan otros quimioterapicos como citarabina,
melfalan, vincristina, tiotepa, etopoésido... Los datos concluyen que se observa mejor
supervivencia con regimenes con radioterapia aunque el uso de etopésido en vez de Cy o la

adicion de tiotepa pueden mejorar estos resultados.

Los estudios de cohortes de nifios con LLA que recibieron un alo-TPH y que han sido
publicados en los dltimos afios por los principales grupos se muestran en las siguientes tablas
1.4, 1.5y 6.
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AUTOR t N ACOND Seg SLR REC

(a)
GRUPO % %

Von 1982-92 16 BU + otros QT 3,9 61,1 38,9
Bueltzingsloewen
/Francia (45)

Chessells/Reino 1985-90 34 ICT/Cy 3,8 69 11
Unido 47)

Balduzzi/ltalia (23  1995-00 77 ICTIVP, 5 56,7 34
BU/Cy/VP

Tabla I.4 Estudios de cohortes de nifios con LLA que recibieron un alo-TPH en primera remision. t: tiempo del

periodo a estudio; Acond: acondicionamiento; Seg(a): media de seguimiento en afios; BU: busulfan; Cy: ciclofosfamida;
VP: etop6sido; ICT: Irradiacion corporal total; REC: recaida.
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AUTOR t N SUBGRUPOS ACOND Seg SLR REC
@ % %

GRUPO (n)

Mousalem/Francia(49) 1983- 42 RC2 Mdltiple 3 53 17

Torres/ Espafia (51) 1980- 21 RC2 Mdltiple 14,5 42,8 40

Vicent/Espafia(s3) 1995- 67 SP (34) BU/Cy, 2,1 53 28,7

99 ICT/Cy
MO (33) 549 271

Mufioz/GETMONG54)  1999- 31 43
04

Tabla 1.5 Estudios de cohortes de nifios con LLA que recibieron un alo-TPH de hermano HLA-idéntico.
GETMON: Grupo Espafiol de Trasplante de Médula Osea en el nifio; RC: remisién completa. IBMTR: International
Bone Marrow Transplant Research; VCR: vincristina; SP: sangre periférica; MO: médula 6sea
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AUTOR t N  SUBGRUPOS ACOND Seg SLR% RECAIDA

(@) %
GRUPO (n)
Oakhill/Bristol 1988- 137 RC1 24 Campath, 3,2 42 36,5
97 Cy, ICT
(55) RC2 88 45
RC>2 25 26
Woolfrey/Seattle  1983- 88 RC1 10 ICT/Cy 67 11
99
(56) RC2 34 47 33
RC3 10 20 20
Davies/Minnesota 1985- 35 RC1 4 ICT/Cy/VP 2,1 21
94
(57) RC2 15 21
RC3 14 42
Casper 1986- 25 ICT/Cyl/Ara- 4,1 40 16
/Milwaukee (58) 91 C +/- Bu
Hongeng/Toronto 1990- 26 ICT/VP 3,2 49 28
98
(59)
Bunin/NMDP 1988- 363 RC2 Multiple 2,4 36 22
00 90% ICT
(60)
Saarinen /Soc 1990- 28 RC2 Multiple 4,5 54 40
Nérdica (61) 97
Borgmann/Grupo 1983- 81 RC2 ICT/Cy/VP 4.1 42 25
aleman (35) 01 (86%)
MufiozGETMON  1999- 27 RC2 37 19
(54) 04

Tabla 1.6 Estudios de cohortes de nifios con LLA que recibieron un alo-TPH de donante no emparentado.

NMDP: National Marrow Donor Program; Ara-C: citarabina; Bu: busulfan
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1.4 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

El concepto de enfermedad minima residual se basa en el principio de que la probabilidad de
que un paciente recaiga de una enfermedad neoplasica tras recibir un tratamiento, depende de

la cantidad de células tumorales que permanezcan viables .

El conocimiento actual de la LLA permite asegurar que en los pacientes que recaen persisten

células leucémicas a pesar de los tratamientos administrados.

Los pacientes con enfermedad persistente, es decir, con mas de 1 célula leucémica entre 100,
pueden ser valorados mediante microscopia Optica pero cuando el nimero de células
supervivientes es menor a esta cifra se necesitan otras técnicas de estudio para identificarlas.
La deteccidn de estas células es lo que se conoce como seguimiento de la enfermedad minima

residual ** ** (Figura 1.4).

El estudio de la EMR en nifios afectos de LLA tiene dos objetivos principales:

1. Conocer la velocidad de destruccion de la masa leucémica. Este objetivo se consigue
determinando la EMR en las primeras fases del tratamiento. La rapida desaparicion de las

células leucémicas es un factor de buen pronéstico * °" .

Este parametro puede permitir tomar decisiones terapéuticas: intensificar el tratamiento en
pacientes con EMR positiva 0 evitar tratamientos agresivos y sus efectos adversos en

nifios con EMR indetectable *°.

2. Predecir precozmente la recaida. La monitorizacion secuencial se realiza a lo largo de todo
el tratamiento y una vez finalizado éste. Su objetivo es detectar la recaida antes de la

aparicién de manifestaciones clinicas y/o hematol6gicas.

La importancia clinica del estudio de la EMR en pacientes con LLA ha quedado confirmada por
la mayoria de los grupos. El grupo aleméan, utilizando técnicas de biologia molecular demostro
su valor pronéstico en los primeros puntos de andlisis, durante la induccion y post-induccion,
estableciendo tres grupos prondsticos de riesgo de recaida %, También se observo que las

LLA-T presentaban una eliminacion de la EMR maés lenta .
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Figura 1.7 Nivel de deteccién de la EMR
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El grupo del St. Jude , toma como indicativos de alto riesgo de recidiva, la presencia de ERM
>1% al finalizar la induccion (dia +35 a +40) y >0,1% al finalizar la fase de consolidacién (semana
14-16) "> ™ ® Seglin sus resultados el 70% de los pacientes en los que se detecta ERM positiva
en la semana 14 y el 86% de aquellos en que se detecta en la semana 32 presentaran recidivas

por lo que deben recibir quimioterapia intensiva.

El Children’s Oncology Group publicé en 2008 un analisis del impacto pronéstico de la

74,75

presencia de EMR medida mediante CFM en nifios con LLA de precursores B . Se midi¢6 la

EMR en sangre periférica el dia + 8 y en médula 6sea al fin de la induccion y consolidacion en
1971 nifios. Se objetivd que la presencia de EMR en el dia + 8 y post-induccién se asociaba a

menor supervivencia libre de eventos, independientemente de otros factores.

La presencia de EMR después de la induccion demostré ser el factor pronostico de SLR

mas significativo en la LLA pediatrica.
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La importancia de la presencia de EMR fue independiente de otros factores de riesgo clasicos
como la edad, el nimero de leucocitos al diagndstico, las alteraciones cromosémicas y la
respuesta inicial a la induccién,... por lo que su estudio se ha incluido de forma rutinaria en los

esquemas de tratamiento "**® "’

En la actualidad, se realiza el estudio de EMR en médula 6sea en el dia +35 (EMR1) y después
del primer ciclo de consolidacion (EMR2). Si la EMR2 es positiva se realiza un estudio (EMR3)
tras el segundo ciclo de consolidaciébn. Se considera aconsejable realizar monitorizacion

secuencial al finalizar la fase de reinduccion y al finalizar el tratamiento.

Segun los resultados de la EMR, los pacientes son estratificados segun el riesgo de recaida

y se modifican los tratamientos que deben recibir asi como la indicacion de TPH.

Hay varios métodos para detectar la presencia de EMR "® % (Tabla I.5):

e Mediante la deteccidn de translocaciones cromosémicas especificas .

e El estudio de los reordenamientos de genes que codifican la sintesis de inmunoglobulinas o
receptores de las células T, por técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

e La citometria de flujo (CF) permite la deteccion de diferentes  “inmunofenotipos
leucémicos”, esto es, infidelidades de linea, asincronismos madurativos, marcadores

ectépicos o fenotipos infrecuentes en la poblacién linfocitaria normal.

Las técnicas de microscopia, citogenética, hibridacion fluorescente in situ (FISH), biologia
molecular e inmunofenotipo mediante citometria de flujo constituyen hoy en dia herramientas

imprescindibles dentro del diagndstico, estratificacion y seguimiento de nifios con LLA 8,

Todos los métodos proporcionan mucha informacion en el aspecto diagnéstico y prondéstico de
las leucemias agudas aunque para obtener resultados concluyentes es imprescindible tener

experiencia y seguir las pautas estandarizadas " % %,
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ANOMALIA
CELULAR

A ESTUDIO

Alteracion cro-
mosémica numeérica
ylo estructural

Mutaciones
Sobreexpresion

Reordenamiento de
genes

Reordenamiento de
genes

Inmunofenotipo
leucémico

METODO

Citogenética

FISH

PCR trascripcion
gen de fusién

Amplificacién por
PCR delgy TCR

Citometria de
flujo
multiparamétrica

% DE
CASOS

30%

< 50%

90%

98%

10?

10" a 10°

10%a 10°

10*a 10°

10*a 10®

PROS

Estandarizado

Cuantitativo

Sensible

Especifico

Sensible

Especifico

Sensible
Simple
Rapido

Cuantitativo

Diferencia células
vivas

CONTRAS

Poco sensible

Dificil cuantificacién

Contaminacién

Evolucién clonal

No diferencia células
vivas

Contaminacion

Laborioso

Evolucién clonal

No diferencia células
vivas

Dificil estandarizar

Evolucién clonal

Tabla 1.8 Métodos de deteccién de EMR en LLA. FISH: hibridacién fluorescente in situ. S: sensibilidad.
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1.4.1 Microscopia, citogenética e hibridacion fluorescente in situ

En los protocolos de quimioterapia para valorar la sensibilidad de la enfermedad al tratamiento
recibido, se realizan los estudios morfolégicos mediante microscopia Optica. Estos estudios
detectan la enfermedad cuando se presentan 1-5 blastos respecto a 100 células de morfologia

normal.

Si la LLA a estudiar presenta translocaciones especificas, se pueden realizar estudios

citogenéticos aunque la sensibilidad es muy baja.

Los estudios de hibridaciéon de fluorescencia in situ (FISH) solventan las limitaciones de la
microscopia y de la citogenética convencional siendo capaces de detectar enfermedad si existe

de 0,1 a 1 blastos respecto a 100 células de morfologia normal.

Los estudios FISH tienen la ventaja de visualizar sefiales aberrantes sobre el resto de células
normales por lo que en interfase puede identificar cambios cromosémicos de significado
prondstico. Las pruebas centroméricas son ideales para la deteccibn de ganancias
cromosOmicas completas como en la hiperdiploidia. Existen determinadas alteraciones que no
se detectan por citogenética convencional como la t (12; 21) (p13; g22) y se realizan mediante

FISH por rutina.

La mayoria de los nifios que recaen tienen enfermedad persistente a un nivel menor del 0,1%,
lo que denominamos enfermedad minima residual (EMR), por lo que necesitamos otras

técnicas para detectarla *.

1.4.2 Biologia molecular

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica enzimética que amplifica un
trozo de DNA, duplicando el producto en cada ciclo y al final de 40 ciclos lo amplifica a 10%. El
objetivo a amplificar puede ser el producto quimérico producido por un gen de fusién debido a
translocaciones cromosémicas. Si el producto quimérico se encuentra en abundancia se puede

identificar un blasto entre 1 millén de células normales * %

. El 30% de las LLA no presentan
translocaciones identificables que puedan ser utilizadas como objetivos, por lo que el uso
aislado de translocaciones mediante RT-PCR no es suficiente en el seguimiento de la mayoria

de casos.

En la gran mayoria de las LLA, los linfoblastos T o B presentan una parada en su maduracion.
Durante la diferenciacién inicial de las células T y B, los segmentos de variabilidad (V),
diversidad (D) y unién (J) de las inmunoglobulinas (Ig) y receptor T (TCR) se reordenan bajo el
control del sistema enzimatico recombinante V(D)J. La relacion de insercién/delecion de

nucledtidos en los puntos de unién de los genes V, D y J es Unica para cada célula.
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En la mayoria de la LLA de los nifios la parada en la diferenciacién es posterior a este
reordenamiento por lo que al ser una enfermedad clonal, es posible usar estas dianas.
Inicialmente se utiliza un panel de primers para identificar clonalidad en la cadena pesada de Ig
(Ig H), cadena ligera de Ig (Ig L) y los reordenamientos gamma y delta de TCR. Los productos
obtenidos son analizados para confirmar que proceden de la clona blastica y utilizados en el
seguimiento.

La PCR en tiempo real (RQ-PCR) es capaz de cuantificar la cantidad inicial de la diana y
valorar dinamicamente su desaparicion, por tanto, dar informacién sobre la velocidad de la

86, 87

respuesta al tratamiento que recordemos es el principal factor prondstico . Estos estudios

se pueden realizar en mas del 95% de los casos y su sensibilidad es del 10* a 10°.

1.4.3 Inmunofenotipado y citometria de flujo multiparamétrica

La citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es una técnica de andlisis celular cuyo
fundamento se basa en hacer circular por una columna de flujo una suspension de particulas,
generalmente células, alineadas de una en una, por delante de un haz luminoso (laser)
focalizado. La interaccién del rayo luminoso con las células genera sefales de distintas
longitudes de onda que son recogidas por detectores que generan, a su vez, impulsos
eléctricos proporcionales a la cantidad de luz incidente. Estos impulsos eléctricos se amplifican
y se convierten en sefiales digitales que se procesan en un ordenador. De esta forma, se

permite el andlisis cualitativo y cuantitativo de diferentes poblaciones celulares.

Las propiedades de dispersion de la luz nos informan acerca del tamafio celular, como desvia

la luz incidente (forward scatter-FSC) y granularidad, o complejidad interna (side scatter-SSC).
Las sefiales de dispersion son de dos tipos:

- Forward scatter (FS): luz dispersada frontalmente en angulo cénico pequefio (0-10 grados)
coincidente con luz incidente y es proporcional al tamafio de la particula que produce la
dispersion.

- Side scatter (SSC): luz dispersada lateralmente es proporcional a la complejidad vy
granularidad de la estructura celular.

La CFM puede identificar células inmaduras anormales en liquidos corporales y tejidos
extramedulares, distinguir blastos de células inmaduras normales en médula ésea y timo y

ademas determinar el linaje de la proliferacién blastica.

La CFM puede determinar el porcentaje preciso de células con inmunofenotipo aberrante

respecto al total de células analizadas.
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Los blastos difieren de las células maduras porque expresan marcadores de inmadurez o pre-

sentan ausencia de marcadores de madurez.

La CFM es capaz de:
o identificar y enumerar subpoblaciones celulares Unicas y definidas

o seleccionar y separar fisicamente subpoblaciones de células deseadas por
defleccion electrostatica. Esta tecnologia de separacion se llama "electronic cell

sorting”

o medir la capacidad funcional de subpoblaciones celulares definidas.

La CFM ha evolucionado rapidamente con el uso de mudltiples fluorocromos para la
identificacién de diferentes subpoblaciones celulares en una sola muestra. Ademas se pueden
utilizar de forma simultanea mudltiples fluorocromos sobre la misma célula, utilizando varios
rayos laser. Una de las aplicaciones mas comunes de la CFM es la caracterizacion celular de
diferentes estadios madurativos mediante el uso de anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos contra marcadores de superficie e intracitoplasmaticos. Los métodos
inmunoldgicos posibilitan la deteccibn de antigenos, moléculas de inmunoglobulinas y
receptores de la membrana celular que pueden ser especificos para una linea celular o para un
estadio madurativo determinado *®. Se han clasificado miles de anticuerpos monoclonales que
se han agrupado hasta la actualidad en 300 grupos denominados CD (cluster

designation/cluster differentiation).

Un grupo o CD puede incluir una serie de anticuerpos monoclonales que detectan diferentes

epitopos de una molécula y, por tanto, sus propiedades funcionales y bioquimicas.

El grupo cooperativo MIC en Leuven (Bélgica, 1985) determiné las directrices para la
clasificacibn morfolégica, inmunolégica y citogenética de las leucemias agudas. A la
clasificaciébn inmunolégica se ha llegado a través de distintas etapas y en funcién de las
técnicas de estudio en las diferentes épocas. Inicialmente al utilizar como marcadores de
poblacién linfoide las rosetas E y las inmunoglobulinas de superficie, se desglosaron 3 tipos de

LLA: T, By no T no B, este (ltimo denominado nulo **°.
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El segundo paso en la clasificacion inmunoldgica fue el descubrimiento del antisuero anti-
CALLA o CD10, hecho que permitié identificar las LLA “comunes” (CALLA positivas) y las nulas
propiamente dichas, que son CALLA negativas. Posteriormente, se advirtié que un 15-30% de
las formas comunes presentaban, ademas, cadenas pesadas mu-intracitoplasmaticas sin

cadenas ligeras, quedando asi definidas las LLA de tipo pre-B.

Finalmente, se ha observado que las LLA “nulas” presentan ensamblaje de los genes que
codifican la sintesis de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas y que son capaces de
reaccionar con anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos de serie B, por lo que se
ha demostrado que los linfoblastos de la denominada LLA nula pertenece en realidad a la

estirpe B.

La CFM se realiza en 3 etapas independientes:

1. En la fase pre-citometria se realiza la preparacién de los reactivos y de las células, disefio
del protocolo y coloracion de las células con los reactivos fluorescentes. Se emplean
anticuerpos monoclonales antigeno-especificos marcados con un fluorocromo dirigidos al
marcador que queremos evaluar. Para esto, es necesario aislar previamente las células a
analizar; por ejemplo linfocitos, a partir de sangre total, por gradiente de ficol.

2. Las células son luego estimuladas a producir los marcadores poniéndolas en contacto con
un antigeno capaz de estimular su sintesis. Posteriormente estas son incubadas con una
sustancia denominada brefeldina A (BFA) cuya funcion es impedir que las células expulsen
las citocinas que estan sintetizando, haciendo entonces que se acumulen en su interior.

3. Después las células son fijadas, permeabilizadas y finalmente marcadas con los
anticuerpos especificos. Una vez realizado este Ultimo procedimiento, las células estan
listas para ser leidas en el citdbmetro. La fase de citometria de flujo involucra el
procesamiento de las células marcadas y la recoleccion de los datos para cada una de las
medidas (parametros) realizados en cada célula individual. En la Gltima fase se analizan los
datos recolectados.

1.4.4 Comparativa entre biologia molecular y citometria de flujo

Los estudios de EMR actuales se basan en la citometria de flujo multiparamétrica y en la
amplificacion mediante PCR de genes que codifican receptores de células T y gammaglobu-

linas. & ™
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La mayoria de grupos han realizado estudios con ambas técnicas obteniendo una alta

7, 78,91

concordancia en la mayoria de las muestras de nifios con LLA cuando los niveles de

EMR son de 0,01% o mayor respecto a la poblaciéon normal.

¢ Neale et al. compard ambas técnicas en 1300 muestras de sangre periférica y médula 6sea
de nifios con LLA. En su estudio concluyé que los resultados son concordantes en un 97%

cuando se utiliza un nivel del 0,01% de EMR *.

e Malec et al, en 71 muestras de 22 nifios con LLA, encontré6 una concordancia del 89%

cuando el cut off era 0,01% *°.

¢ Robillard et al, analiz6 140 muestras de 91 pacientes siendo las técnicas concordantes en
el 97% de los casos. De los 4 discordantes, 3 detectaron EMR pero a diferentes niveles. En
cambio hubo 3 pacientes (2 eran T) que no pudieron inmunofenotiparse apropiadamente y

fueron estudiados por PCR .

Las ventajas de la citometria de flujo se pueden resumir en **: analisis rapido (5.000 eventos
/seg) de un nuimero estadisticamente significativo de células (10 *— 10 °), mdltiples marcajes
de una sola célula, alta sensibilidad y objetividad, medidas separadas de cada célula (no sélo el
promedio), medidas cuantitativas con discriminacion de las células segun la cantidad de
marcador, eliminacién de blastos apoptéticos que provocan falsos positivos en estudios de
PCR, multiples parametros (subpoblaciones complejas) y se puede utilizar en sangre periférica
con escasa celularidad.

Otra de las ventajas de la CFM que se puede utilizar en practicamente todos los pacientes que
tengan un estudio individualizado del inmunofenotipo de su leucemia aguda en el momento del
diagndstico, es decir, el inmunofenotipo asociado a la leucemia (LAIP). En el estudio de Kerst
et al, la CFM permitié monitorizar el 90% de los pacientes con LLA-B y el 100% de los de linaje
T, en 102 muestras °. Robillard et al, observé que en lactantes con CD10 negativas y/o t (4; 11)

precursores B y nifios con LLA-T inmadura la EMR pudo ser detectada por CFM y no por PCR.

Las desventajas de esta técnica incluyen: poca informacion morfoloégica de la célula, no
proporciona informacioén de la localizacién celular en un tejido, analiza una cantidad limitada de
material (10 millones de células / h), necesita una suspensién de células individuales, costos de
la tecnologia, método destructivo, incapacidad de visualizar las células que se analizan y

posibilidad de falsos negativos.
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Los falsos positivos se dan principalmente por cambios de inmunofenotipo o seleccién de
poblaciones minoritarias debidas al tratamiento ** ® ; para evitarlos, no se debe considerar la
sobreexpresion de CD10 como Unico marcador y se deben poseer de cada paciente varias

LAIPs.

Para obtener resultados comparables, el estudio de EMR mediante CFM se debe realizar en un

centro de referencia y amplia experiencia y dentro de los estandares internacionales.

En los ultimos afios las técnicas de estudio y deteccion de EMR son objeto de estandarizacion
dentro de los proyectos BIOMED-1, BIOMED-2, Estudio europeo en la deteccion de EMR en
LA, I-BFM-ALL-FLOW-MRD Network, ESG-MRD-ALL, el Consorcio Euroflow, que publicé un

protocolo recientemente en 2012 ** y el grupo francés en 2015 *°,

La CFM ofrece una deteccién de la EMR facilmente aplicable a la préctica clinica por su rapidez
y féacil metodologia y ofrece resultados de EMR cuantificable, ademéas de informar sobre el
resto de celularidad normal °. Es un método rapido, objetivo y cuantitativo de analisis de células

y sus componentes internos.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia de enfermedad minima residual en médula 6sea, medida mediante citometria de
flujo multiparamétrica, previamente a recibir un Trasplante Alogénico de Progenitores
Hematopoyéticos en nifios con Leucemia Linfoblastica Aguda, es un factor prondstico en la

evolucién postrasplante que se correlaciona con la recaida y la supervivencia global.

Si esta hipétesis es correcta, la deteccion de la EMR medida mediante CFM permitira definir un
grupo de pacientes con alto riesgo de recaida que podrian beneficiarse de nuevas estrategias

terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Valorar la presencia de EMR en médula ésea previa a un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos mediante citometria de flujo multiparamétrica y su impacto prondstico en

términos de supervivencia libre de recaida y global.

3.2 Objetivos secundarios

a) Identificar factores de riesgo relacionados con la recaida y supervivencia.

b) Valorar si los factores de riesgo afectan de forma distinta a los pacientes segun la
presencia o no de EMR pre-TPH.

c) Valorar los estudios de seguimiento postrasplante como EMR por CFM y quimerismo con el

objetivo de predecir o detectar precozmente la recaida.
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4. PACIENTES Y METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de cohortes con recogida retrospectiva de los datos correspondientes a los afios 2002-

2007 y posteriormente con recogida prospectiva de la informacion.

4.2 AMBITO

El estudio se ha llevado a cabo en el Servicio de Hematologia y Oncologia Pediatrica y Unidad
de Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos del Hospital Universitario Vall d’Hebron de
Barcelona. Este centro es un referente a nivel nacional e internacional en el tratamiento de
nifios con leucemia linfoblastica aguda y en la realizacion de trasplantes. Como centro de
referencia pertenece a la Red Internacional de Excelencia en el Tratamiento del Céancer en la
Infancia y Adolescencia, llevando a cabo su labor clinica, investigadora y docente en
coordinacién con las sociedades cientificas internacionales (SIOP, EBMT , CIBMTR) y
nacionales (SEHOP, PETHEMA) asi como con otros centros hospitalarios de prestigio. Sobre la
base de los datos del Registro Nacional de Tumores Infantiles, es el hospital del Estado que
mas nifios diagnostica y trata asi como mayor actividad trasplantadora tiene. La unidad de
trasplante de progenitores se abrié en 1984 y desde entonces se han realizado mas de mil
trasplantes de todo tipo y para todas las indicaciones, de donante familiar y alternativo, usando

médula 6sea, sangre periférica y cordén umbilical.

En 2012 la Unidad de TPH obtuvo la acreditacion de calidad JACIE, la mas especifica para los
procesos de trasplante de progenitores hematopoyéticos que concede el comité conjunto del
ISCT (International Society for Cellular Therapy - Sociedad Internacional de Terapia Celular) y
del EBMT (European Group for Blood and Marrow Transplantation - Grupo Europeo de

Trasplante de Sangre y Médula Osea).

4.3 POBLACION A ESTUDIO

Los nifios afectos de LLA que han recibido un trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos entre 2002 y 2012.

Los pacientes han sido tratados segln los protocolos vigentes y segun las directrices de los
diferentes grupos nacionales, europeos e internacionales. Los protocolos usados fueron los del
grupo Pethema "y SHOP .
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4.4 CRITERIOS DE SELECCION DE LOS PACIENTES

Se incluyeron todos aquellos pacientes en los que:

e al diagnodstico de la LLA se identificaron inmunofenotipos aberrantes asociados a la
leucemia (LAIPs) mediante CFM y tuvieron como minimo un fenotipo util para la

identificacion y seguimiento de las células blasticas.

e previo al TPH, se realiz6 un aspirado de médula 6sea para confirmacion citologica de la

remision morfoldgica, estudios moleculares y estudio de EMR mediante CFM.

4.5 RECOGIDA DE INFORMACION Y SEGUIMIENTO DE LA COHORTE

Se ha obtenido la informacion de la historia clinica de los pacientes. Se realizé seguimiento de

los pacientes hasta el dia 31/12/2013, siendo el tiempo minimo de seguimiento de 15 meses.

4.7 VARIABLES DEL ESTUDIO

Se han estudiado los datos demogréficos de los pacientes, las caracteristicas de la enfermedad
de base y el tipo de trasplante asi como los datos de su evolucion incluyendo informacion

relacionada con la recaida y mortalidad.
Las variables que se recogen en este estudio son:

e Variables relacionadas con el paciente:

o Sexo: varén o mujer
o Edad al trasplante: medida en afios

e Variables relacionadas con la LLA:

o Fenotipo: B ( B comun, pre-By pro-B) y T ( T, pre-T y pro-T)
o Presencia de genes de fusion: BCR/ABL, MLL/AF4, TEL/AML.

e Variables relacionadas con el trasplante:

o Numero de remision de la enfermedad al trasplante: primera, segunda y mayor

que segunda.
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o Indicacion de trasplante: recaida precoz, mala respuesta inicial y grupo de alto
riesgo (EMR positiva, genes de fusion BCR/ABL y MLL y fenotipo T), tercera o

mayor remision y recaidas medular y testicular.

o Donante de progenitores hematopoyéticos: familiar (hermano HLA-idéntico,

familiar idéntico y no idéntico) y donante no emparentado.

o Fuente de progenitores hematopoyéticos: médula 6sea, sangre periférica y

sangre de cordon umbilical.
o Acondicionamiento

= Quimioterapia (dosis): etopésido, ciclofosfamida, busulfan, fludarabina, tiotepa

y melfalan.
= Irradiacién corporal (12 Gy fraccionada): si 0 no administrada

o Estudio pre-TPH de EMR por CFM/biologia molecular: % de células blasticas respecto

a celularidad normal/ presencia o ausencia de gen de fusion.

Variables relacionadas los resultados postrasplante:

o Presencia y grado de Enfermedad injerto contra huésped aguda: si o no y grado (I, II, Il
y V)

o Presencia y grado de Enfermedad injerto contra huésped crénica: si 0 no y extension (

limitado o extensa)

o Recaida de la enfermedad: si 0 no

o Tiempo de trasplante a recaida: medido en meses

o Estado: vivo/éxitus
o Tiempo de trasplante a éxitus: medido en meses
o Motivo éxitus: recaida, infeccion y toxicidad.

o Estudio postrasplante de EMR por CFM/biologia molecular: % de células blasticas

respecto a celularidad normal/ presencia o ausencia de gen de fusion.

o Quimerismo postrasplante: completo, mixto o autdlogo.

45



4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se describieron las variables continuas usando medidas de tendencia central (media y
mediana) y de dispersion (desviacidn estandar y rango). Si las variables continuas mostraban
una distribucién normal se us6 la media como medida de tendencia central y la desviacion
estdndar como medida de dispersion. En caso contrario, se emple6 la mediana y el rango
respectivamente. Para comprobar la distribucion normal de las variables continuas se uso la
prueba W de Shapiro-Wilk. Las variables categoricas se describieron mediante las frecuencias

y proporciones con su intervalo de confianza del 95% (IC 95%).

Las probabilidades de SLR y SG fueron estimadas mediante el método de Kaplan-Meier. Se
realiz6 un andlisis bivariado de variables independientes como el sexo, el estado de remision
previo al trasplante, tipo de trasplante, acondicionamiento, presencia de EICH aguda/crénica y
deteccion de EMR previa al trasplante en relacién con la recaida y éxitus, usando la diferencia
de riesgos, la razén de riesgos y la odds ratio (95% de intervalo de confianza). Se estratificaron
los riesgos dependiendo del estado de EMR. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
los programas estadisticos Stata 13 (StataCorp LP. College Station. Texas) y SPSS 12 (IBM.
Armonk. New York)

4.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Se siguieron las directrices de la Declaracion de Helsinki. Se solicitd valoracién por el Comité
de Etica en la Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall d’Hebron, que fue positivo a
su realizacion. El investigador del estudio se compromete a respetar la confidencialidad de los
datos de los participantes y que en todo momento se cumpla lo establecido por la legislacion
vigente. Las muestras de médula dsea valoradas en el estudio son las mismas que se utilizan
para el estudio y monitorizacion rutinaria de los pacientes, por tanto, no se ha requerido
obtener muestras extra de los pacientes ni se ha realizado intervencion alguna en el protocolo

a seguir en cada paciente.

4.10 METODOS

4.10.1 Estudio de la EMR mediante citometria de flujo

En este estudio se han seguido los pasos consensuados y previamente publicados, que se

resumen seguidamente 6,98,99, 81
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e La médula 6sea se recoge en tubo de EDTA, se mantiene a temperatura ambiente y
procesa en las primeras 24 horas de la extraccion. El andlisis de inmunofenotipo se realizé

mediante citometria de flujo de 4 colores.

e La técnica consiste en tefiir las células (1x10°tubo) mediante inmunofluorescencia directa
usando anticuerpos monoclonales conjugados: isotiocianato fluorescente, ficoeritrina, el
tandem ficoeritrina-rojo Texas y el tandem ficoeritrina-cianin 5.1. Las células fueron
incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente sin luz con una cantidad saturada
de anticuerpos conjugados con fluorocromo. Los eritrocitos fueron lisados mediante el

método de un tiempo.

e Las células fueron adquiridas en 2 tiempos en un citdmetro de flujo (F-500, Beckman-
Coulter. Miami, FL, USA) con un laser de argén a 488 nm: primero, 2-5x10* células
nucleadas fueron adquiridas para determinar el porcentaje de linfocitos CD19+ (en B-LLA)
0 CD7+ (en T-LLA) y posteriormente en una ventana se aplicaron solo los eventos CD19+ y

CD7+, en cada caso, para diferenciar el grupo de células de interés.

Un total de 0,5-1x10° células se obtuvieron para cada combinacién de anticuerpos. Se
utilizaron inicialmente SSC/CD19 y SSC/CD7 en By T LLA, respectivamente (Tabla M.1).

e El gating secuencial fue utilizado para identificar los inmunofenotipos asociados a cada
leucemia especifica. EI nimero de células blasticas residuales fue calculado como

porcentaje del total de células nucleadas.

e Para la adquisicién y andlisis de resultados se utilizé el paquete de software CXP (version
2.0, Beckman-Coulter, Miami, FL, USA). Este método tiene una sensibilidad de al menos

10 para la deteccion de células leucémicas entre las normales.

En las LLA se debe realizar el analisis por citometria de flujo con un minimo de anticuerpos

monoclonales que permita su diagndstico inmunofenotipico.

Es imprescindible el estudio de marcadores citoplasmaticos que definan la linea celular
implicada: para la linea B, se utiliza el CD79a/CD22 y para la linea T, el CD3. Es recomendable
el empleo simultaneo de marcadores citoplasmaticos y de membrana que permitan identificar

con mayor exactitud la poblacion blastica.

De acuerdo con la experiencia de nuestro centro y siguiendo las publicaciones internacio-
nales se consideré como cut off para definir EMR positiva como la presencia de 0,01%

blastos respecto a la poblaciéon normal.
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Nimero |FITC PE ECD PCS

de tubo

1 lgGi lgG1 CD19 CD45
LLA-B

2 CD10 CDz20 CD1% CD34

3 cDas CD34 CD19 CD45

4 X X CD19 X

1 cDh7 lgG1 CD45 lgG1
LLA-T

2 cDh7 CD1a CD45 CD34

3 cDh7 CD5 CD3 chz

4 cDh7 X X X

Tabla M.1 Panel de estudio de EMR mediante CFM. FITC: isocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; ECD: ficoeritrina-
Rojo Texas; PC5: ficoeritrina-Cianina 5.1; 1gG1l: inmunoglobulina isotipo-matched; X: variable dependiente de
inmunofenotipo al diagnéstico; anticuerpos monoclonales: 1IgG1, CD19, CD45, CD20, CD34, CD7, CDla, CD3 y CD2
de Beckman-Coulter; CD38 de Dako.

4.10.2 Estudio de quimerismo

La evaluacion del porcentaje de células del donante presentes en el receptor tras un trasplante

de progenitores se evalla mediante 2 posibles técnicas:

1. Deteccidn de microsatélites de DNA 6 short tandem repeats (STR) que se realiza en todos
los casos debido a su elevada precision. Se precisa una muestra de sangre periférica
pretrasplante del donante y receptor para establecer el patrén de STR de cada uno.
Cuando es necesario se puede realizar un estudio de quimerismo en poblaciones celulares

concretas denominado quimerismo diferencial.

2. Deteccion del cromosoma Y que se realiza mediante FISH como técnica adicional a la
deteccion de STR en los pares donante/receptor con disparidad sexual. Este estudio puede

realizarse en sangre periférica y en médula ésea pero suele preferirse ésta Ultima.
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4.11 DEFINICIONES

4.11.1 Parametros de resultados postrasplante

Se define fallo de implante (FI) primario como la situacion de un paciente que no alcanza

recuentos de neutréfilos > 0,5 x10°/L, plaquetas > 20 x10%/L y Hb > 8 g/dl mantenidos en el dia
+28 postrasplante. Se considera FI secundario el del paciente que presenta pérdida de dos

lineas celulares previamente implantadas y funcionales.

Se define enfermedad injerto contra huésped (EICH) como la reaccion resultante del

reconocimiento como extrafios de antigenos del receptor por parte de los linfocitos T del
donante. Para que ocurra dicha situacion se deben cumplir las siguientes condiciones: el
implante debe contener células inmunocompetentes, el receptor debe tener aloantigenos que
difieran de los del donante o reconocer autoantigenos de forma inadecuada y el receptor debe
ser incapaz de producir respuesta inmune contra el injerto. De forma clasica se ha dividido la
EICH en aguda y crénica segun la clinica se presentara antes o después del dia + 100
postrasplante, respectivamente. En el presente estudio se sigue dicha clasificacién asi como la
gradacion de la EICHa de Glucksberg y la valoracion en de la EICHc limitada y extensa segun

el grupo de Seatlle.

En relacion con los indices de supervivencia:

- la supervivencia libre de recaida (SLR) fue definida como el tiempo que sobrevive el

paciente sin recaer.

- se define evento como la situacion de recaida o éxitus que puede presentar un paciente. La
supervivencia libre de eventos (SLE) fue definida como el tiempo que el paciente

permanecioé vivo sin recaida.

- la supervivencia global (SG) fue definida como el tiempo que el paciente permanece vivo

desde el TPH hasta el éxitus por cualquier causa.

4.11.2 Técnicas de estudio

Las definiciones de los grupos segun el estado EMR son como siguen:

Grupo con EMR-positiva: presencia 0.01% o mas células con inmunofenotipo aberrante
medidas mediante CFM respecto al total de linfocitos presentes en la médula Gsea

estudiada previamente al trasplante.

Grupo con EMR-negativa: presencia de menos de 0.01% de células con inmunofenotipo

aberrante respecto al total de linfocitos.
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Se define como guimerismo a la coexistencia en un mismo organismo de poblaciones celulares
originadas en dos individuos genéticamente distintos. En el contexto del trasplante de
progenitores hematopoyéticos alogénico se obtiene una situacion de quimerismo, dado que el
paciente trasplantado posee células de estirpe hemopoyética del donante. Segun la existencia

0 ausencia de células del paciente tras el TPH se distinguen dos situaciones:

- Quimerismo completo: situacion en la que todas las células hematopoyéticas proceden del

donante.

- Quimerismo mixto: coexistencia de células hematopoyéticas del donante y receptor.
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5. RESULTADOS

5.1 PACIENTES

En este estudio se incluyen 80 nifios afectos de LLA de alto riesgo que recibieron de forma

consecutiva un alo-TPH desde setiembre 2002 a setiembre 2012.

El primer trasplante incluido en el estudio se realizd el dia 12/09/2002 y el ultimo el dia
27/09/2012.

e Entre los afios 2002 y 2007 se incluyeron 34 pacientes

e Entre los afios 2008 a 2012 fueron 46 pacientes.

El seguimiento de los pacientes se realizé hasta el 31/12/2013, siendo como minimo 15 meses

post-trasplante. El grupo de estudio lo formaron: 41 varones (51,2%) y 39 mujeres (48,7%).

La media de edad al trasplante fue de 7,2 afios (6 meses - 19 afios). La mediana de edad al

trasplante fue de 6,5 afios. La edad es una variable que sigue una distribucién normal.

Distribucién de I%edad en el momento del trasplante
10 10

Distribucion por sexos

2 | 2 2
111 1
0 , ‘ [T1 ]
5

10
Edad (affos)

N vujer NN Varon

GraficoR.1 Distribucion por sexos Grafico R.2 Distribucion de la edad en el momento de trasplante
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5.2 CARACTERIZACION DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La mayoria de los pacientes presentaba una LLA de estirpe B, principalmente B comun (68%).

El grupo estaba formado por:

e 67 pacientes con LLA de precursores B (83%): B comun (55), pre-B (11) y pro-B (1).
e 13 pacientes con LLA de precursores T (16%): T (10), pre-T (2) y pro-T (1).

Fenotipo de la leucemia aguda

I B comun [ Pre-B
N Pre-T [ Pro-B
[ Pro-T I T

Grafico R.3 Fenotipo de la LLA

Se detectaron anomalias cromosémicas con implicacién prondstica en 24 pacientes:
translocacion BCR/ABL en 9 casos (11%), TEL/AML1 en 8 casos (10%) y la MLL/AF4 en 7
casos (8,75%).

JNo detectado

@ BCRABL

O TELAML
B MLLUAF4

Grafico R.4 Genes de fusion detectados en el grupo de pacientes
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5.3 CARACTERIZACION DEL TRASPLANTE ALOGENICO DE
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

El estado de remisidn previo al trasplante fue:

e en primera remision (1RC): 35 m
pacientes (43,8%) B

e en segunda remisiébn (2RC): 38
pacientes (47,5%)

e en tercera o posterior remision (> 2RC):
7 pacientes (8,8%)

Gréfico R.5 Porcentaje de pacientes segun estado de remision pre alo-TPH

Las indicaciones para recibir un alo-trasplante fueron:

Recaida medular precoz: 32 pacientes (40 %).

Mala respuesta inicial: 22 pacientes (27,5%)

Alto riesgo: 15 pacientes (18,75 %)
o EMR persistentemente positiva: 5
o MLL positivo: 5
o LLA-Philadelphia positivo: 4

o LLAdeestirpeT: 1

Tercera o posterior remision: 7 pacientes (8,8%).

Recaida medular y testicular: 4 pacientes (5%).
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Indicacion del trasplante

Recaida medular precoz 32
Mala respuesta inicial 22
Alto riesgo 15
Tercera remision o mas 7
Recaida medular testicular preco 4
I T T
0 1 20 30
Recuento

Grafico R.6 Porcentaje de pacientes segun su indicacién para alo-TPH

El donante fue un hermano HLA-idéntico (HI) en 18 casos (22,5%) y en 62 casos un donante

alternativo:
¢ Donante no emparentado: 56 (70%)
e Familiar no idéntico: 4 (5%)
e Familiar idéntico: 1

e Haploidéntico: 1

Tipo de donante

Donante no emparentado 56
Hermano idéntico 18
Familiar no idéntico 4
Haploidéntico | 1

Familiar idéntico J§ 1

o

20 40 60
Recuento

Grafico R.7 Porcentaje de pacientes segin su donante
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La fuente de progenitores fue:
e Médula 6sea: 32 casos (40 %)
e Corddn umbilical: 42 casos (52,5%)
e Sangre periférica: 6 casos (7,5%):
o familiar no idéntico: 3
o familiar idéntico: 1
o DNE:1

o Haploidéntico: 1

Fuente de progenitores

Grafico R.8 Numero de pacientes segin la

fuente recibida

I Védula 6sea I Sangre periférica
I Cordén umbilical

En relacién con el acondicionamiento, la mayoria de los pacientes, un total de 63 (78,75%)
recibieron regimenes con irradiacién corporal total de 12 Gy (6 fracciones de 2Gy, 2 sesiones
por dia, tres dias consecutivos) asociada a:

e Etopdsido (VP) (30mg/kg) y ciclofosfamida (Cy) (120 mg/kg): 61 casos (76,25%)
e VP (30mg/kg), Cy (120 mg/kg) y fludarabina (160 mg/kg): 1 caso

e Fludarabina (160 mg/kg): 1 caso
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En 17 pacientes (21,25 %) no se utilizé radioterapia en el acondicionamiento, que consistio en:

e Busulfan (BU) (16mg/kg) + tiotepa (10mg/kg) + fludarabina (160 mg/kg): 14 (17,5%):
en niflos menores de 3 afios y en acondicionamientos para trasplante de sangre de
cordon umbilical (SCU).

e Busulfan (16mg/kg), Cy (120 mg/kg) y VP (30mg/kg): 2 lactantes (menores de 1 afio).

e Busulfan (16mg/kg), melfalan (140 mg/m2) vy fludarabina (160 mg/kg): en un paciente

con miocardiopatia secundaria a quimioterapia previa.

Irradiacién corporal completa

I No N si

Grafico R.9 Porcentaje de pacientes que recibieron radioterapia como parte de su tratamiento de acondicionamiento

La profilaxis de la Enfermedad injerto contra huésped se administré segun el tipo de trasplante
y fuente utilizada. Los pacientes que recibieron un trasplante de donante no emparentado
recibieron como parte del acondicionamiento 7,5 mg/kg de globulina antitimocito (ATG) dividida
en 3 dosis, 1 dosis diaria. En el caso de que la fuente fuera médula ésea (MO) o sangre
periférica (SP) recibieron pauta corta de metotrexate (15 mg/m2/ dia +1, 10 mg/m2 los dias +3,
+6y +11).

En todos los casos se utilizé ciclosporina A (CyA) a dosis entre 2-4 mg/k/dia, realizandose
niveles plasmaticos trisemanales para obtener niveles entre 200-300 ng/ml. En SCU se

administré ademas metilprednisolona (1 mg/kg/dia) a partir del dia +14 postrasplante.
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5.4 RESULTADOS GLOBALES POSTRASPLANTE

5.4.1 Fallo de implante

Se presento6 un caso de fallo de implante primario en el grupo completo de 80 pacientes (1,2%).
Fue una paciente mujer de 11 afios de edad, con LLA B-comudn sin anomalias citogenéticas. Se
trasplant6 en segunda remisién por recaida medular precoz. El donante fue no emparentado de

sangre de cordén umbilical.

Se acondicioné con ICT, Cy y VP y recibié profilaxis de EICH con ciclosporina y corticoides,
segln protocolo de SCU. La paciente no presentd recuperacion hematologica en ningin
momento. Los estudios que se realizaron mostraron una médula 6sea sin presencia de LLA y
un quimerismo perteneciente al donante inicialmente en un 58%. Falleci6 en el dia + 82 en el

contexto de fallo multiorganico secundario a enfermedad por adenovirus.

5.4.2 Enfermedad injerto contra huésped aguda

La EICH aguda (EICHa) se presentd en 64 pacientes (80%) en diferentes grados de intensidad;
de los que la presentaron, la mayoria fue un grado | y 1l (56%) siendo menos frecuente grados
-1V (24%).

En el grupo de pacientes trasplantado de HI los grados de EICHa I-1l se presentaron en el 61%
de los casos y en DNE en el 58%; en el grupo de pacientes trasplantado de HI los grados de
EICHa IlI-IV se presentaron en el 16% de los casos y en DNE en el 23%. En el grupo de
pacientes trasplantado con MO los grados de EICHa I-1l se presentaron en el 68% de los casos
y en SCU en el 50%; en el grupo de pacientes trasplantado de MO los grados de EICHa llI-IV

se presentaron en el 15% y en SCU en el 28%.

Frecuencia % EICH aguda

NO 16 20

GRADO | 19 23,8

GRADO I 26 32,5

GRADO Il 15 18,8
. No I GRADO |
N GRADOII [N GRADO Iil

GRADO IV 4 5 I GRADO IV
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EICH

TIPO DE TPH SEGUN DONANTE

AGUDO
TOTAL
HI DNE FI Fnl HAPLO
NO 4 10 1 1 0 16
GRADO | 6 13 0 0 0 19
GRADO I 5 20 0 0 1 26
GRADO Il 1 11 0 3 0 15
GRADO IV 2 2 0 0 0 4
TOTAL 18 56 1 1 1 80
20 tipotph
[l HERMANO IDENTICO
[ NO EMPARENTADO
I FAMLLIAR IDENTICO
[l FAMILIAR NO IDENTICO
[JHAPLOIDENTICO
15
2
g 10
z
5
o
NO GRADO | GRADO Il GRADO il GRADO vV
EICH aguda
EICH FUENTE DE PROGENITORES TOTAL
AGUDO
MO SP scu
NO 5 2 9 16
GRADO | 9 1 9 19
GRADO I 13 1 12 26
GRADO Il 1 2 12 15
GRADO IV 4 0 0 4
TOTAL 32 6 42 80
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fuente
Emo
Osp
12,57 Oscu
10,0
o
S
g 757
3
4
5,01
2,57
0,0- T T T { T
NO GRADO | GRADO Il GRADOIl  GRADO M
EICH aguda

Tabla y graficos R.10 Frecuencia de pacientes que presentaron EICH aguda y su grado de intensidad. HI: hermano
HLA-idéntico; DNE: donante no emparentado; Fl: familiar idéntico; Fnl: familiar no idéntico; HAPLO: haploidéntico; MO:

médula ésea; SP: sangre periférica; SCU: sangre de cordén umbilical.

5.4.3 Enfermedad injerto contra huésped crdnica

En relacion con la EICH cronica (EICHc), no fue valorable en 13 pacientes, que fallecieron
antes de los 100 dias post-trasplante. De los 69 pacientes valorables: no presentaron EICH
cronica el 65% de los casos y si presentaron EICH cronica 22 pacientes: limitada en un 68% y

extensa en un 31%.

En el grupo de HI asi como en el de DNE la EICHc se presentd en el 26% de los pacientes
valorables. En el grupo de pacientes trasplantado con MO la EICHc se present6 en el 35% de

los pacientes valorables y en los trasplantados de SCU en el 28%.
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Frecuencia = %
EICH cronica
NA
13 16,3
NO 45 56,3
SI, LIMITADO CUTANEO 7 8,8
SI, LIMITADO GASTROINTESTINAL 6 7,5
I o I Limitada (pulm
SI, LIMITADO PULMONAR 2 25 N Limitada (a. digestivo) I Limitada (piel)
’ [N Extensa
EXTENSO 7 8,8
EICH TIPO DE TPH SEGUN DONANTE
CRONICO
HI DNE Fl Fnl HAPLO
TOTAL
NA 1 10 1 1 0 13
NO 12 31 0 2 0 45
Limitado cut 1 5 0 1 0 7
Limitado GI 2 4 0 0 0 6
Limitado pulmén 0 2 0 0 0 2
Extenso 2 4 0 0 1 7
TOTAL 18 56 1 1 1 80
401 tipotph
Il HERMANO IDENTICO
[ NO EMPARENTADO
I FAMILIAR IDENTICO
Il FAMLLIAR NO IDENTICO
[JHAPLOIDENTICO
30
o
2
3 207
P4
10
| ] ‘, .
na no s, limit cut s, limit Gl si; limit puim  extenso

EICH crénico
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EICH FUENTE DE PROGENITORES TOTAL
CRONICO
MO SP SCuU
NA 4 2 7 13
NO 18 2 25 45
Limitado cut 2 1 4 7
Limitado Gl 3 0 3 6
Limitado pulmén 2 0 0 2
Extenso 3 1 3 7
TOTAL 32 6 42 80
254 _ fuente
Ewmo
Osp
Oscu
20

plln LI

si, limit cut

o 157
2
=1
-4
107
5_AI_I_‘
0= T T
na no

si limit Gl si, limit pulm  extenso

EICH cronico

5.5 RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA

Tabla y grafico R.11 Frecuencia de
pacientes que presentaron EICH cronica y
segln su extension. Cut: cutaneo, Gl:

gastrointestinal.

En el grupo completo recayeron 18 pacientes que supone un 22,5% de los pacientes. La media
de dias desde el trasplante hasta la recaida fue de 270,7 (49-1087). La media de dias de la

recaida hasta el éxitus fue de 56,6 (8-133).

Frecuencia %
REMISION 62 77,5
RECAIDA 18 22,5

Tabla y grafico R.12 Porcentaje de recaida

en la poblacion a estudio
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En el grupo completo fallecieron 39 pacientes que supone un 48,8% de los pacientes. El 43,5

% de ellos fallecieron debido a recaida de la LLA.

Dexus
BEVNVOENRC

Frecuencia %
VIVO 41 51,25
EXITUS 39 48,75

Tabla y grafico R.13 Porcentaje de éxitus en la poblacion a estudio

La proporcion de pacientes que sobrevivieron libres de recaida (SLR) a los 3 afios

postrasplante fue del 72 % (IC95%: 58,7-81,6). La media de seguimiento fue de 2,7 afios.

Supervivencia hasta recaida

H —
Lo
[Tol
Lo
& i
o —
T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
1 3 5 7 9 11
Afos de seguimiento
N° a riesgo

80 46 36 26 19 18 15 10 5 4 3 0

IC95% — Funcion de supervivencia (K-M)

IC95%: intervalo de confianza del 95%

Grafico R.14 Kaplan-Meier de supervivencia libre de recaida (SLR) en el grupo completo
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La proporcién de pacientes que sobrevivieron libres de eventos (SLE) fue de 46 % (SE 0,05).

La mediana de supervivencia fue de 2 afos.

Supervivencia hasta recaida o exitus

-
n
2 i
Lo
& i
o -
T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
1 3 5) 7 9 11
Afos de seguimiento
N° a riesgo

80 46 36 26 19 18 15 10 5 4 3 0
1C95% Funciéon de supervivencia (K-M)

1C95%: intervalo de confianza del 95%

Gréfico R.15 Kaplan-Meier de supervivencia libre de eventos (SLE) en el grupo completo

La proporcion de pacientes que sobrevivieron (SG) a los 3 afios postrasplante fue del 51 %

(IC95%: 38,4-60,6) y la media de seguimiento de 2,8 afios.

Supervivencia hasta exitus

-
o
2 i
[Te]
& i
o 4
T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10 11
Afios de seguimiento
N° a riesgo

80 49 37 28 20 19 16 11 5 4 3 0

Funcion de supervivencia (K-M)

1C95%

1C95%: intervalo de confianza del 95%

Grafico R.16 Kaplan-Meier y media de supervivencia global (SG) en el grupo completo
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Las caracteristicas de los pacientes que recayeron y fallecieron se exponen

asi como un resumen descriptivo del grupo completo de pacientes.

en la Tabla R.17

RECAIDOS EXITUS POBLACION
N PACIENTES 18 39 80
FENOTIPO B/T 2% 1 27% 82% / 17% 83% / 16%
RC1/RC2/>2RC 33% /61% /5% 38% / 51% / 10% 43% | 47%
HI/DNE 33%/67% 18% / 82% 22,5% 1 77%
SCU/MO/SP 50% / 38% / 11% 51% / 33% / 15% 52% [ 40% / 7%
ICT + VP + Cy 61% 74% 78%
Egl\_/'saSILll?/z Wiy 44% | 44% | 11% 30% / 48% / 20% 20% / 56% / 23%
EICHc limitado / extenso 19% / 0% 15% / 15% 18% / 8%
EMR +/EMR - 55% / 44% 43% / 56% 31% / 68%

Tabla R.17 Resumen de los pacientes recaidos y fallecidos respecto al grupo completo

5.6 RESULTADOS DE SUBGRUPOS DE LLA

Dado que la LLA es una patologia heterogénea, a continuacion se describen los resultados por
subgrupos bien definidos dentro de la LLA como son los pacientes con LLA Philadelphia

positivo, los que presentan fusion MLL y las LLA de fenotipo T.

5.6.1 LLA Philadelphia positivo

En el subgrupo LLA Philadelphia positivo (LLA-Phi ) se incluyeron 9 pacientes con una mediana
de edad de 9 afios y una media de 8,3 afios (1-14 afios). Todos ellos presentaron fenotipo de
LLA-B comun. El 77,8% de los casos se trasplanté en RC1 (n=7) por mala respuesta inicial en
4 casos y por considerarse alto riesgo en 3 casos. Dos casos se trasplantaron en RC2 tras

recaida medular precoz.
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Todos los pacientes recibieron un trasplante de DNE: de MO en 4 casos y SCU en 5 casos.

Dos pacientes entraron a trasplante con EMR positiva siendo el estudio de BCR/ABL también
positivo. Todos los estudios postrasplante tanto de CFM como por biologia molecular fueron

negativos.

Uno de los 9 pacientes recayd, a los 305 dias postrasplante. Este paciente recibié tratamiento

con farmacos inhibidores de la tirosin quinasa y se encuentra vivo en RC a fin de estudio.

La SLR a los 3 afos fue del 87% y en el grupo no LLA Phi + del 68% (log Rank 1,1; p 0,27), sin

diferencias significativas.

—IINo Phi+
1 Phi+

0,87

Superivencia acumulada

o] Gréfico R.18 Kaplan-Meier de SLR de pacientes LLA-

Phi (azul) comparado con en el grupo completo

0,01

meses desde TPH hasta recaida

Dos pacientes fallecieron: uno por neumonitis por CMV y otro por insuficiencia hepética. La SG
a los 3 afios fue del 77% y en el grupo LLA no Phi + del 46% (log Rank 2,6; p 0,1), sin

diferencias significativas.

~No Phi +
I Phi+

Supervivencia acumulada

o Grafico R.19 Kaplan-Meier de SG de pacientes LLA-

Phi (azul) comparado con en el grupo completo

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

meses desde TPH hasta exitus
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5.6.2 LLA-MLL

En el subgrupo de MLL se incluyeron 7 pacientes con una mediana de edad de 1 afio (6

meses-14 afios): cuatro de los 7 pacientes eran menores de un afio al diagndéstico (57%).

El 71,4% de los casos se trasplantd en RC1 (n=5) por considerarse alto riesgo. Un caso se

trasplanté en tercera y otro en cuarta remision.

El donante fue HI en 2 casos (MO y SCU), un familiar idéntico en 1 caso (SP) y DNE en 4
(SCU).

Un paciente entr6 a trasplante con EMR positiva, recayendo 77 dias postrasplante y falleciendo

por este motivo.

Dos de los 7 pacientes recayeron, a los 77 y 259 dias postrasplante, falleciendo ambos: el

primero por progresion y el segundo por sepsis.

Cuatro de los 7 pacientes fallecieron: 1 por progresién y 3 por MRT (fallo multiorganico, sepsis

y heumopatia).
No se encontraron diferencias de supervivencia entre los dos grupos.

La SLR en el grupo MLL a los 3 afios fue del 60% y en el grupo no MLL del 71% (log Rank 0,6;
p 0,7). La SG en el grupo MLL fue del 42% y en el grupo no MLL del 51% (log Rank 0,9; p 0,6).

5.6.3 LLA de fenotipo T

En el subgrupo LLA de fenotipo T se incluyeron 13 pacientes con una mediana de edad de 9
afios y una media de 7,9 afios (2-14 afios). El 69% de los pacientes se trasplanté en RC1 (n=9)
por mala respuesta inicial en 7 casos y por considerarse alto riesgo en 2 pacientes; tres

pacientes se trasplantaron en RC2 por recaida medular precoz.

Un paciente se trasplantd en tercera remisién. El donante fue HI en 2 casos (MO y SCU), un
familiar idéntico en 1 caso (SP) y DNE en 10: 5 de MO y 5 con SCU.

Ocho pacientes entraron a trasplante con EMR positiva (61%), recayendo 3 de ellos. Uno de
los que recay6 se encontraba en tratamiento a fin de estudio y los otros dos fallecieron por
progresion; de los 5 pacientes restantes 3 estan vivos y en RC y los otros 2 fallecieron por

motivos infecciosos.

66



Cinco de los 13 pacientes recayeron, falleciendo 4 de ellos por progresién. Uno de ellos se
encuentra en tratamiento a fin de estudio. Siete de los 13 pacientes fallecieron: 4 por
progresién y 3 por infecciones (1 infeccién flngica invasiva, 1 enfermedad por adenovirus y 1

neumonitis por CMV).

No se encontraron diferencias de supervivencia entre los dos grupos. La SLR en el grupo de
LLA con fenotipo T a los 3 afios fue del 50% y en el grupo fenotipo B del 74% (log Rank 2,7; p
0,25). La SG en el grupo de LLA con fenotipo T a los 3 afios fue del 46% y en el grupo fenotipo
B del 51% (log Rank 0,3; p 0,58).

5.7ESTUDIO DE EMR PREVIA A TPH ALOGENICO

Todos los pacientes al diagndstico tuvieron por lo menos un “inmunofenotipo asociado a
leucemia” (til para el seguimiento. Las muestras de médula ésea para estudio fueron recogidas

20 dias de media antes de iniciar el procedimiento de trasplante.

Los pacientes no recibieron tratamiento quimioterapico entre la extraccion de la muestra de

médula 6sea y el inicio del procedimiento de trasplante.
En los estudios de microscopia todos los pacientes se encontraban en remisién morfol6gica.

Se obtuvieron valores de EMR comprendidos entre 0,003 y 3,3%: nueve pacientes tuvieron
niveles de EMR entre 0,01 y 0,1%, 9 pacientes entre 0,1 y menos de 1%, 7 pacientes tuvieron
mas de 1% y en un paciente se detectdé una EMR del 0,0003% y se incluy6 en el grupo de EMR

negativa.

De acuerdo con el resultado de citometria de flujo: grupo con EMR positiva: 25 (31,25%) y
grupo con EMR negativa: 55 (68,75%).

Enfermedad minima residual

I \egativa [ Positiva

Grafico R.20 Frecuencia de pacientes segun la presencia de EMR pre-TPH
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En los pacientes con marcadores moleculares conocidos (MLL y BCR/ABL) no hubo
discrepancia entre los resultados de EMR pre-TPH obtenido mediante CFM y deteccion de

genes de fusion mediante PCR.

5.7.1 Grupo EMR positiva

Se incluyeron 25 pacientes en el grupo de EMR positiva pre-TPH: fenotipo B n=17 (68%) y
fenotipo T n=8 (32%). En este grupo 2 pacientes presentaban translocacién BCR/ABL y 1

paciente MLL.

La indicacion de trasplante fue: recaida medular precoz (40%), mala respuesta inicial (32%),
alto riesgo (12%) y tercera 0 mayor remision (12%). Se trasplantaron en 1RC el 44%, en 2RC

44% y en 3 0 mayor un 12%.

El 72% de los pacientes recibié un TPH de DNE y el 24% de hermano HLA-idéntico. En 1 caso
fue de familiar no idéntico. Se utiliz6 como fuente: SCU en el 52% de los casos, médula 6sea
en el 44% y un 4% de sangre periférica. El acondicionamiento consistio en el 72% de los casos

VP, Cy e irradiacién corporal total.

Los resultados del procedimiento fueron:

e EICH aguda: 2 pacientes presentaron EICH aguda grado | (8%), 10 pacientes grado Il
(40%), 4 pacientes grado Il (16%) y 1 paciente grado 1V (4%).

e EICH crénica 4 pacientes limitada (16%) y 4 pacientes extensa (16 %).

Diez de los 25 pacientes de este grupo recayeron (40%), lo que supone el 55% de las recaidas
(10 de 18 recaidas en el grupo global). La mediana de tiempo desde el TPH a la recaida fue de
139 dias, alrededor de 4 meses. Se produjeron los dias: + 48, + 77, + 114, +127, + 128, + 150,
156, + 169, +250 y +1095.
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La proporcion de pacientes que sobrevivieron libres de recaida (SLR) a los 3 afios
postrasplante fue del 50% (IC95%: 26,2-70,7) siendo la media de seguimiento de 1,6 afios (19

meses).

Supervivencia hasta recaida
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Grafico R.21 Media, mediana y Kaplan-Meier de SLR en el grupo EMR-positiva

La proporcion de pacientes que sobrevivieron libres de eventos (SLE) fue del 24% a los 3 afios

(SE 0,09).

Supervivencia hasta recaida o exitus
EMR positiva

1

75

Probahilidad de supervivencia
.25 ]

]
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M®ariesgo
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IC85% ——— Funcidn de supemvivencia (K-M)

EMR: enfermedad minima residual
IC85%: intervalo de confianza del 85%

Gréfico R.22 Media, mediana y Kaplan-Meier de SLE en el grupo EMR-positiva
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Todos los pacientes que recayeron, fallecieron por progresibn menos uno que se encuentra al

fin de este estudio recibiendo un nuevo tratamiento de induccién.
v' Paciente n°® 29: dia + 48: éxitus en 4 meses por progresion
v' Paciente n° 12: dia + 77: éxitus en 4 meses por progresion
v' Paciente n°® 31: dia + 114: éxitus en 1 mes por progresion

v' Paciente n° 8: dia + 127: éxitus en 2 meses por progresion
v' Paciente n° 71: dia + 128: éxitus en 1 mes por progresion

v" Paciente n° 66: dia + 150: éxitus en 1 mes por progresion

v' Paciente n° 46: dia + 156: éxitus en 2 meses por progresion
v' Paciente n° 45: dia + 169: éxitus en 1 mes por progresion

v' Paciente n° 16: dia + 250: éxitus en 1 semana por progresion
v' Paciente n° 58: dia + 1095: vivo en tratamiento

La mediana de tiempo de la recaida al éxitus fue de un mes; durante este periodo recibieron
cuidados paliativos. Diez y siete de los 25 pacientes de este grupo fallecieron (68%). La media

de tiempo desde el trasplante hasta el éxitus fue de 19 meses (1-81).
Los motivos de éxitus fueron:
e Progresion (9): 52%

B PROGRESION LA
[ INFECCION

¢ Infecciones (5): 29%
O ToXICIDAD
o Neumonitis CMV (2)

o Adenovirus (1)

o Infeccion fangica invasiva (2)

¢ Enfermedad injerto contra huésped (2)

e Toxicidad hepatica (1)

Gréfico R.23 Causas de éxitus en el grupo EMR-positivo
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La proporcién de pacientes que sobrevivieron (SG) a los 3 afios postrasplante fue del 30%
(1C95%:14,4-49,6) y la media de seguimiento de 1,7 afios (19 meses).

Supervivencia hasta exitus
EMR positiva
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Probabilidad de supervivencia
25
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EMR: enfermedad minima residual
IC25%: intervalo de confianza del 95%

Funcidn de supemnivencia (K-M)

Gréfico R. 24 Media y mediana de SG en el grupo EMR-positiva

A fin de estudio, 8 de los 25 pacientes permanecen Vvivos:

v" Un paciente (n° 58) present6 a los 3 meses postrasplante una EMR 0,9% y posteriormente
controles negativos. Recay6 34 meses postrasplante y se encontraba vivo recibiendo

tratamiento al fin de estudio.
Se encontraban en remisién morfolégica:

v' Paciente n° 17: 81 meses postrasplante con EMR persistentemente positiva (0.03%) y
EICH extensa. EMR negativa desde 2011

v' Paciente n° 21: 79 meses postrasplante con EMR negativa sin EICHc

v' Paciente n°® 44: 55 meses postrasplante con EMR negativa sin EICHc

v/ Paciente n° 51: 42 meses postrasplante con EMR negativa con EICHc intestinal limitado
v' Paciente n° 62: 28 meses postrasplante con EMR negativa con EICHc cutaneo limitado
v/ Paciente n° 67: 21 meses postrasplante con EMR negativa con EICHc extenso

v' Paciente n° 68: 20 meses postrasplante con EMR negativa con EICHc pulmonar limitado
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5.7.2 Grupo EMR negativa

Se incluyeron 55 pacientes en el grupo de EMR negativa pre-TPH: fenotipo B [n=50 (91%)] y
fenotipo T [n=5 (9%)]. En este grupo 7 pacientes presentaban translocacién BCR/ABL y 6
pacientes MLL. La indicacion de trasplante fue: recaida medular precoz (40%), mala respuesta
inicial (25,5%), alto riesgo (21,8%) y tercera o posterior remision (7,3%). Se trasplantaron en
1RC el 43,6%, en 2RC 49% y en 3 o posterior un 7,2%. El 69% de los pacientes recibié un TPH
de DNE y el 21,8% de hermano HLA-idéntico. En 3 casos fue de familiar no idéntico, 1 caso de
familiar idéntico y 1 haploidéntico. Se utilizé como fuente SCU en el 52,7% de los casos,
médula 6sea en el 38,2% y sangre periférica en un 9% de los casos. El acondicionamiento fue
en el 78% de los casos VP, Cy e irradiacion corporal total. En total se utilizé radioterapia en el

81,8 % de los trasplantes. Los resultados del procedimiento fueron:

e Se presento fallo de implante en un paciente con LLA-B comuUn en RC2 por recaida
medular precoz que recibié un acondicionamiento mieloablativo con ICT y un alo-TPH
de DNE de SCU.

e EICH aguda: 17 pacientes presentaron EICH aguda grado | (30,9%), 16 pacientes
grado Il (29%), 11 pacientes grado Il (20%) y 3 paciente grado IV (5,5%).

e EICH crénica 11 pacientes limitada (20%) y 3 pacientes extensa (5,5%).

En este grupo recayeron 8 pacientes (14,5%) los dias + 87, +90, + 219, + 259, + 305, +310,
+510 y +760. La media de tiempo desde el TPH a la recaida fue de 317 dias y la mediana 282
(87-760).La proporcion de pacientes que sobrevivieron libres de recaida (SLR) a los 3 afios

postrasplante fue del 80% ((1C95%:65,8-90,4) siendo la media de seguimiento de 3,2 afos.

Supervivencia hasta recaida
EMR negativa

/

75

-]

25

0

Probahilidad de supervivencia

0 1 2 3 4 5 i 7 8 g 110 11
Afnos de seguimiento

M® ariesgo
55 36 27 22 16 16 13 89 5 4 i 0
1C55%

EMR: enfermedad minima residual
1C25%: intervalo de confianza del 95%

Funcidn de supemvivencia (K-M)

Gréfico R.25 Media y Kaplan-Meier de SLR en el grupo EMR-negativa
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Los 8 pacientes que recayeron, evolucionaron de la siguiente manera:

e 4 éxitus por progresion
o Paciente n°80: dia + 87: éxitus en 1 mes
o Paciente n°41: dia + 90: éxitus en 1 mes
o Paciente n°76: dia + 310: éxitus en 4 meses
o Paciente n°30: dia + 510: éxitus en 1 mes
e 2 recibieron nueva quimioterapia y fueron éxitus por infeccion:
o Paciente n°48: dia + 259: en tratamiento de recaida presento sepsis, falleciendo e
mes después.
o Paciente n°25: dia + 760: en tratamiento de recaida presentd una infeccion fungica
invasiva, falleciendo 2 meses después.
e 2 pacientes se encuentran en remision
o Paciente n°72: dia + 219: entr6 en RC y se ha realizado un segundo TPH. Se
encuentra vivo 16 meses postrasplante.
o Paciente n°14: dia +305: este paciente tenia una LLA de precursores B Phi + y fue
tratado con corticoides e imatinib, encontrdndose vivo y en remisién 84 meses tras

la recaida.
La proporcion de pacientes que sobrevivieron libres de eventos (SLE) fue del 55% a los 3 afios

(SE 0,06).

Supervivencia hasta recaida o exitus
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Gréfico R.26 Media y Kaplan-Meier de SLE en el grupo EMR-negativa
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Fallecieron 22 pacientes de 55 (40%). La media de tiempo desde el trasplante hasta el éxitus
fue de 38 meses (1-109).

Los motivos de éxitus fueron:

e Infecciones (12): 54%
o Virus (8): adenovirus (4), VRS (1), CMV (2) y VEB (1)
o Infeccion flngica invasiva (3)
o Sepsis (1)

e Progresion (4): 18%

e EICH (3):13%

e Toxicidad (3): Purpura trombdtica (2) y fallo multiorganico (1)

M PROGRESION LA
[ INFECCION
OecH
CJTOXICIDAD

Gréfico R.27 Causas de éxitus en el grupo EMR-negativa
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La proporcién de pacientes que sobrevivieron (SG) a los 3 afios postrasplante fue del 59%
(IC95%: 44,2-70,6) y la media de seguimiento de 3,3 afios. Se mantiene vivos en remisién

completa al final del estudio 33 pacientes (60%).

Supervivencia hasta exitus
EMR negativa
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Anos de seguimiento
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55 39 28 23 17 17 14 10 ] 4 3 ]
IC85% ——— Funcidn de supemnvivencia (K-M)

EMR: enfermedad minima residual
IC25%: intervalo de confianza del 95%

Gréfico R.28 Media de supervivencia y Kaplan-Meier de SG) en el grupo EMR-negativa

5.7.3 Resultados comparativos segun estado EMR

La supervivencia libre de recaida (SLR) a los 3 afios en el grupo de EMR negativa fue del 80%
comparada con el 50 % del grupo de EMR positiva (Log Rank 9,5; p 0,002).

Media Mediana

95% Intervalo 95% Intervalo

Confianza Confianza

EMR Estimado|Error St.|Limite inf.|Limite inf.|Estimado|Error St.|Limite inf.|Limite inf.

NEGATIVA 90,6/ 5,943| 78,952| 102,248

POSITIVA | 42,231| 8,797 24,989| 59,473 34| 29,934 0 92,67

Total ,80,484| 5,803| 69,111 91,857
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Supervivencia hasta recaida
Segun categorias de EMR

o
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~ _
o
o
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Lo
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o
o
S 4
o T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
AfRos de seguimiento
N° a riesgo

EMR negativa 55 36 27 22 16 16 13 9 5 4 S 0
EMR positiva 25 10 9 4 3 2 2 1 0 0 0 0

EMR negativa —— EMR positiva

EMR: enfermedad minima residual

Tablas y grafico R. 29 Media y mediana y Kaplan-Meier de SLR comparado segun EMR pre-TPH

La supervivencia (SG) a los 3 afios en el grupo de EMR negativa fue del 59% comparada con
el 30 % del grupo de EMR positiva (Log Rank 6,5; p 0,01).

Media Mediana

95% Intervalo 95% Intervalo

Confianza Confianza

EMR Estimado|Error St.|Limite inf.|Limite inf.|Estimado|Error St.|Limite inf.|Limite inf.

NEGATIVA| 67,916| 6,782| 54,623 81,209

POSITIVA | 30,063| 6,989| 16,364 43,762 7,000| 1,249 4,552 9,448

Total 58,888 5,743| 47,632 70,144
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Supervivencia hasta exitus
Segun categorias de EMR

o
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-
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o
o
0 4
o
Lo
N -
o
o p 0,01
(D_ -
o T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
1 3 5 7 9 11
AfRos de seguimiento
N° a riesgo

EMR negativa 55 39 28 23 17 17 14 10 5 4 3 0
EMR positiva 25 10 9 5 3 2 2 1 0 0 0 0

EMR negativa EMR positiva

EMR: enfermedad minima residual

Tabla y grafico R. 30 Media y mediana y Kaplan-Meier de SG comparado segin EMR pre-TPH

En este estudio con 80 pacientes, estos son los resultados:

En el grupo de EMR positiva las recaidas fueron mas frecuentes y mas precoces: la media

de tiempo de TPH a recaida fue de 19 meses vs 38 meses en el grupo con EMR negativa.
e LaSLR fue del 50% en el grupo EMR positiva y del 80% en el EMR negativa.

e En el grupo de EMR positiva, los pacientes que recayeron fallecieron en su mayoria (9/10);
en cambio, en el grupo con EMR negativa, sélo fallecieron la mitad (4/8).

e Los motivos de éxitus también fueron diferentes, siendo la progresién de la enfermedad la
causa mas frecuente en el grupo EMR positiva 9/17 (52%) respecto a EMR negativa 4/22
(18%). En el grupo de EMR positiva pre-TPH la media de tiempo de TPH al éxitus fue de
19 meses vs 37 meses en el grupo EMR negativa.

e La SG fue del 30% en el grupo EMR positiva y del 59% en el EMR negativa.

En la tabla R.31 se detalla el estudio descriptivo de los grupos segun su estado de EMR previo

al trasplante.
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EMR EMR POBLACION
POSITIVA NEGATIVA N= 80
N= 25 N= 55
FENOTIPO B/T 68% / 32% 91% / 9% 83% / 16%

RC1/RC2/>2RC 44% | 44% [ 12% 43%/49% / 43% [ 47%
7,2%
HI/DNE 24% [ 72% 21% / 69% 22,5% 1 77%
SCU/MO/SP 52% / 44% | 4% 52% / 38% / 9% 52% / 40% / 7%
ICT + VP + Cy 72% 78% 78%
EICH aguda NO vs /Il vs IlIl/IV 32%/ 48% [ 20% 14% / 61% / 25% 20% / 56% /
23%

EICHc limitado / extenso

16% / 16%

20% / 5%

18% / 8%

RECAIDA

10/25 (40%)

8/55 (14,5%)

18/80 (22,5%)

SLR (3 afios)

50%

80%

2%

SLE (3 afos)

24%

55%

46%

EXITUS Mediana de tiempo de TPH a éxitus

(meses)

17/25 (68%)
19

22/55 (40%)
38

39/80 (48,8%)
34,6

SG (3 afios)

Tabla R.31 Resumen comparativo de los grupos seguin EMR y grupo completo

30%

59%

51%

5.8. ANALISIS BIVARIADO DE ASOCIACION DE VARIABLES CON

RECAIDA Y MORTALIDAD

5.8.1 Factores de riesgo relacionados con recaida

Se encontro relacién entre la presencia de EMR pretrasplante y riesgo de recaida. (Risk ratio
5.4 (1C 95% 1,9 a 15,7), p 0,0003). La prueba de log rank de diferencia entre las funciones de

supervivencia fue estadisticamente significativa (Long-rank test 6,6; p 0,01).
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Se presentdé mayor tasa de recaida en pacientes con EMR positiva pretrasplante respecto a los

pacientes con EMR negativa, siendo este dato estadisticamente significativo.

Los pacientes con EMR positiva pre-trasplante presentaron 5,5 veces mayor riesgo de

recaer que los que presentaron EMR negativa.

EMR REMISION RECAIDA TOTAL
NEGATIVA a7 8 55
POSITIVA 15 10 25
TOTAL 62 18 80
EMR EVENTO OBSERVADO EVENTO ESPERADO
NEGATIVA 22 28,98
POSITIVA 17 10,02

TOTAL

39

Tablas R. 32 Analisis bivariado del estado de EMR pre-TPH y recaida

39

Se encontro relacion estadistica entre el uso de radioterapia durante el acondicionamiento y el
riesgo de recaida (Risk ratio 0,23 ( IC 95% 0,08 a 0,72), p 0,003). La prueba de log rank de

diferencia entre las funciones de supervivencia fue estadisticamente significativa (Long-rank

3,96; p 0,04).

Los pacientes que recibieron ICT como parte del acondicionamiento presentaron un 76%

menos de riesgo de recaida que los no irradiados.

ICT REMISION RECAIDA TOTAL

NO 10 7 17

Sl 52 11 63
TOTAL 62 18 80

ICT

EVENTO OBSERVADO

EVENTO ESPERADO

NO

7

3,6

Sl

11

14,38

TOTAL

18
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Supervivencia hasta recaida
Segun categorias de ICT

o
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o
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N 4
o
P<0,01
o
(=) 4
o T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5| 6 7 8 9 10 11
Afos de seguimiento
N° a riesgo

No 17 8 5 2 2 1 1 0 0 0 0 0
Si 63 38 31 24 17 17 14 10 5

No Si

ICT: irradiacion corporal completa

Tablas y grafico R. 33 Andlisis bivariado y K-M de SLR segun el del uso de radioterapia

Se encontré relacion estadistica entre la presencia de EICH aguda y el riesgo de recaida. (Risk
ratio 0,17 ( IC 95% 0,06 a 0,50), p 0,0004). La prueba de log rank de diferencia entre las

funciones de supervivencia fue estadisticamente significativa (Long-rank 17,7; p 0,00).

Los pacientes que presentaron EICH aguda presentaron un 82% menos de riesgo de

recaida que los que no la presentaron.

EICH AGUDA REMISION RECAIDA TOTAL
NO 8 8 16
SI 54 10 64
TOTAL 62 18 80
EICH AGUDA EVENTO OBSERVADO EVENTO ESPERADO
NO 8 2,19
Sl 10 15,81
TOTAL 18 18
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Supervivencia hasta recaida segun EICH aguda

1.00

0.75
L

0.50
I

0.25
L

P<0,01

0.00
L

T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ARos de seguimiento

N° a riesgo
No EICH aguda 16 4 4 3 3 3 3 2 0 0 0 0
EICHaguda 64 42 32 23 16 15 12 8 5 4 3 0

No EICH aguda EICH aguda

EICH: enfermedad del injerto contra huésped

Tablas y grafico R. 34 Analisis bivariado y K-M de SLR segun la presencia de EICH aguda

Si dividimos los pacientes segun el grado EICH aguda observamos los siguientes resultados:

e Los del grupo I-Il presentaron un 82% menor riesgo de recaida que los que no presentaron
EICH aguda (p 0,001).

e Los del grupo llI-IV presentaron un 88% menor riesgo de recaida que los que no la

presentaron (p 0,008).

La SLR a los 3 afios postrasplante en los que no presentaron EICHa fue del 36%, en los de
grado I-11 del 79% vy llI-IV del 81%.

No se encontraron diferencias estadisticas entre la recaida y otros factores estudiados: sexo,
fenotipo de la LLA, indicacidon del trasplante, estado de remisién pre-TPH ni tipo de donante asi

como la presencia de EICH crénica.

5.8.2. Factores de riesgo relacionados con mortalidad

Se encontraron relaciones estadisticamente significativas con las siguientes variables:

EMR pre-trasplante: los pacientes que presentaron EMR positiva pre-trasplante

presentaron 3,4 veces mayor riesgo de fallecer que los que presentaron EMR negativa.
(Risk ratio 3,37 (IC 95% 1,6 a 6,6), p 0,0002).
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La prueba de log rank de diferencia entre las funciones de supervivencia es estadisticamente

significativa (Long-rank 6,6; p 0,01).

EMR

VIVO

EXITUS

TOTAL

NEGATIVA

33

22

55

POSITIVA

17

25

TOTAL

EMR

a1

39

EVENTO OBSERVADO

80

EVENTO ESPERADO

NEGATIVA

22

28,98

POSITIVA

17

10,02

TOTAL

39

39

Tablas R. 35 Analisis bivariado del estado de EMR pre-TPH y supervivencia

La edad del paciente al trasplante: cada afio mas de edad al trasplante aumenta un 16% el
riesgo de muerte ( HR 1,15 CI 95% 1-1,24 ; p 0).

EICH aguda: Los pacientes que presentaron EICH aguda tuvieron un 67 % menos de riesgo de
fallecer que los que no la presentaron. (Risk ratio 0,32 ( IC 95% 0,16 a 0,70), p 0,0016). La
prueba de log rank de diferencia entre las funciones de supervivencia fue estadisticamente
significativa (Long-rank 8,9; p 0,002). Si dividimos los pacientes segun el grado EICH aguda
observamos los siguientes resultados

o Los del grupo I-ll presentaron un 64% menor riesgo de éxitus que los que no

presentaron EICH aguda (p 0,001).

o Los del grupo Ill-IV presentaron un 60% menor riesgo de éxitus que los que no

presentaron EICH aguda (p 0,001)

La SG a los 3 afios postrasplante en los que no presentaron EICHa fue del 23 %, en los de
grado I-11 del 56 % y llI-IV del 57 %.

EICH AGUDA

VIVO

EXITUS

TOTAL

NO

12

16

SI

37

27

64

TOTAL

41

39

82
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EICH AGUDA EVENTO OBSERVADO EVENTO ESPERADO

NO 12 5,62
Sl 27 33,48
TOTAL 39 39

Supervivencia hasta exitus segun EICH aguda

[TETERTTRE T} L IR ! L

0.00 0.25 050 0.75 1.00
1

o
[N)
I
o
o0 4
=)

Afos de seguimiento
N° a riesgo
No EICH aguda 16 5 4 3 3 3 3 2 0 0 0 0
EICH aguda 64 44 33 25 17 16 13 9 5 4 3 0

No EICH aguda — EICH aguda

EICH: enfermedad del injerto contra huésped

Tablas y grafico R. 36 Andlisis bivariado y K-M de SG segun de la presencia de EICH

No se encontraron diferencias estadisticas entre la mortalidad y los siguientes factores
estudiados: sexo, fenotipo de la LLA, indicacion del trasplante, estado de remisién pre-TPH ni

tipo de donante, la administracion de ICT ni con la presencia de EICH crénica.
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FACTORES

Sexo

varén vs mujer

Edad

Fenotipo B vs T

Indicacion

1RC vs 22RC

Donante:

alternativo vs hermano idéntico

ICT

Sivs No

EICH aguda

Sivs No

EICH cronica

Sivs No

EMR (%) pre alo TPH

Negativa (<0,01) vs positiva ( 2 0,01)

RISK RATIO (Cl) de recaida RR (Cl) de éxitus

(P)

1,26 (0,4-3,6)
(0,3)

HR 1 (0,93-1,19)

0,37 (0,04)

2,4 (0,83-7,82)
(0,03)

0,9 (0,32-3,06)

(0.4)

0,23 (0,084-0,72)
(0,003)

0,17 (0,06-0,5)
(0,0004)

0,75 (0,35)

5,39 (1,92-15,72)

(0,0003)

()

1,1(0,3)

HR 1,15

0,64(0,14)

1,5 (0,07)

1,75 (0,07)

0,52 (0,05)

0,32 (0,001)

1,39 (0,21)

3,37 (0,0002)

Tabla R. 37 Andlisis bivariado de factores de riesgo de recaida y exitus postrasplante. HR: hazard ratio.
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5.9 ANALISIS BIVARIADO DE VARIABLES ESTRATIFICADO POR ESTADO
DE EMR PRE-TPH

5.9.1 Factores de riesgo relacionados con recaida y estratificados por estado de EMR
pre-TPH

Cuando se estratifica por EMR, en el grupo de EMR negativa los pacientes que reciben
irradiacion recaen un 83% menos que los que no la reciben; en el grupo de EMR positiva los

pacientes que reciben irradiacion recaen un 38% menos que los que no la reciben (p =0,17).

ICT

EMR NEGATIVA

REMISION

EMR NEGATIVA

RECAIDA

EMR POSITIVA

REMISION

EMR POSITIVA

RECAIDA

NO

7

3

3

4

SI

40

5

12

6

TOTAL

ICT, EMR

47

8

15

10

EVENTOS OBSERVADOS

EVENTOS ESPERADOS

No, Negativa

2,24

No, Positiva

1,39

Si, Negativa

11,42

Si, Positiva

2,96

TOTAL

18

18
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Tablas y grafico R. 38 Andlisis bivariado de uso de radioterapia estratificado por estado de EMR y la recaida
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Se encontré relacion entre la presencia de EICH aguda y el riesgo de recaida cuando se
estratifica por EMR. Cuando se estratifica por EMR, en el grupo de EMR negativa los pacientes
que presentan EICH aguda recaen un 53% menos que los que no la presentan; en el grupo de
EMR positiva los pacientes que presentan EICH aguda recaen un 97% menos que los que no
la presentan (p =0,01).

EICH AGUDA EMR NEGATIVA EMR NEGATIVA EMR POSITIVA EMR POSITIVA
REMISION RECAIDA REMISION RECAIDA
NO 6 2 2 6
S| 41 6 13 4
TOTAL 47 8 15 10
EICH AGUDA, EMR EVENTOS OBSERVADOS EVENTOS ESPERADOS
No, Negativa 2 1,65
No, Positiva 6 0,5
Si, Negativa 6 12,01
Si, Positiva 4 3,8
TOTAL 18 18

Supervivencia hasta recaida
Segun EICH aguda y EMR
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P~NON
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ohoOO
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No EICHA, EMR(+)
EICHA, EMR(+)

EICHA: enfermedad del injerto contra huésped aguda
EMR: enfermedad minima residual

Tablas y grafico R. 39 Andlisis bivariado de presencia de EICH aguda estratificada por estado de EMR y la recaida
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Los pacientes con EMR negativa y que presentaron EICH aguda fueron los que presentaron
mayor SLR. En el grupo de pacientes con EMR positiva los que presentaron EICH aguda

fueron los que mas se beneficiaron siendo la SLR de los que no la presentaron del 0%.

En el grupo de EMR negativa los pacientes que presentaron EICH crénica recaen un 35%
menos que los que no la presentaron; en el grupo de EMR positiva los pacientes que

presentaron EICH crénica recaen un 68% menos que los que no la presentaron. (p =0,6)

Supervivencia hasta recaida
Segun EICH cronica y EMR

T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
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T T T T
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No EICHC, EMR(-)
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No EICHC, EMR(+)
EICHC, EMR(+)
No aplicable, EMR(+)

EICHC: enfermedad del injerto contra huésped crénica
EMR: enfermedad minima residual

Tablas y gréfico R. 40 Andlisis bivariado de presencia de EICH crénica estratificada por estado de EMR y la recaida

5.9.2 Factores de riesgo relacionados con mortalidad y estratificados por estado de EMR
pre-TPH

Se encontré relacion estadisticamente significativa con la presencia de EICH aguda y la
supervivencia. Cuando se estratifica por EMR, en el grupo de EMR negativa los pacientes que

presentan EICH aguda fallecen un 29% menos que los que no la presentan.

En el grupo de EMR positiva los pacientes que presentan EICH aguda fallecen un 91% menos

que los que no la presentan (p =0,005).

EICH AGUDA

EMR NEGATIVA

VIVO

EMR NEGATIVA

EXITUS

EMR POSITIVA

VIVO

EMR POSITIVA

EXITUS

NO

4

4

8

Sl

29

18

9

TOTAL

33

22
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EICH AGUDA, EMR EVENTOS OBSERVADOS EVENTOS ESPERADOS
No, Negativa 4 3,6
No, Positiva 8 1,9
Si, Negativa 18 25,36
Si, Positiva 9 8,12
TOTAL 39 39

Supervivencia hasta exitus
Segun EICH aguda y EMR
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EICHA: enfermedad del injerto contra huésped aguda
EMR: enfermedad minima residual

Tablas y grafico R. 41 Andlisis bivariado de EICH aguda estratificada por estado de EMR y la mortalidad

En el grupo de EMR negativa los pacientes que presentaron EICH crénica fallecen dos veces
mas que los que no la presentaron; en el grupo de EMR positiva los pacientes que presentaron

EICH cronica fallecen 65% menos que los que no la presentaron (p =0,03).
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5.10 ESTUDIOS DE SEGUIMIENTO POSTRASPLANTE

5.10.1 Estudios de EMR por citometria de flujo

Se encontraron datos de valoracion antes del dia +100 postrasplante en 67 pacientes, es decir,

83% de los casos: 60 de ellos fueron negativos. En los 7 pacientes con EMR positiva post-TPH

los resultados fueron:

e Los pacientes que presentaron EMR positiva en los primeros 100 dias:

v
v

Paciente n° 31: la EMR fue del 8% y recay6 en el dia + 114

Paciente n° 71: la EMR fue del 0.01%

Paciente n° 58: presenté una EMR de 0,9% aunque posteriormente se negativiz
tras retirar el tratamiento con ciclosporina. Este paciente presentd una recaida

tardia 3 afios postrasplante.

e Los pacientes que presentaron EMR positiva 3 meses y 6 meses postrasplante:

v

v

Paciente n° 71: presentd nuevas determinaciones de EMR positiva (0,07 y 0,2%)
recayendo en el dia + 128.

Paciente n° 16: la EMR fue del 0,68% y se mantuvo positiva con una nueva
determinacion de 0.22%. Este paciente recayé en el dia +250, 8 meses
postrasplante.

Paciente n° 30: la EMR fue del 0,016% y posteriormente se negativiz6. Este
paciente recay6 en el dia + 510, 17 meses postrasplante.

Paciente n® 17: la EMR fue del 0,03% presenté una nueva determinacion de EMR
positiva (0.035%). Esta paciente se mantenia viva y en remisibn 62 meses

postrasplante siendo los Ultimos controles negativos.

No se detectd en ningun paciente EMR positiva mas all4 de los 6 meses postrasplante. Los

pacientes que recayeron mas de 6 meses postrasplante presentaron infiltracién en mas de un

20% de la médula 6sea por células blasticas iguales al diagnéstico, cumpliendo criterios de

recaida.

Este estudio presenta limitaciones en el nimero de pacientes para valorar los resultados

aungue se observa que:

- los pacientes que presentan de forma precoz EMR positiva (primeros 6 meses) poseen

mayor riesgo de recaer (83% vs 17%).

- el estudio de EMR no parece dar informacidon pronéstica a partir de los 6 meses

postrasplante.
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la cantidad y forma de presentacion de EMR detectada durante los primeros 6 meses se
relaciona con el tiempo hasta la recaida:
o la deteccién de EMR positiva a niveles altos (> 0,1%) es un parametro de recaida
inminente
o EMR positiva en ascenso/persistente es un parametro de recaida precoz
o la detecciébn de EMR positiva aislada puede indicar un riesgo aumentado de

recaida tardia....

el Unico paciente con EMR positiva que se encuentra vivo sin recaida presenté bajos

niveles de EMR y EICH cronica extensa.
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CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL EICH

1 2 3 4
PACIENTE AGUDO/CRONICO EVOLUCION

EMR % EMR % EMR % EMR %

Dia + 100 >+ 3 meses + 6 meses >+ 6 meses

31 8 RECAIDA 11/ NA EXITUS
dia + 114
71 0,01 0,07;0,2 0/0 EXITUS
RECAIDA
dia + 128
RECAIDA
TARDIA
58 0.9 - - - 1/
3 afios

limitado cutaneo
TRATAMIENTO

16 - 0.68 0.22 RECAIDA /0 EXITUS
dia + 250

30 - 0.016 - RECAIDA /0 EXITUS
dia + 510

17 - 0.03 0.035 - 1l / extenso VIVO EN RC

Tabla R. 42 Resumen evolucién seguimiento de los pacientes con EMR positivo postrasplante mediante citometria de
flujo. NA=no aplica. Paciente con numeracién en azul: estudio EMR pre-TPH negativo; paciente con numeracion en
rojo: estudio EMR pre-TPH positivo.
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5.10.2 Quimerismo postrasplante

En el presente estudio analizamos los resultados a partir del 2008 y hasta el 2012, periodo en

el que se estudiaron 40 de los 46 pacientes trasplantados (87%).

La media de dias desde el trasplante hasta el primer estudio de quimerismo fue de 86 (19-
1658). El 87% de los estudios demostraron un quimerismo completo, es decir, 100% de células
del donante. El grupo de pacientes estudiados mediante quimerismo postrasplante presentaron

12 recaidas: todos ellos tenian quimerismo completo en el momento del diagnéstico.

En este trabajo no se observo que los estudios de quimerismo postrasplante ofrecieran datos

con valor clinico en relacion a la recaida.

Ninguno de los 5 pacientes que presentaron quimerismo mixto presentd una recaida: 1
presenté un fallo de implante y fallecié por infeccién, 1 fallecié por infeccion en RC y 3 se

encontraban vivos y en remision a fin de estudio, como se explica a continuacion.

v' Paciente n° 47 con quimerismo del 33% del donante: se retir6 inmunosupresion y el control
de quimerismo posterior pasé a un 55% del donante en 1 mes. No se realizaron mas
estudios dado que fue éxitus por neumonitis por CMV después del segundo control.

v" Paciente n° 61 con quimerismo 36% del donante: se retiré inmunosupresion y el control de
quimerismo posterior pas6 a quimerismo completo en 2 meses. Se encontraba vivo y en
remisién completa.

v' Paciente n° 55 quimerismo 58% del donante: posteriormente presento un fallo de implante
secundario sin recuperacion autéloga. En el contexto de aplasia falleci6 3 meses
postrasplante por infeccion por adenovirus. Este paciente es el Unico que presentd un fallo
de implante.

v' Paciente n°® 52 quimerismo 69% del donante: se disminuyé inmunosupresién y el control
de quimerismo posterior fue de quimerismo completo. Se encontraba vivo y en remisién
completa al fin de estudio.

v Paciente n° 53 quimerismo 93% del donante: se disminuyé inmunosupresion y el control
de quimerismo posterior fue de quimerismo completo. Se encontraba vivo y en remision

completa al fin de estudio.
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PACIENTE QUIMERISMO INMUNOSU QUIMERISMO2 % EVOLUCION
% PRESION TIEMPO
1 mes
47 33% Suspendida 55% EXITUS / CMV
2 meses
61 36% Suspendida 100% VIVO RC
1 mes APLASIA
55 58% Menor dosis 0% EXITUS/ Adenovirus
1 mes
52 69% Menor dosis 100% VIVO RC
1 mes
58 93% Menor dosis 100% VIVO RC

Tabla R.43 Resumen evolucién y seguimiento de los pacientes con quimerismo mixto postrasplante. Paciente con

numeracion en azul: estudio EMR pre-TPH negativo; paciente con numeracion en rojo: estudio EMR pre-TPH positivo.
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5.11 COMPARACION ENTRE PACIENTES TRASPLANTADOS EN 2002-
2007 Y 2008-2012
En este estudio se valoraron los datos de pacientes durante 10 afios.

Para conocer la evolucion de los resultados a lo largo del tiempo se dividié el grupo en dos

periodos:

Entre los afios 2002-2007 se incluyeron 34 pacientes (42%).
Entre los afios 2008-2012 se incluyeron 46 pacientes (57%).

No se observaron diferencias significativas entre los resultados de supervivencia entre los dos

periodos.
104 ANO
~I12002-2007
~I12008-2012
ril
T
0,87
71%
S 06]
2
@
£
S 0,4
69 %
0,21
0,01
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~I12008-2012
52 % +
0,84
£ 47%
3 oe] Graficos R. 44 Kaplan-Meier supervivencia
global y libre de recaida. Comparacion
0] 2002-07 ( negro) y 2008-12(rojo)
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Se obtienen los siguientes resultados con poder estadistico:

Entre los afios 2002-2007:

= Los pacientes que reciben ICT tiene un 87% menor riesgo de recaida que los que no
reciben ICT (p=0,008). Al estratificar en EMR negativa tienen un 83% menos de recaida y
en EMR positiva un 96% (NS; p=0,37).

= Los EMR positivas tienen un riesgo de recaida 10 veces superior a los EMR negativas
(p=0,0009).

= Los pacientes que reciben un DNE tiene un riesgo de éxitus 4,5 veces superior a los que
reciben HI (p=0,01).

= Los EMR positivas tienen un riesgo de éxitus 5 veces superior a los EMR negativas
(p=0,0007).

Entre los afios 2008-2012:

= Los pacientes que presentan EICH agudo tiene un 97% menor riesgo de recaida que los
que no lo presentan (p=0). Al estratificar en EMR positiva tienen un 96% menos de recaida
y en EMR negativa un 95% menor (NS; p=0,85).

= Los pacientes que presentan EICH agudo tiene un 87% menor riesgo de éxitus que los que
no lo presentan (p=0,0007). Al estratificar en EMR positiva tienen un 91% menos de éxitus

y en EMR negativa un 67% menor (NS; p=0,3).
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6. DISCUSION

6.1 RELACION ENTRE LA EMR PRE-TPH Y RESULTADOS DE RECAIDA Y
MORTALIDAD

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos logra mejor supervivencia que la
guimioterapia en los nifios con LLA de alto riesgo. El principal obstaculo para el éxito del

trasplante es la recaida.

En nuestra poblaciéon de 80 nifios de caracteristicas heterogéneas, similares a otros grupos
publicados, que incluyen trasplantes de donantes familiares idénticos y alternativos asi como el
uso de médula 6sea, sangre periférica y sangre de cordéon umbilical con la gran mayoria
acondicionados con ICT, la SLR a los 3 afios fue del 72%. La causa mas frecuente de éxitus en

el grupo completo fue la recaida (43%).

La remision completa morfolégica pre-TPH es el factor pronéstico principal para la

100, 101

supervivencia libre de recaida postrasplante . Como se ha explicado anteriormente, la

valoracioén del nimero de células residuales mediante morfologia tiene limitaciones, por lo que

102, 62

técnicas como PCR y CFM se utilizan cada vez més en este campo. Segun los estudios
publicados, ambas técnicas ofrecen resultados similares cuando el nivel de EMR es de 0,01% o
mayor. La deteccion de EMR pre-TPH mediante PCR ha sido estudiada como marcador

predictivo de recaida postrasplante en multiples estudios (Tabla D.1):

- En un estudio retrospectivo de 56 nifios, Knechtli et al, observaron que la presencia de
EMR previa al trasplante pronosticaba una peor supervivencia °. Van de Velden y Bader

confirmaron estos resultados en publicaciones posteriores ' %,

- El grupo de estudio internacional de EMR pre-TPH analiz6 la presencia de EMR vy la
supervivencia en 140 nifios con LLA: la EMR detectada mediante PCR, fue un factor
independiente predictivo de menor supervivencia libre de eventos ® siendo la supervivencia

directamente proporcional al nivel de EMR previo al trasplante.

- Sramkova et al, cuantificaron la EMR pre-TPH en 36 nifios, siendo esta el Unico valor

pronéstico de supervivencia en un andlisis multivariable *.

- Bader et al, estudiaron la EMR en 91 nifios, encontrando una SLE a los 5 afios del 27% en

los que la EMR era de 10% o mayor y del 60% en aquellos que era menor *.

11 con 31 de

- En el estudio previo a esta tesis que se publicé en Haematologica en 2010
los nifios incluidos en esta tesis, la SLE en el grupo EMR positiva fue del 20% y en el grupo

con EMR negativa del 74% (p 0,005).
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En un estudio reciente (2013), Sanchez-Garcia et al '

estudiaron 102 pacientes previamente
al TPH, mediante citometria de flujo. La SLR fue del 65,9%, 42,9% y 0% para los pacientes con
EMR negativa, bajos niveles y niveles medios-altos, respectivamente (p<0,001). La SG fue del
52,3%, 28,6% y 0% para los pacientes con EMR negativa, bajos niveles y niveles medios-altos,
respectivamente (p<0,001). En el analisis de Cox la deteccion de EMR mediante CFM fue el
factor prondstico mas significativo para la supervivencia. En otros estudios mediante PCR

publicados en los Ultimos afos (2014 y 2015):

- Gandemer et al '*° estudiaron la EMR pre-TPH en 122 nifios. Se observé que la incidencia
de recaida (IR) es mayor en los pacientes que presentan EMR positiva (43,6%) que en los

que poseen EMR negativa (16,7%); la SG es 40,4% y 72,3%, respectivamente.

- En un estudio reciente de Balduzzi et al, se estudiaba la EMR pre y postrasplante en 82
nifios que recibieron un alo-TPH ™. La SLE y la IR fueron del 77,7% y 11,4% en los EMR
negativa pre-TPH, siendo en los EMR positiva del 30,8% y 61,5% (p<0,001); la EMR pre-
TPH positiva se asoci6 a 9,2 veces mayor riesgo de recaida.

- Pochon C et al, incluyeron 133 nifios en un estudio prospectivo ‘*°. Los pacientes con EMR
negativa presentaron mayor supervivencia global, 52% vs 14% que los que presentaron
EMR-positiva.

- Sutton et al °, realiz6 estudios de EMR pre y postrasplante a 81 nifios. Los pacientes con
EMR positiva pre-TPH presentaron una menor SLR y SG (41% y 64%) que aquellos en los
que la EMR fue negativa (83% y 92%) (p<0,0001).

Reunidos todos los estudios las conclusiones son consistentes, objetivandose una alta
incidencia de recaida (75%) en los casos que presentan un alto nivel de EMR pre-TPH, un
riesgo intermedio de recaida (50%) en los casos que presentan un nivel medio de EMR pre-

TPH y baja tasa de recaida (15%) en los casos que presentan EMR negativa pre-TPH %2,

En el presente estudio, 25 pacientes entraron a trasplante con EMR mayor o igual a 0,01%. Las
caracteristicas de los pacientes con EMR positiva pre-TPH y EMR negativa y el tipo de
trasplante que recibieron no presentaron diferencias. Los pacientes con EMR positiva tuvieron
un mayor riesgo de recaer y fallecer; la recaida se presenté de forma mas precoz y las
posibilidades de rescate postrasplante fueron menores. La causa mas frecuente de éxitus en el

grupo EMR positiva fue la recaida, en cambio, en el grupo EMR negativa fue la infeccion.

Nuestros resultados, usando la CFM, son comparables con los que obtienen los grupos
gue utilizan la PCR y muestran la fuerte relacion entre la presencia de EMR previa al TPH
y la supervivencia libre de recaida y global. Los pacientes con EMR mayor o igual a

0,01% tienen un mayor riesgo de recaer y fallecer.
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AUTORES TIPOY N TECNICA TIPO TPH RESULTADOS p
Knechtli et al (2) Retrospectivo PCR MA SLE 2 afios < 0,001
semicuantitativa
(Blood, 1998) 64 reordenamiento Ig o Cy/ ICT EMR ++ 0% Anélisis
TCR multivariante
EMR + 36% factor
10%a 102 independient
EMR - 73%
Uzunel et al (109) Retrospectivo PCR cuantitativa MA IR
reordenamiento Ig o
(Blood, 2001) 30 TCR BU/Cy EMR + 52%
10%a 10° Cy/ICT EMR - 0%
Van der Velden et Retrospectivo PCR MA SLE 5 afios
al (103) semicuantitativa
17 reordenamiento Ig o VP/Cy/ BU EMR + 33%
(Leukemia , 2003) TCR
VP/Cyl ICT EMR - 80%
10" a10°
Krejci et al (3) Retrospectivo PCR cuantitativa MA SLE 5 afios < 0,001
reordenamientos Ig
(BMT, 2003) 140 0 TCR EMR ++ 21,4% Analisis
multivariante
(incluye EMR + 40,7% factor
pacientes de 2, independient
23y1) EMR - 75,2%
Sramkova et al (4) Prospectivo PCR cuantitativa MA SLE 4 afos < 0,0001
reordenamientos Ig
(Ped Blood Ca, 25 o TCR EMR + 0% Andlisis
2007) multivariante
10°a 10* EMR - 94% factor
independient
Paganin et al Prospectivo PCR cuantitativa MA SLE 3 afios
(110) reordenamientos Ig
60 0 TCR EMR ++ 21%
(Leukemia, 2008)
10" a10° EMR + 50%
EMR - 90%
Bader et al (104,1) Prospectivo PCR cuantitativa MA SLE/IR 3 afios < 0,001
reordenamientos Ig
(Leukemia 2002, 91 0 TCR EMR ++ 21/57% Andlisis
J Clin Oncol 2009) multivariante
10* a 10® EMR + 48/20% factor

EMR - 64/11%

independient
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Elorza et al (111)

(Haematologica,
2010)

Leung et al (112)

(Blood, 2012)

Ruggeri et al (113)

(Leukemia, 2012)

Gandemer et al
(106)

(Br J Haematol,
2014)

Balduzzi et al
(107)

(Br J Haematol,
2014)

Pochon et al (108)
(Br J Haematol,
2014)

Sutton et al (5)

(Br J Haematol,
2015)

Retrospectivo

31

Retrospectivo

64

Retrospectivo

170

Retrospectivo

122

Retrospectivo

82

Prospectivo

133

Retrospectivo

81

CFM

EMR +20,01%
EMR - < 0,01%

CFM

EMR +20,01%
EMR - < 0,01%

PCR cuantitativa
reordenamiento Ig o
TCR (119)
CFM (51)
10%a10°
PCR cuantitativa
reordenamientos Ig
o TCR

10*a 10°

PCR cuantitativa
reordenamientos Ig
o0 TCR

10*a10°
PCR cuantitativa
reordenamientos Ig
o0 TCR
10" a 10°
PCR cuantitativa
reordenamientos Ig

o TCR

10*a 10°

MA
VP/Cy /ICT

BU/FLU/TT

MA

MA
SCuU

(Eurocord)

MA

MA

MA

MA

SLE/SG 2 afios
EMR + 20/20%

EMR — 74/80%

SG 5 afios
EMR ++ 42,9%
EMR + 66,7%

EMR - 87,5%

SLE/IR 4 afios
EMR ++ 21/57%
EMR + 29/39%
EMR - 54/24%
IR/ISG
EMR + 43/40%

EMR - 16/72%

SLE/IR
EMR + 30/61%
EMR - 77/11%

SG
EMR + 14%
EMR - 52%
SLR/SG 4 afios
EMR + 41/64%

EMR — 83/92%

0,005

Andlisis
multivariante
factor
independient

Andlisis
multivariante
factor
independient

0,05

Andlisis
multivariante
factor
independient

0,001

0,0001

Andlisis
multivariante
factor
independient

Tabla D.1 Grupos de estudio de EMR pre-trasplante en nifilos con LLA. Abreviaciones: AloTPH= trasplante

alogénico; IR= incidencia acumulada de recaida; ICT= irradiacion corporal total; Cy= ciclofosfamida; BU= busulfan; VP=

etopdsido; FLU= fludarabina; TT= Tiotepa; EMR= enfermedad minima residual; N= numero de sujetos; MA:

mieloablativo; SLE=: supervivencia libre de eventos; SLR= supervivencia libre de recaida; SG= supervivencia global.

CFM=citometria de flujo multiparamétrica
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6.2 VARIABLES RELACIONADAS CON RECAIDA Y MORTALIDAD

En una publicacion reciente Shah NN et al, estudiaron los factores relacionados con la recaida
postrasplante en un grupo de 93 nifios con leucemia aguda o sindrome mielodisplasico **°. En
el estudio multivariado: la enfermedad en SNC, la presencia de EMR y los acondicionamientos

no mieloablativos se asociaron independientemente a una mayor incidencia de recaida.

En nuestro estudio previo, Elorza et al ™, el tnico factor de riesgo relacionado con recaida y
éxitus fue la presencia de EMR pre-TPH. En el presente estudio, con mayor nimero de
pacientes aparecen otros factores relacionados estadisticamente. El uso de radioterapia como
parte del acondicionamiento y la presencia de EICH aguda fueron protectores de recaida y en

el caso de la EICH, también de mortalidad.

6.3.1 Irradiacion corporal total

Un analisis del registro International de Trasplante de médula ésea (IBMTR) comparé el uso de
ICT (n=451) o busulfan (n= 176) junto con ciclofosfamida en un grupo de nifios trasplantados
de hermano HLA-idéntico. Se observé que la probabilidad de SLR a los 3 afios fue del 50% en
el grupo que recibié irradiacion 1 respecto a un 35% (p=0.005). La mortalidad relacionada con
el trasplante fue mayor en el grupo de busulfan (RR 1,68; p= 0,01). Estos datos de mejor SLR

y SG con ICT se confirman en otros estudios como el de Bunin et al *°.

En el presente estudio, los resultados muestran que los pacientes que recibieron ICT
presentaron menos de riesgo de recaida que los no irradiados, como publican otros
grupos. Ademas, podemos decir que al estratificar por EMR, en el grupo de EMR negativa los
pacientes que reciben irradiacion recaen un 83% menos que los que no la reciben; en el grupo
de EMR positiva los pacientes que reciben irradiacion recaen un 38% menos que los que no la
reciben. Segun estos resultados, parece que la ICT es menos protectora en el grupo de EMR
positiva, posiblemente porque en este grupo la cantidad de enfermedad residual es mayor y

excede la capacidad de la radioterapia para eliminar la enfermedad.

6.3.2. Enfermedad injerto contra huésped

En el presente estudio la incidencia de EICH aguda y cronica es similar a lo publicado por otros
grupos. La EICH aguda en grados I-1l se presenta en un 55% aproximadamente y los grados
II-1V en un 24%. Si lo separamos por tipo de trasplante vemos que los grados I-1l en el de HI y
en el DNE afectan a un 60% de los pacientes y los grados lll-IV en el HI en un 16% y en el
DNE un 23%. Se estudio la variable EICH y posteriormente los pacientes se agruparon para su
estudio en 3 grupos: los que no presentaron EICH, los de grados leves-moderados y los de

grado grave.
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En el grupo de EICH llI-IV se agrupan los pacientes con formas graves y los resultados que se
discuten a continuacién se refieren principalmente a los que presentaron grado lll ya que los
pacientes que presentaron grado IV (n=4) no aportan informacién suficiente por su escaso
namero y la pérdida de dos de ellos por complicaciones relacionadas con el EICH agudo grave.
En relacién con el EICHc se presenta en un aproximadamente un 25% de los pacientes sin
observarse diferencias entre tipos de donante. Se debe tener en cuenta que en nuestro estudio

la fuente de progenitores fue principalmente MO sin manipular y SCU.

En algunos estudios se observa que los pacientes que entran a trasplante con EMR positiva
tienen mayor supervivencia si se utilizan productos no manipulados en comparacién con

productos T-deplecionados, dado que este grupo presenta mayor incidencia de EICH # ' **°,

La ausencia de EICH se relaciona con mayor riesgo de recaida **" ***.

El grupo de Schneider et al, publicé que nifios con altos niveles de EMR medidos mediante
PCR pre-aloTPH que se trasplantaban con donantes no emparentados no deplecionados de
células T se asociaba a una mayor probabilidad de mantenerse en remision *  Los que se
trasplantaban con donantes deplecionados recaian en un 100%. Estos datos se afiaden a otros

que muestran el efecto injerto contra leucemia cuando la EMR se encuentra a niveles bajos 13,

Uzunel et al, publicaron que la combinaciébn de EICH aguda y cronica se asocia a un

significativo menor riesgo de recaida (p 0,03) *** **°

. Presentaron datos que demostraban que
los pacientes con EMR positiva pre-TPH que se trasplantaban con donantes no deplecionados

tenian menos del 50% de posibilidades de recaer.

En el presente estudio se objetivé que la presencia de EICH aguda fue protectora de

recaida y de éxitus.

En relacion con la recaida, los pacientes con grados IlI-IV de EICHa fueron los que presentaron
mayor SLR. Los pacientes con EMR positiva fueron los que mas se beneficiaron de la
presencia de EICHa siendo la SLR de los que no la presentaron del 0%. Los pacientes con

EMR negativa y que presentaron EICHa fueron los que presentaron mayor SLR.

En relacion a la mortalidad, los pacientes con EICHa sobrevivieron mas que los que no
presentaron EICHa. Los grados graves de EICH presentan una alta mortalidad, aunque a pesar
de ello los resultados son mejores que en los pacientes que no presentaron EICHa. También
en relaciéon a la mortalidad, los pacientes con EMR positiva fueron los que més se beneficiaron

de la presencia de EICHa.

En el presente estudio, no se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la presencia
de EICHc y la supervivencia, posiblemente por un insuficiente nUmero de pacientes incluidos.
La tendencia de los resultados muestra que el EICHc es protector de recaida en ambos grupos

aunque protege mas a los que entran con EMR positiva a trasplante.

102



De los pacientes del grupo de EMR positiva pre-TPH que a fin de estudio se encuentran vivos,
el 70% presentaron EICHc. En relacién con la mortalidad, la EICHc es un factor protector en el
grupo de EMR positiva pero en el grupo EMR negativa, fallecen a largo plazo mas los que la
presentan. Este resultado nos llevaria a pensar que es protector de recaida pero un factor

adverso de larga supervivencia por las complicaciones relacionadas.

6.3 SEGUIMIENTO POSTRASPLANTE

6.3.1 Cuantificacion de EMR por CFM

La monitorizacién de la EMR identifica a nifios con LLA con alto riesgo de recaida *** *** 1% 1"

18 asf gue podria ser una herramienta Gtil en el seguimiento postrasplante de los pacientes.
Existen multiples estudios realizados mediante PCR ( Tabla D.2) :

e En el estudio del grupo alemén de Knechtli et al, se observé que la EMR podia ser positiva
los primeros 6 meses post-trasplante tanto en pacientes que recaian como en los que
posteriormente permanecian en remision 2,

e En el estudio multicéntrico japonés de Imashuku et al, con 95 nifios afectos de LLA que
recibieron un alo-TPH, no se objetivd valor predictivo de recaida dado que la mayoria de
los casos que recayeron (78%) presentaron un cambio clonal que no permitia detectar la
clona leucémica al perderse las dianas de estudio mediante PCR **°.

e Este problema de la técnica de PCR se solventd con los estudios realizados por
Szczepanski et al, aumentando el nimero de primers diana, aunque el tiempo desde la
deteccion de EMR hasta la recaida clinica era tan corto que no permitia realizar ningun
procedimiento terapéutico de rescate *°.

e Uzunel etal ™ publicaron los resultados de 23 nifios afectos de LLA que recibieron un alo-
TPH. Se observé EMR positiva postrasplante en 9 casos, recayendo el 88% de ellos), con
un tiempo medio de 5,5 meses (0,5 -30). En el paciente con EMR positiva que no recayo, la
determinacion se realiz6 1 mes postrasplante y posteriormente se negativizd. En el resto
del grupo, con EMR negativa, recayeron 6 de 23 pacientes (26%). Los factores
relacionados con recaida sin deteccion de EMR fueron: recaida extramedular (SNC) y
cambio clonal.

e Spinelli et al, valoraron la EMR de 43 pacientes adultos con LLA previamente al TPH y

después en el dia + 30 y 100 post TPH **°

. La recaida en el grupo EMR positiva
pretrasplante fue del 46% respecto al 0% en el grupo EMR negativa (p=0.027). La recaida
en el grupo con EMR positiva postrasplante en el dia +100 fue del 80% respecto al 7% en
el grupo negativo (p=0,0006). Estos autores plantean la posibilidad que los pacientes que
no alcanzan la EMR negativa post-trasplante en el dia +100 deberian ser candidatos a
inmunoterapia.
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e Pochon et al '

, estudiaron 133 nifios. La presencia de EMR persistentemente positiva
después del dia 90 fue un factor pronéstico de recaida.

e Balduzzi et al, publicaron que los pacientes que presentaron EMR positiva postrasplante
recayeron 2,5 veces mas que los que se mantuvieron con EMR negativa los primeros 100
dias y 7,8 veces mas si se detecta después de los 6 meses postrasplante *°’. Los autores
concluian que la EMR postrasplante si es de deteccion precoz y a bajos niveles no implica
necesariamente la recaida.

e Sutton et al °, observaron que los pacientes que presentaban EMR persistentemente
positiva postrasplante tuvieron los peores resultados con SLR del 35% y SG del 55%: En el
estudio multivariante los pacientes con EMR positiva presentaron un riesgo de recaida 4
veces mayor.

e Bader et al !

, en un estudio reciente, analizaron la presencia de EMR postrasplante en
113 pacientes trasplantados en 2RC o mayor remision.La SLE a los 3 afios fue del 55%, la
incidencia de recaida (IR) del 33% y la mortalidad relacionada con el trasplante de un 12%.
Los niveles de EMR se correlacionaron inversamente con la SLE (p<0,004) y directamente
con la IR (p<0,01). La probabilidad de recaer si se detectaba EMR en el primer mes fue del
96%; a los 3 meses de un 87%, a los 6 meses del 71% y del 61% a los 9 meses

postrasplante.

Existen pocos estudios realizados mediante CFM. Uno de ellos es el de Sanchez et al, quienes
valoraron la EMR en pacientes adultos con LLA pre-TPH y en el dia + 30, +60, +90 y

posteriormente cada 2-3 meses %

. La SLE en el grupo EMR positiva pretrasplante fue del
33,3% respecto al 73,5% en el grupo EMR negativa (p=0,03). Durante el seguimiento, se
detect6 EMR positiva en 9 pacientes de los cuales recayeron 8 (88%), entre 1 y 6 meses
postrasplante. En el resto del grupo sélo recayé un paciente (3,4%). En 6 pacientes se realizo
infusion de linfocitos pero solo se presentd respuesta en un caso Phi + sin recaida franca. Dos
pacientes con niveles positivos bajos de EMR se mantienen en RC al final del estudio con

mediana de seguimiento de 29,5 meses.

En el presente estudio los pacientes que presentaron EMR positiva los primeros 100 dias
recayeron en un 100% y los que presentaron EMR positiva partir de los 3 meses en un 66 %.
En el grupo, con EMR negativa postrasplante, recayeron sélo 13 pacientes (17%). Estos datos
concuerdan con los anteriormente expuestos. Segun nuestros datos, el estudio de EMR

después de los 6 meses no dio informacion sobre la recaida.
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REFERENCIA TECNICA RECAIDA POSTRASPLANTE

Knechtli et al (2) PCR No se encontré valor

(Blood, 1998) prondstico los primeros
6 meses

Sanchez et al (122) CFM EMR + 88% vs 3,4%

(B J Haematol, 2002)

Imashuku et al (119) PCR No valor prondstico
(BMT, 2003) Problemas técnicos
Uzunel et al (114) PCR EMR + 88% vs 26%
(B J Haematol, 2003) Estudio multivariado
Spinelli et al (120) PCR EMR + 80% vs 7%

(Haematologica, 2007)

Balduzzi et al (107) PCR Recaida

(Br J Haematol, 2014) 100 dias: x 2,5
>6 meses: X 7,8

Sutton et al (5) PCR Recaida x4

(Br J Haematol, 2015)

Bader et al (121) PCR Menor SLR

(J Clin Oncaol, 2015)

Tabla D.2 Grupos de estudio de EMR post-trasplante en pacientes con LLA.

6.3.2 Estudios de quimerismo

El estudio de quimerismo tiene como objetivo conocer en el periodo post-trasplante la
proporcién de células circulantes que proceden del donante y del receptor. En el contexto de la
leucemia aguda se desea un 100% de quimerismo del donante (QC), dado que la persistencia
de células del receptor aumenta el riesgo de presentar una recaida. El quimerismo es un dato
complementario al estudio de la EMR post-trasplante. En varios estudios % % %
principalmente del grupo alemén, se considera que la presencia de quimerismo mixto (QM) es
un indicador de alto riesgo de recaida.
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La retirada de la inmunosupresion y/o la infusion de linfocitos del donante de forma precoz
serian el tratamiento idéneo, segun estos autores, para revertir el quimerismo a completo del
donante y eliminar la presencia de EMR no detectada, antes de la recaida hematolégica *** **°
(Tabla D.6). Bader et al, publicaron un estudio multicéntrico prospectivo con 163 nifios con ALL:
101 presentaron QC o bajos niveles de QM, en 46 pacientes se detecté QM creciente y en 16
decreciente ***

46; 56%) que los que tenia QC 6 en bajos niveles (8 de 101; 8%) o decreciente (0 de 16)

. La recaida fue mayor en los pacientes que presentaron un QM creciente (26 de

(p<0,0001). La SLE a tres afios fue del 54% para todos los pacientes: 66% para los de bajo
riesgo y 23% para los que presentaron QM creciente. De los 46 pacientes con QM creciente, a
31 se les infundieron linfocitos del donante: los que recibieron inmunoterapia presentaron una
SLE a 3 afios del 37% en comparacion con los otros 15 nifios en los que no se realizd ninguna

intervencién, que tuvieron una SLE del 0%.

En el articulo de Pochon et al, la presencia de EMR es Util para valorar la recaida pero el

% En otro

quimerismo no parece tener ninguna implicacion pronéstica clinicamente Util
articulo de Terwey et al, se observa que la incidencia de recaida es mayor en 101 pacientes
adultos con quimerismo mixto, especialmente en los que se incrementa en el tiempo, aunque la

sensibilidad del estudio es baja a la hora de utilizarse en la clinica diaria **’.

En el presente estudio, el resultado del quimerismo no parece relacionarse con la recaida dado
que ninguno de los pacientes con quimerismo mixto presentd recaida. Los pacientes
estudiados mediante quimerismo presentaron 12 recaidas, momento en el cual todos tenian
quimerismo completo. Los resultados son provisionales dado el escaso de numero de

pacientes incluidos.

REFERENCIA PACIENTES RESULTADOS
Zetterquist et al (125) 12 QM IR 4/5 (80%) EMR +
(BMT, 2000) QCRC 7/7
Bader et al (124) 163 SLE 66% vs 23%
(J Clin Oncol ,2004) IL SLE 37% vs 0%
Pochon et al (108) 133 No prondstico

(Br J Haematol, 2014)
Terwey et al (127) 101 Mayor incidencia de recaida. Baja sensibilidad

(Biol Blood Marrow Transplant 2014) adultos

Tabla D.3 Grupos de estudio de quimerismo post-trasplante en pacientes con LLA. IL: infusién de linfocitos del

donante; QM: quimerismo mixto; IR: incidencia de recaida; QC: quimerismo completo; RC: remision completa.
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6.4 NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION Y FUTUROS ESTUDIOS

Muchos han sido los avances realizados en el campo del tratamiento de la LLA en nifios y
paralelamente en el desarrollo del procedimiento de trasplante como el uso de mejores

134 En esta revision se

donantes alternativos o acondicionamiento de intensidad reducida
muestra que un 60% de los nifios con LLA de alto riesgo sobreviven a los 3 afios postrasplante
y los que entran a trasplante con EMR positiva tiene menos supervivencia principalmente

porque recaen.

Aunque los pacientes con alto riesgo de recaer pueden ser identificados a priori poco se
conoce hasta el momento en relacién a la prevencién de la recaida. El grupo de pacientes con
EMR positiva pre-TPH > "% **® deberia recibir un tratamiento especifico dirigido a evitar la
recaida y los pacientes que positivizan la EMR postrasplante y/o presentan un quimerismo
mixto creciente también se podrian beneficiar de tratamientos de rescate. Existen escasos
estudios en relacion a la actitud terapéutica a tomar, dado que el tiempo entre la positivizacion

de la EMR y la recaida es corto .

128

Bader et al, administraron a los pacientes con quimerismo mixto creciente linfocitos del

donante y obtuvieron una SLE a 3 afios del 37% en comparacion a los que no se realizd
ninguna intervencion, que tuvieron una SLE del 0%. La publicacion reciente de Pochon C et al,

incluye 133 nifios en un estudio prospectivo "%

en el que los pacientes con EMR medida
mediante PCR pre o post-trasplante superior a 10 recibian infusion de linfocitos y rapido
descenso de la dosis de ciclosporina (9 pacientes). Esta actitud es similar a otros trabajos
publicados **°

vs 14%.

. Los pacientes con EMR negativa presentaron mayor supervivencia global, 52%

107

En un estudio reciente de Balduzzi et al ', no se observé respuesta en el grupo con EMR

positiva a los que se suspendié la inmunosupresion y/o infundié linfocitos.
Algunas de las posibles estrategias de tratamiento se apuntan a continuacion:

Pre-TPH:
- Terapia citoreductiva adicional
- Cléasica: aceptando el aumento de toxicidad en este grupo de pacientes que ya han
recibido altas dosis '*°

- Nuevos farmacos: como imatinib en la LLA Philadelphia positiva *** **

analogos de las
purinas, antimetabolitos (clofarabina),...

- Nuevos protocolos de acondicionamiento que favorezcan el efecto injerto vs leucemia

Postrasplante:
107



- Quimioterapia de mantenimiento como imatinib ***, **° dasatinib, nilotinib **° en la LLA
Phi positiva
- Uso de sirolimus como profilaxis de EICH
- Terapias inmunoldgicas
o Retirada precoz de profilaxis EICH
o Donantes con diferencias en el receptor para inmunoglobulinas de las células
natural killer (NK)

o Anticuerpos monoclonales

141

o Terapia celular

122, 124,126, 128

= con linfocitos del donante en pacientes con aparicion de

EMR y/o aumento de quimerismo del receptor. *% 4% 144145

= con NK

La posibilidad de rescatar pacientes de la recaida esta relacionada con la deteccién precoz de

EMR a niveles bajos y que la presencia EICH sea capaz de eliminarla.

Parece ser que realizar los estudios de EMR y quimerismo combinados serian la actitud mas
eficaz para el seguimiento de estos pacientes, dado que en algunos casos el quimerismo mixto

“®_Este hecho obligaria a realizar estudios medulares seriados,

se detecta antes que la EMR
que en la edad pediatrica tendrian limitaciones. Se ha estudiado la posibilidad de seguimiento
de EMR en sangre periférica, y aunque sin datos concluyentes, en el grupo de las LLA

147,148

derivadas de precursores T podria ser una posibilidad en la practica clinica . Se estan

explorando otras pruebas que puedan predecir la recaida y que sean complementarias a la

EMR y al quimerismo postrasplante ***.

6.5 LIMITACIONES Y PUNTOS FUERTES DEL ESTUDIO

Este estudio tiene 2 limitaciones principales: el escaso ndmero de pacientes y la
heterogeneidad de sus factores de riesgo. Ademas, algunos resultados obtenidos que no son
significativos estadisticamente pudieran cobrar validez o finalmente desecharse si se
aumentara el ndmero de pacientes incluidos. También seria interesante conocer la relacién

entre la extension del EICH crénico y su relacion con la recaida postrasplante.

El interés del estudio recae en el uso de la CFM como instrumento de cuantificacién de la EMR.
Los resultados del estudio son comparables a los obtenidos por otros autores usando técnicas

de PCR y apoya la tesis de la relacién entre EMR pre-TPH y supervivencia postrasplante.

108



Las valoraciones de datos postrasplante son limitadas a la hora de valorar las posibilidades
terapéuticas en el grupo de pacientes de alto riesgo de recaida. Se requieren mas estudios
para confirmar estos resultados y definir nuevos protocolos para el subgrupo de pacientes que
presentan EMR positiva previa al alo-TPH. También se deberan realizar estudios de la
valoracion de la EMR y quimerismo postrasplante como factores pronéstico de recaida y qué

actitud tomar ante sus resultados.
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7. CONCLUSIONES

1. La deteccion de EMR medida mediante CFM previa al alo-TPH, en un grupo de 80 nifios

con LLA determiné un grupo de pacientes con mayor riesgo de recaida y menor

supervivencia global comparados con los pacientes que presentan una EMR pretrasplante
indetectable (< 0,01%).

a)

b)

c)

d)

El grupo de pacientes con EMR positiva pretrasplante recayeron 5,5 veces mas y

de forma mas precoz que los que presentaron EMR negativa.

La supervivencia libre de recaida (SLR) a los 3 afios en el grupo de EMR negativa fue
del 80% comparada con el 50 % del grupo EMR positiva (Log Rank 9,5; p=0,002).

Los pacientes con EMR positiva pretrasplante presentaron 3,4 veces mayor

riesgo de fallecer.

La supervivencia global (SG) en el grupo de EMR negativa fue del 59% comparada con
el 30% del grupo EMR positiva (Log-Rank 6,5; p=0,01).

2. Este estudio demuestra la relacién existente entre la presencia de EMR previa al

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y la supervivencia posterior y

apoya los resultados de publicaciones previas que han estudiado la EMR mediante
técnica de PCR.

3. Los pacientes que recibieron irradiaciéon corporal total como parte del acondicionamiento

recayeron menos que los que no la recibieron.

4. Los pacientes que presentaron EICH aguda recayeron menos.

a)

b)

Los pacientes con EICH aguda grados llI-IV presentaron menor recaida que los de
grados I-11.

Los pacientes con EMR positiva pre-TPH se beneficiaron mas de la presencia de
EICHa.

Los pacientes con EMR negativa pre-TPH y EICHa fueron el grupo que presentaron

mayor supervivencia libre de eventos.
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Los pacientes que presentaron EICH aguda fallecieron menos.

a) Los pacientes con EMR positiva pre-TPH se beneficiaron mas de la presencia de
EICHa.
b) Los pacientes con EMR negativa pre-TPH y EICHa fueron los que presentaron mayor

supervivencia global.

Los pacientes que presentan de EMR positiva los primeros 6 meses postrasplante, recaen

mas, relacionandose la cantidad de EMR detectada con el tiempo de recaida.
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|. Tabla de pacientes

RC Tipo de Fuente EMR pre EICH REC Estado Causade SG SLR
donante alo-TPH éxitus
AlC (m) (m)
1 RC2 DNE MO Positivo IVINA No Exitus EICH IV 3 3
2 RC2 HI MO Negativo 1/No No Vivo en RC 109 109
3 RC1 Fl SP Negativo No/NA No Exitus FMO 1 1
4 RC2 DNE MO Negativo IVINA No Exitus EICH IV 1 1
5 RC1 DNE CuU Negativo 1/No No Vivo en RC 106 106
6 RC4 HI MO Negativo 11/No No Vivo en RC 106 106
7 RC1 DNE CuU Negativo 1I/No No Vivo en RC 103 103
8 RC1 FNI SP Positivo No/No Si Exitus Progresion 6 4
9 RC3 DNE MO Positivo No/NA No Exitus IFI 3 3
10 RC1 DNE MO Negativo 1I/No No Vivo en RC 95 95
11 RC2 FNI SP Negativo I/NA No Exitus Neumopatia 3 3
VRS
12 RC1 DNE CuU Positivo No/NA Si Exitus Progresion 7 3
13 RC4 HI cu Negativo No/No No Vivo en RC 92 92
14 RC2 DNE CuU Negativo I/No Si Vivo en RC 84 10
15 RC2 DNE MO Positivo 1I/No No Exitus Hepatopatia 13 13
16 RC1 DNE Cu Positivo 1l/No Si Exitus Progresion 9 9
17 RC1 DNE MO Positivo 11/Si, No Vivo en RC 81 81
extenso
18 RC1 DNE MO Negativo No/No No Vivo en RC 80 80
19 RC1 HI MO Negativo 1I/Si, No Vivo en RC 80 80
extenso
20 RC2 HI MO Negativo I/No No Vivo en RC 79 79
21 RC3 HI MO Positivo 1/No No Vivo en RC 79 79
22 RC2 DNE MO Negativo I/No No Vivo en RC 78 78
23 RC1 DNE Ccu Negativo I /No No Vivo en RC 76 76
24 RC2 DNE Ccu Negativo I /No No Vivo en RC 74 74
25 RC2 DNE Ccu Negativo No/No Si Exitus IFI 27 25
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26 RC1 DNE CuU Negativo No/No No Exitus SLP VEB 5 5
27 RC2 DNE CuU Negativo 1/No No Exitus PTT 13 13
28 RC1 DNE CuU Negativo 1/No No Exitus Neumopatia 7 7
CMV
29 RC2 HI MO Positivo No/NA Si Exitus Progresion 6 2
30 RC2 DNE SP Negativo 1 /No No Exitus . Progresion 18 17
31 RC2 DNE CuU Positivo 1I/NA Si Exitus Progresion 5 4
32 RC1 DNE Cu Negativo No/No No Vivo en RC 70 70
33 RC1 DNE Cu Negativo 11I/No No Exitus PTT 14 14
34 RC3 DNE Cu Negativo I/NA No Exitus Neumopatia 2 2
35 RC1 DNE MO Negativo I/No No Exitus Adenovirus 8 8
36 RC2 DNE cu Positivo No/NA No Exitus IFI 1 1
37 RC1 HI MO Positivo 11/Si, No Exitus EICH crénica 27 27
extenso
38 RC2 DNE cu Positivo II/INA No Exitus Adenovirus 2 2
39 RC2 HI MO Negativo 1l/No No Vivo en RC 63 63
40 RC1 DNE Ccu Negativo 1I/No No Vivo en RC 63 63
41 RC2 DNE MO Negativo 1/No Si Exitus Progresion 4 3
42 RC1 DNE CuU Negativo 1l/No No Vivo en RC 57 57
43 RC2 FNI SP Negativo n/si, No Exitus EICH crénica 18 18
limitado
44 RC1 DNE cu Positivo 1II/No No Vivo en RC 55 55
45 RC1 HI MO Positivo No/No Si Exitus Progresion 7 6
46 RC3 HI MO Positivo No/No Si Exitus Progresion 7 5
47 RC2 DNE Cu Positivo I/No No Exitus Neumopatia 4 4
CMvV
48 RC1 HI MO Negativo 1/No Si Exitus Sepsis 10 9
49 RC2 DNE MO Negativo I/No No Vivo en RC 43 43
50 RC1 HI MO Negativo IV/Si, No Vivo en RC 42 42
limitado
51 RC2 DNE MO Positivo 1I/Si, limitado No Vivo en RC 42 42
52 RC1 DNE Cu Negativo I/No No Vivo en RC 41 41
53 RC1 DNE Cu Negativo 1I/Si, No Vivo en RC 40 40
limitado
54 RC1 DNE Cu Negativo 1II/No No Exitus Adenovirus 5 5
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55 RC2 DNE CuU Negativo No/NA No Exitus Fallo 3 3
Adenovirus

56 RC1 DNE MO Negativo 11/Si, limitado No Vivo en RC 35 35

57 RC1 DNE MO Negativo 1I/No No Vivo en RC 34 34

58 RC1 DNE cu Positivo 1I/Si, Si Vivo 34 34
limitado Recaida

59 RC2 DNE CuU Negativo I/NA No Exitus Adenovirus 3 3

60 RC2 DNE MO Negativo 1I/No No Vivo en RC 30 30

61 RC2 DNE CuU Negativo 1I/Si, No Vivo en RC 29 29
limitado

62 RC1 DNE cu Positivo 1I/Si, No Vivo en RC 28 28
limitado

63 RC2 FNI CuU Negativo 11I/No No Vivo en RC 27 27

64 RC1 DNE CuU Negativo 11/Si, limitado No Exitus Neumopatia 10 10

CMV

65 RC2 HI MO Negativo 1/No No Vivo en RC 24 24

66 RC2 DNE MO Positivo 11/Si, limitado No Exitus Progresion 6 5

67 RC1 DNE SCuU Positivo 1I/SH, No Vivo en RC 21 21
extenso

68 RC2 HI SCu Positivo 1l/No No Vivo en RC 20 20

69 RC2 HI MO Negativo IV/Si, No Vivo C 19 19
extenso

70 RC2 DNE SCuU Negativo 1/No No Vivo en RC 17 17

71 RC1 DNE SCuU Positivo No/No Si Exitus Progresion 5 4

72 RC2 DNE SCuU Negativo No/No Si 16 7

73 RC2 DNE MO Negativo 11/Si, limitado No 15 15

74 RC2 DNE SCuU Negativo 1I/Si, No 15 15

limitado

75 RC1 DNE SCuU Negativo 1I/Si, No Exitus IFI 11 11
extenso

76 RC2 HI MO Negativo 11/Si, limitado Si Exitus Progresion 14 10

7 RC2 DNE SCuU Negativo 11/Si, limitado No 14 14

78 RC1 DNE SCuU Positivo 11/Si, No Exitus Neumopatia 8 8
extenso CMV

79 RC3 HAP SP Negativo 1I/Si, No Exitus IFI 7 7
extenso

80 RC2 HI SCuU Negativo 1/No Si Exitus Progresion 4 3
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