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Caracterizacion y asociaciones clinicas de la discordancia de Eplets HLA en el
trasplante hematopoyético haploidéntico ambulatorio con un régimen de

acondicionamiento de intensidad reducida.

1- Introduccion

En la Ultima década la incidencia mundial de cancer hematolégico se ha incrementado, segun
estadisticas globales se estima que se generan aproximadamente 1.24 millones de casos
nuevos por afio en todo el mundo, representando el 6% del total de todos los canceres. Se
reporta que al afio las defunciones mundiales debido a este padecimiento son de 720,000
personas, representando el 7% de las muertes totales por cancer. (1)

En México, de igual manera, la incidencia va al alta. En el 2018 se detectaron 18 mil casos
nuevos de cancer hematoldgico, siendo las leucemias y el mieloma multiple los que ocupan
los primeros lugares de incidencia en el pais. (2). Ademas de la quimioterapia especifica,
como alternativa de tratamiento cuando no se obtiene la remision o el enfermo recae, se
recurre al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH), siendo un opcion
curativa para muchos pacientes con indicaciones hematoldgicas malignas y no malignas.(3)
El fundamento de esta intervencion médica se basa en la sustitucion de las células
hematopoyéticas del paciente después de la administracion de regimenes de
acondicionamiento con quimioterapia que pueden ser mieloablativos (4), no mieloablativos,
o0 de intensidad reducida, asi como incluir o no la radiacién,(5) para eliminar las células
malignas y sustituirlas por células sanas de un donador, estas células, una vez que se injertan

en el paciente, cumplen las funciones del sistema hematopoyético normal, erradicando la



poblacién malignizada, ofreciendo al paciente una mayor duracion y una mejor calidad de
vida.

El cuerpo humano tiene un sistema de respuesta inmune que se activa cuando reconoce algun
antigeno extrafio a las células propias. En el trasplante de progenitores hematopoyéticos los
antigenos leucocitarios humanos (HLA) son los causantes de esta reaccion inmune (6), por
lo que la eleccion del donador es de importancia critica para que el trasplante sea exitoso. El
donador ideal seria un gemelo idéntico, en su ausencia, que constituye la mayoria de los
casos, un hermano HLA idéntico es la mejor opcidn; sin embargo, esto es posible solo en el
15% de los pacientes, por lo que se debe de encontrar un donante con un HLA compatible o,
al menos, parcialmente compatible.(7) Hablando de trasplantes entre donadores
haploidénticos, es decir que comparten la mitad del HLA entre ellos, la probabilidad de
encontrar un donante 6ptimo varia significativamente entre los grupos raciales y étnicos, con
posibilidades de encontrar un donante apropiado que van desde el 75% para los blancos de
ascendencia europea hasta el 16% para los negros de ascendencia sudamericana o
centroamericana.(8) Sin embargo cualquier diferencia entre los HLA, incluso las
discrepancias de alelos individuales afectan negativamente los resultados de los pacientes

después del TCPH (9).

1.1 Aspectos inmunolégicos del trasplante de células

hematopoyeéticas.

Histéricamente, las barreras inmunoldgicas prohibitivas resultantes del alto grado de

discrepancia de HLA incluian la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) y el fracaso



del injerto. Estos se superaron con estrategias cada vez mas sofisticadas para manipular el
delicado equilibrio entre las células inmunes del donante y del receptor. Como por ejemplo
el uso de ciclofosfamida post-trasplante (PTCy) en dosis altas para lograr en vivo atenuacion
de la alorreactividad de las células T (10). También ha sido factible una estrategia diferente
que utiliza injertos de médula 6sea movilizados con factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) con inmunosupresion extensa (11). Ademas, se esta poniendo especial
énfasis en el uso de células asesinas naturales (NK) para aprovechar la inmunidad tanto innata
como adaptativa en el TCPH haploidéntico, estas células NK desempefian un papel clave ya
que no intervienen en la enfermedad de injerto contra huésped, pero pueden generar con éxito
un efecto de injerto contra leucemia. Este efecto esta regulado en parte por receptores KIR
que inhiben la funcion citotoxica de las células NK cuando se unen a los ligandos HLA de
clase I apropiados, absteniéndose de atacar tejidos sanos en estado estacionario. La mayoria
de los KIR inhibidores reconocen a las moléculas HLA de clase | (HLA-A, B y C). Las
moléculas HLA de los genes KIR estan ubicados en el cromosoma 19, mientras que los genes
HLA estan ubicados en el cromosoma 6, por lo tanto, los genes KIR y HLA se segregan de
forma independiente y un individuo puede expresar o no el ligando HLA afin para cualquier
KIR determinado (12). En el caso del TCHP haploidéntico, la incompatibilidad de HLA clase
| entre donado y receptor produce una falta de sefiales de inhibicion lo que contribuye a la
alorreactividad de las células NK, lo que conduce a un mayor efecto anticancerigeno (13).
Por lo tanto, en ausencia de inhibicion de receptores KIR, las células NK pueden mediar
niveles méas altos de funcion efectora cuando reciben fuertes sefiales estimulantes en
condiciones inflamatorias, como infeccion por CMV o cuando se desencadenan procesos

inflamatorios por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (14).



El “modelo de discordancia entre ligando y ligando de KIR" (figura 1) se basa en la hipotesis
de que la presencia del ligando HLA correspondiente previene la aloreactividad de las células
NK, mientras que la falta de un ligando en el receptor del TCPH desencadena la
aloreactividad de las células NK. Sin embargo, si bien este modelo tiene en cuenta las

discrepancias de HLA clase I, no considera el genotipo ni el fenotipo KIR.
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Figura 1.- Tomada de Baumeister SHC, Rambaldi B, Shapiro RM, Romee R. Key Aspects of the Immunobiology of Haploidentical
Hematopoietic Cell Transplantation. Front Immunol. 2020 Feb 14;11:191. doi: 10.3389/fimmu.2020.00191.

Los trabajos emergentes revelan fendmenos de evasion inmune, como la pérdida de
heterocigosidad de la copia neutra de los alelos HLA incompatibles, como uno de los
principales mecanismos de recaida. Las recaidas y las complicaciones infecciosas siguen
siendo las principales causas que afectan la supervivencia general y son fundamentales para

los avances cientificos que buscan mejorar el TCPH.




Ruggeri et al. establecio por primera vez que una aloreactividad de las células NK del donante
hacia el receptor basada en una falta de coincidencia entre el ligando y el receptor KIR, es
capaz de destruir las células leucémicas promoviendo la presencia de clones alorreactivos
contra las células del receptor, reduciendo el riesgo de recaida de la leucemia mieloide aguda
(LMA) en el TCPH haploidéntico (15). Estos resultados se consolidaron posteriormente en
una cohorte mas grande de 112 pacientes con LMA, donde el trasplante de un donante
alorreactivo de células NK se asocié con una tasa de recaida significativamente menor (3 %
en comparacion con 47 %) cuando se trasplanté en remisién completa y obtuvo una mejor
supervivencia libre de eventos que cuando se trasplanté en recaida (34% en comparacion con

6%) o recuperacion completa (67% en comparacion con 18%) (16).

Estos enfoques han contribuido a un aumento en el uso de TCHP haploidéntico en los ultimos
afios. A medida que el TCHP haploidéntico evoluciona para perfeccionar y establecer su
papel en el campo de los trasplantes, es fundamental examinar las propiedades
inmunobioldgicas y la trayectoria de la reconstitucién inmune, que es fundamental para el

control de las infecciones y recaidas postrasplante.

1.2 Reconstitucion inmunitaria después trasplante de células

hematopoyeéticas.

Los resultados del trasplante estan directamente relacionados con el logro de una restauracion
aceptable del sistema inmunoldgico. Varios subconjuntos de células desempefian un papel

clave en la proteccién contra infecciones y recurrencia de enfermedades. En general, la



inmunidad innata se recupera poco después del trasplante y representa la primera linea de
defensa contra los patdgenos. En concreto, los monocitos seguidos de los neutrofilos y las
células NK surgen en el primer mes después del trasplante. La inmunidad adaptativa mediada
por los linfocitos de células T y B se recupera mas tarde y es crucial tanto para el
mantenimiento de la tolerancia inmune como para la proteccién a largo plazo contra
infecciones y recaidas de enfermedades. La reconstitucion de las células T puede ocurrir a
través de dos mecanismos diferentes: la expansidn periférica de las células T de memoria del
donante independientes del timo y la expansion periférica de las células T dependientes del

timo de novogeneracion a partir de progenitores hematopoyéticos del donante (17).

1.2.1 Monocitos

Los monocitos son el primer subconjunto inmunoldgico que se recupera después del TPCH.
La reconstitucion celular se ha correlacionado con la mejora de los resultados del trasplante,
Recientemente, un estudio realizado por Turcotte y colegas demostrd que un mayor recuento

absoluto de monocitos, y un mayor numero de subconjuntos de monocitos clasicos

(CD14CD16 —) en el dia +28 se asociaron con un riesgo reducido de recaida y mortalidad

asociada al tratamiento, mejor sobrevida global a 2 afios en una cohorte de pacientes
trasplantados por diferentes neoplasias malignas hematologicas utilizando regimenes de
intensidad reducida o acondicionamiento mieloablativo intensificado (AMI) y diferentes
fuentes de células madre (18). En una cohorte separada de 144 pacientes tratados con
acondicionamiento AMI para neoplasias hematoldgicas, que recibieron un injerto repleto de
células T que consistia en médula 6sea movilizada con G-CSF de HLA haploidénticos o
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donante hermano, los monocitos se recuperaron rapidamente y el recuento mayor de
monocitos estuvo por encima del rango normal desde el primer mes hasta el primer afio
después del trasplante. Ambos grupos de pacientes recibieron profilaxis de EICH con
metotrexato, tacrolimus, micofenolato de mofetilo (MMF) y ciclosporina con la adicién de
hemoglobina antitimocitica (ATG) en el grupo haploidéntico (protocolo GIAC). La
reconstitucion de monocitos fue comparable entre los receptores después de HLA compatible
y haploidénticos en los dias +30, 90 y 180 después del trasplante. Ninguna de las
caracteristicas del paciente trasplantado afecté la recuperacion de monocitos en el analisis

multivariable (19).

1.2.2 Neutrofilos

El injerto de neutrofilos se define por la presencia de mas de 500 neutrofilos/ul de sangre y
representa un paso crucial en la fase temprana después del trasplante. La neutropenia
prolongada se asocia con infeccidn grave y aumento de mortalidad asociada al tratamiento
(20). En el contexto de un trasplante repleto de células T, la recuperacion de neutroéfilos se
produce rapidamente. Con los protocolos GIAC, la mediana del injerto de neutrofilos se logro
a los 14 dias (rango 9-25), mientras que con acondicionamiento de intensidad reducida y
ciclofosfamida utilizando injertos de médula 6sea y profilaxis basada en Tacrolimus y MMF,
el tiempo medio hasta la recuperacion de los neutréfilos fue de 15 dias (rango 11-42). (21).
Para ambos protocolos, los pacientes recibieron factor estimulante de colonias de
granulocitos humanos recombinante (rhG-CSF) desde el dia +6 o +4 al injerto,

respectivamente. Especificamente, los pacientes en el TCHP haploidéntico con deplecion de



células of3-T tuvieron una recuperacion de neutrdfilos mas rapida en comparacion con

trasplantes con donante no emparentado, y aquellos tratados con Metotrexato e inhibidores
de calcineurina, con una mediana de tiempo hasta el injerto de neutréfilos de 13 (rango 6-
23), 19 (rango 9-46) y 20 dias (rangol10-120), respectivamente (22). Los tres grupos
recibieron ATG durante el acondicionamiento para la prevencion del fracaso del injerto y la
enfermedad de injerto contra huésped y ninguno de los pacientes recibié G-CSF para acelerar
la recuperacion de los neutréfilos. En conjunto, estos datos muestran que el TCPH
haploidentico proporciona una recuperacion de neutrdfilos comparable o incluso acelerada

en comparacion con el TCPH de donante compatible estandar.

1.2.3 Células NK

Utilizando sangre periférica movilizada como fuente de CD34+ y PTCY como terapia
inmunosupresora, Russo y colaboradores describieron que las células NK alorreactivas del
donante infundidas con el injerto fueron eliminadas por la ciclofosfamida. Esto se tradujo en
un retraso en la recuperacion y maduracion de células NK en la fase temprana después de la
infusion del injerto. La ausencia de células NK positivas para aldehido deshidrogenasa
(ALDH) sugirié que eran susceptibles a la citotoxicidad por ciclofosfamida, y esto luego se
confirmd mediante un ensayo in vitro de muerte celular inducida por mafosfamida, un
derivado pre-activado de la ciclofosfamida. Por otro lado, en el mismo estudio Russo y
colaboradores también informaron un pico de IL-15 en el suero de pacientes el dia +15

después del trasplante que se asocié con un aumento progresivo de células NK que expresan

un fenotipo inmaduro (CD62L+, NKG2A+, kir—) entre el dia +15 y el dia +30. La
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distribucion normal de los fenotipos NK se logro solo entre 9 y 12 meses después del
trasplante, con una disminucion de CD56brillante, NKG2A y CD62L y un aumento de los
marcadores de maduracién (CD16, CD57 y KIR). La expresion de receptores KIR volvié a
niveles normales alrededor del dia+ 60, pero la expresion de NKG2A disminuyd s6lo después
de 6 meses.

Curiosamente, en esta cohorte de pacientes, no hubo diferencias en la sobrevida libre de
progresion entre los pacientes con o sin una aloreactividad KIR prevista, lo que sugiere que
la actividad antitumoral protectora de las células NK se amortigua después de que las células

T repleten el injerto del TCHP utilizando la PTCY (23).

1.2.4 Linfocitos T

Lograr una reconstitucion aceptable de células T despues del TCPH representa un objetivo
crucial y se correlaciona con mejores resultados del trasplante. EIl deterioro de la
reconstitucion de las células T es mas pronunciado despues del agotamiento de las células T.
En el trasplante de sangre periférica movilizada utilizando el protocolo GIAC, los recuentos
de células T CD3+ fueron 125, 883, 1163 y 1308 células/uL a los 30, 90,180 y 360 dias
después del TCH, respectivamente. Las células T CD8+ se recuperaron antes que las células
T CD4+. La recuperacion de células T en el dia +90 se correlaciona con un nivel mas alto de
CD3+células en el injerto, pero no se asocidé con una mayor incidencia de enfermedad de
injerto contra huésped. Los mismos estudios resaltaron que la recuperacion de linfocitos
CDA4+ estuvo deteriorada durante todo el primer afio después del trasplante, pero no lograron

demostrar una correlacion entre el retraso en la produccion de reconstitucion de células T



CD4+ y mortalidad sin recaida (NRM) como se muestra en el entorno de donante compatible
con HLA (25). Cabe destacar que en la experiencia del GIAC el retraso de la reconstitucion
de las células T CD4+ fue compensada por el aumento proporcional de fracciones de células
T CD8+ y monocitos y la NRM fue relativamente baja (19,5 % en el grupo de haploidénticos
frente a 17,4 % para la cohorte de donantes de hermanos compatibles). Esto probablemente
se debié a las mejoras en la atencion al paciente, especialmente en el manejo de la
reactivacion del CMV. No se encontr6 asociacion entre ninguno de los recuentos de
subconjuntos de células T, células B o células NK con la mortalidad relacionada con la

recaida. (24)

1.2.5 Linfocitos B

La recuperacion de las células B es mas tardada después del TCHP. Las células B son casi
indetectables durante el primer y segundo mes y los valores normales sélo se alcanzan
alrededor de 12 meses después del trasplante. Utilizando PTCy, MMF y Tacrolimus como
profilaxis de EICH, las células B fueron indetectables hasta el dia+28. La recuperacion de
las células B comenzd desde la semana 5 con un CD38+ CD10+Fenotipo Ki-67 negativo, lo
que sugiere que el aumento en el namero de células B no se debié a la proliferacion
homeostatica de las células B transferidas sino de novo (26). Usando el protocolo GIAC, los
recuentos medios de células B no difirieron del TCHP de HLA idéntico con el TCHP

haploidentico. (24)
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1.3 Falla del injerto

El injerto de neutrofilos exitoso se define como recuento absoluto de neutréfilos <0,5 x
109/L) el dia +28 durante tres dias consecutivos y ausencia de hematopoyesis del donante.
Cuando el paciente no alcanza estas cifras celulares se considera una falla del injerto
primario, el cual incluye un rechazo del injerto (RG), definiéndose como la imposibilidad de
generar neutréfilos.

La incidencia de la falla primaria del injerto va del 2 al 15% en pacientes que se someten a
trasplante de progenitores hematopoyeticos, lo que representa un problema que contribuye a

la morbilidad y mortalidad post trasplante. (27)

El papel de los DSA (anticuerpos especificos contra el donante) en el trasplante de drganos
solidos esta bien establecido. En TCPH haploidéntico, Ciurea et al. mostraron que el 75 %
de los pacientes con DSA positivo antes del trasplante con una intensidad fluorescente media
(MFI) >1500 no lograron injertar, en comparacion con el 5 % de los pacientes con DSA
negativo. (28)

Estos anticuerpos anti-HLA se generan contra especificamente un antigeno no coincidente
del donante y es imprescindible detectar si el paciente tiene estos anticuerpos especificos
contra el donador antes del trasplante, para evitar despuestas primarias de inmunidad.
afectando el éxito del injerto una vez realizado el trasplante.

El pobre funcionamiento del injerto puede ser el resultado de una recuperacion incompleta
de células sanguineas, por lo que las cifras celulares posterior a un injerto exitoso bajan y no

logran mantenerse en los niveles 6ptimos para la mejoria del paciente.
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Existen factores que afectan el prendimiento del injerto, en lo trasplantes de médula dsea a

continuacion se enlistan los mas importantes:

e Enfermedad de injerto contra huésped.
e Medicamentos inmunosupresores.
e Infecciones o reactivaciones virales.

e Sepsis bacteriana de organismos oportunistas.

Incompatibilidad mayor en grupo sanguineo ABO.

Es importante considerar el tipo de incompatibilidad del sistema ABO (Tabla 1) que se
presenta en cada trasplante en especifico, se toma en cuenta para el tratamiento de las celulas
del donador previo a trasplantarse, como para las transfusiones posteriores al trasplante si es
que son requeridas. Cuando existe una incompatibilidad mayor las guias recomiendan que
debe de realizarse una reduccion de eritrocitos al paquete de células recolectadas del donante
y al paciente se le debe de tratar con algin medicamento inmunosupresor, siendo el

Rituximab el mas cominmente usado en nuestro centro.

Tabla 1. Incompatibilidad en el sistema ABO en el trasplante de células progenitoras
Incompatibilidad mayor Incompatibilidad menor Incompatibilidad mixta (mayor
y menor)

Grupo del Grupo del Grupo del Grupo del Grupo del Grupo del

receptor donante de receptor donante de receptor donante de
las celulas las células las células
progenitoras progenitoras progenitoras

0 A, BOAB |A BOAB 0 A, B O AB 0

A BoAB Ao AB B A B

B Ao AB B o AB A B A

Tomada de la NORMA Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos.
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1.4 Mecanismos de recaida y evasion inmune después de TCPH

haploidentico

Datos recientes han resaltado el papel fundamental del sistema inmunolégico en el control
enfermedades hematoldgicas después del TCHP y han aclarado nuestra comprension sobre
los mecanismos inmunoldgicos que subyacen a la recaida después del TCHP haploidéntico.
El trabajo de Vago y sus colegas revel6 que una proporcion sustancial de las recaidas tardias
de LMA y sindrome mielodisplasico (SMD) después de TCHP haploidéntico puede deberse
a una serie de mecanismos inmunolégicos (Figura 2)(29). Bajo la presion inmune de injerto
contra leucemia (GVL) a través de la falta de coincidencia de HLA en un entorno
haploidentico, la pérdida de heterocigosidad para el alelo HLA no coincidente es un
mecanismo de escape de la vigilancia inmune y la recaida. Otro mecanismo implica el
silenciamiento transcripcional de la molécula HLA de clase I, reduciendo asi la GVL
mediada por células T. Este efecto puede revertirse parcialmente en presencia de moléculas
inmunomoduladoras como el IFN-y o el regulador epigenético 5-azacitidina (5-aza). La
modificacion del microambiente tumoral mediante la supresion de la liberacion de
mediadores que promueven la GVL es otro mecanismo utilizado por las células leucémicas
recurrentes, que puede revertirse parcialmente mediante la administracion de agonistas de
IL-15 e infusiones de células NK que promueven la secrecion de citoquinas proinflamatorias.
Un mecanismo comun adicional de recaida implica la aparicién de agotamiento de las células
T con una regulacion positiva asociada de PD-L1 y otros receptores inhibidores. Esto Gltimo

puede revertirse mediante la administracion de inhibidores de puntos de control.
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HLA-Haploidentical Donor T cells
Immune pressure
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q5 Patient-donor mismatched HLA
RELAPSE after £

HCT
MRD before L .
HCT IL-15 agonist, Evasion inmune después del TCPH.

Checkpoint NK cell infusion
inhibitors

e  Pérdida de heterocigosidad por la
discrepancia de los haplotipos del HLA.

e  Silenciamiento transcripcional de
moléculas HLA de clase II.

e Reduccion de citocinas pro-inflamatorias
y factores de crecimiento.
e Regulacion positiva de ligandos de
1] 2'HCT with 1 control inmunolégico.

different donor

IFNy, 5-aza+DLI
Chr.6p Chr.6p LOH

Las flechas azules indican posibles estrategias terapéuticas para superar los diferentes mecanismos de evasién inmune.

Figura 2.-“Evasidon inmune después del trasplante de células progenitoras”. Adaptada de Baumeister SHC, Rambaldi B,
Shapiro RM, Romee R. Key Aspects of the Immunobiology of Haploidentical Hematopoietic Cell Transplantation. Front
Immunol. 2020 Feb 14;11:191. doi: 10.3389/fimmu.2020.00191.

La expresion general mantenida de las moléculas de clase I discordantes también evadié la
activacion de respuestas anti leucémicas mediadas por células NK que potencialmente
podrian basarse en un ligando faltante para el receptor inhibidor KIR (29).
Aproximadamente el 30% de las recaidas después del TCPH haploidéntico son atribuibles a
este mecanismo de eliminacion de los alelos HLA incompatibles, independientemente de la
profilaxis de la EICH o del medio utilizado para controlar la aloreactividad de las células T.
(30).

Toffalori et al. analizaron firmas transcripcionales especificas para las recaidas de LMA
posteriores al trasplante. Este estudio demostré una desregulacion en la coestimulacion entre
las células T del donante y las células leucémicas del huésped, con pérdida de interacciones
coestimuladoras y refuerzo de las inhibidoras (PD-1/PDL-1), Ademas, el estudio documento

la regulacion negativa de la expresion superficial de moléculas HLA clase Il en células
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leucémicas debido a la regulacion negativa del transactivador del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 11 (CIITA: coactivador transcripcional) (31).

Se encontrd que en la recaida después del TCPH los pacientes tenian una mayor proporcion
de células T infiltradas en médula 6sea que expresaban receptores TCR restringidos, en
comparacion con los pacientes que permanecian en respuesta completa, igualmente el
fenotipo de estas células T reportaba funciones efectoras deterioradas y especies reactivas a
la leucemia. Ademas, la deteccidn temprana de células T madre de memoria en médula 6sea
agotadas predijo la recaida (32).

En todos los estudios anteriores, vemos como la discrepancia en el HLA entre el donador y
el receptor afecta directamente en los resultados del TCPH, desde el tiempo de reconstitucion
celular, la supervivencia de vida del injerto, hasta el riesgo de recaida. Asi que entre mejor

se elija al donador, mejor sera el resultado en los pacientes.

1.5 Sistema del antigeno leucocitario humano (HLA)

Los estudios de histocompatibilidad que deben realizarse antes del trasplante incluyen la
tipificacion en alta resolucion de los antigenos HLA, tanto del donador como del receptor
para asi evaluar los genes HLA particulares que ha heredado cada individuo y si son
compatibles entre si para llevar a cabo el trasplante (33). Asi mismo la determinacién de los
DSA que puede tener el paciente, para saber si existe algun anticuerpo preformado que cause
una respuesta de incompatibilidad tisular y el rechazo del injerto de células progenitoras

hematopoyéticas.(34)
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En los ultimos afios, la tecnologia ha permitido hacer uso de recursos virtuales para simular
lo que se realiza en el laboratorio, acortando el tiempo de andlisis y aumentando la eficacia
de los procesos para realizar un estudio completo de histocompatibilidad antes del trasplante,
es el caso de la prueba cruzada virtual, que consiste en un estudio basado en la compatibilidad
inmunolégica del perfil de aloanticuerpos anti-HLA del paciente, comparada a la
composicion antigénica del donador, permitiendo conocer con precision y con alta
sensibilidad si un receptor posee anticuerpos 1gG contra cada uno de los antigenos del sistema
HLA del donador, por lo tanto permite identificar posibles incompatibilidades al conocer
previamente los DSA del paciente.(35)

Se ha demostrado que a mayor histocompatibilidad entre los individuos es mayor la
supervivencia del injerto y del paciente (36). Conocer la compatibilidad de los loci del
sistema HLA de cada sujeto implicado en el trasplante es un potente factor prondstico para
la respuesta del paciente al trasplante, ayudando a la toma de decisiones médicas post-
trasplante, como el suministro de inmunosupresores.

Para comprender la inmunogenicidad de los antigenos del sistema HLA, se han desarrollado
varios programas que predicen la composicion de aminoacidos de los epitopes reconocidos

por los anticuerpos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). (Figura3)
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Figura 3. Esquema y estructura 3D de la molécula CMH clase | y Il. Tomada de Abbas, Lichtman, and Pillai, 2012.

El sistema HLA desempefia un papel fundamental para el reconocimiento inmunologico que
se lleva acabo en el trasplante entre donador y receptor, es el componente primordial para el
del autorreconocimiento por parte del sistema inmunolégico del receptor por lo que
determina la compatibilidad de los tejidos entre el paciente y el donador. Los genes del HLA
muestran un alto nivel de polimorfismos con mas de 30.000 alelos descritos. (37), pero a
pesar de su alto nivel de polimorfismos los alelos del HLA suelen compartir algunos epitopes
entre ellos, lo que indica sus respectivos niveles de similitud. Por tanto, la coincidencia de
epitopes podria mejorar la asignacion del injerto. Si bien la coincidencia cléasica de genotipos
HLA se realiza a nivel alélico, se desarrollaron avances recientes para explorar el
reconocimiento anticuerpo-antigeno mediante el estudio de epitopes. La compatibilidad entre

donante y receptor a nivel epitdpico se esta convirtiendo en un tema de tendencia en el campo
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de la investigacion sobre trasplantes porque los anticuerpos anti-HLA son especificos de un

epitope en lugar de un alelo especifico.

1.6 Eplets

Los anticuerpos reconocen regiones superficiales especificas de los antigenos Illamadas
epitopes estructurales, que a su vez contienen epitopes funcionales. (38) Los epitopes
funcionales transportan residuos de aminoacidos esenciales, es decir, la sustitucion de uno
de estos residuos disminuiria significativamente la afinidad del anticuerpo por el epitope. A
estos epitopes funcionales, compuestos de 1 a 5 residuos de aminoéacidos, se les llama eplets
ubicados principalmente dentro de los dominios al-02 y al-B1 de las moléculas HLA de
clase 1 y HLA de clase Il, respectivamente. Un eplet puede constituir epitopes lineales o
tridimensionales y puede ubicarse en areas cripticas o expuestas de las proteinas HLA (39).

(figura 4)

Eplet location Surface residues within 15A |
69AA on B*27:05 :

Figura 4. Ejemplo de la estructura molecular de los eplets. Tomada de Duquesnoy et. al, 2019

Ademas, algunos eplets, como ya se menciond, son compartidos por varios alelos del HLA,
del mismo gen o de diferente, mientras que algunos son exclusivos de solo un alelo. (Figura

5). Particularmente el HLA de clase | tiene mas eplets compartidos, mientras que la clase |1
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s6lo comparten un nimero muy limitado de eplets. Esta observacion podria explicar por qué
los desajustes de los eplets de HLA de clase Il parecen ser mas inmunogénicos que los

desajustes de los eplets de clase I (40,41).

Epitope

Epiet 1 allelic mismatch

Donor 1 1 eplet mismatch

/ r" DRB1*03:01 °

Recipient \ - ™ Donor2 1 allelic mismatch
DRB1*11:02 *,’ DRB1*03:02 2 eplet mismatches
( 1]

——
——

Figura 5. Principio de concordancia de epitopes HLA. Tomada de Geffard et al, 2021

Es posible determinar la carga de discrepancia de los eplets del HLA entre el donante y el
receptor para refinar el sistema de compatibilidad, saber el nivel de discrepancia entre estos
dos, nos permite clasificar mejor el riesgo inmunoldgico entre la pareja donador-receptor en
el trasplante.

Los eplets podrian disminuir la clasificacion erronea del riesgo inmunologico postrasplante,
cuando se confirma que los anticuerpos estan dirigidos contra los eplets del donante que
faltan en el repertorio de eplets del receptor. La consideracion de eplets también puede
aumentar la sensibilidad de la evaluacion del riesgo inmunolégico, al identificar eplets no
coincidentes que podrian dar lugar a nuevos anticuerpos especificos del donante, no

detectados previamente, después del trasplante. La coincidencia de eplets puede servir como
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una estrategia racional para la mitigacién del riesgo inmunoldgico, requiriendo menos

tratamiento inmunosupresor para el paciente (42), o en su caso aumentarlo si fuera necesario.

1.7 HLA Eplet Registry

Se han puesto a disposicién varios programas informaticos para estudiar la compatibilidad
de epitopes entre donante y receptor. HLAMatchmaker se utiliza para identificar micrones
tridimensionales en la superficie molecular del HLA hacia las que se pueden dirigir los
anticuerpos. Este programa con formato Excel para el analisis de anticuerpos HLA vy la
comparacion basada en eplets define un eplet segun las diferencias dentro de tripletes
repetidos de secuencias de aminoacidos lineales. El software Fusion MatchMaker de
OneLambda Incorporated esta basado en HLAMatchmaker. Utiliza la misma base de datos
y el mismo proceso de calculo, pero también incluye datos adicionales y ofrece una
herramienta de célculo facil de usar. HLA-EMMA (HLA Epitope Mismatch Algorithm, por
sus siglas en inglés) analiza las compatibilidades HLA clase I y clase Il entre el donante y el
receptor en el nivel de aminoacidos centrandose en las discrepancias de aminoacidos
accesibles a los anticuerpos, con opciones de analisis individuales o por lotes.

El algoritmo PIRCHE (Predicted Indirectly ReCognizable HLA Epitopes, por sus siglas en
inglés) se establecié para identificar péptidos presentados por células presentadoras de
antigenos (APC) a las células T CD4 receptoras después de la digestion de residuos de
proteinas HLA. En este caso, el reconocimiento de aloantigeno se califica como indirecto ya
que las APC pertenecen al receptor. Por el contrario, HLAMatchmaker se centra en el

reconocimiento directo de aloantigenos. El algoritmo PIRCHE compara fragmentos de
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proteina HLA del receptor potencialmente detectados por células T CD8+ (presentadas por
HLA clase 1) y CD4+ (presentadas por HLA clase 11). En el trasplante de 6rganos solidos,
PIRCHE es una herramienta muy utilizada ya que considera los desajustes peptidicos del
donante presentados por las moléculas HLA clase 11 del receptor a las células T CD4+. (43)
En el caso de nuestro trabajo de investigacion se utilizara un programa disponible en la web,
basado en el reconocimiento directo de eplets y su estructura molecular, “HLA Eplet
Registry”.

Las compatibilidades entre epitopes se definen por las diferencias moleculares y estructurales
de los eplets del HLA entre el donante y el receptor; una falta de coincidencia se define por
un eplet traido por el donante y desconocido para el receptor. Es posible comparar un receptor
con uno o varios donantes potenciales, como es el caso del TCHP, o bien comparar un
donante con uno o varios receptores potenciales, herramienta que se usa en los trasplantes de
organo solido. HLA Eplet Registry permite el estudio del HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -
DQAL, y -DPBL, y ademas, permite hacer estudio en tipificacion de alta y baja resolucion.
Esta herramienta electronica es una base de datos publica que incluye 560 correspondencias
de eplets distintas transportadas por 2976 alelos de HLA alelos provenientes del Registro
Internacional de Epitopes HLA (http://www.epregistry.com.br). (44) De ellos, a 154 se les
han realizado pruebas de anticuerpos. La plataforma representa un excelente recurso para
estudiar la histocompatibilidad a nivel de epitopes y las respuestas de anticuerpos contra las
discrepancias de HLA en pacientes trasplantados. Esta base de datos considerara diferentes
propiedades de epitopes, como eplets expuestos, cubiertos, controlados por anticuerpos y no
controlados. Los eplets expuestos corresponden a los accesibles a compuestos presentes en
el medio como los anticuerpos. En consecuencia, estos eplets tienen un mayor riesgo de

inmunogenicidad en comparacion con los eplets cubiertos. Los eplets estan anotados con la
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posicion de sus primeros aminoacidos constituyentes, seguidos por el simbolo del nombre de
los aminoacidos por ejemplo 71QS, que nos indica que el eplet empieza en un aminoacido
de glutamina en la posicion 71 de la cadena seguido de una serina. Aunque esta base de datos
cubre s6lo entre el 10% y el 15% de todos los HLA descritos, representa mas del 99% del
total de los alelos HLA mas frecuentes. Solo alelos raros con frecuencia baja no estan
representados en esta base de datos.

Es importante también recalcar que los epitopes HLA participan tanto en el reconocimiento
directo como indirecto por parte del sistema inmunol6gico del huésped. Después del
trasplante, la célula presentadora de antigeno (APC) del injerto del donante migrara a los
ganglios linfaticos del receptor. Las células T CD8+ del huésped reconoceran estas células
de donantes extrafios a través de su HLA clase | y péptidos presentados de forma extrana.
Este mecanismo, denominado reconocimiento directo de aloantigeno, puede provocar un
rechazo agudo. Por otro lado, en el reconocimiento indirecto, los aloantigenos (incluidos los
péptidos derivados del HLA) del injerto se internalizan, procesan y presentan en la superficie
de la APC del receptor. Esto puede provocar un rechazo cronico mediado por células T

(Figura 6).

| Graft versus Host disease

Donor T-cells Foreign donor T-cells Donor T-cell activation,

recognize Host MHC and host > proliferation, targeting recipient
| presented peptides tissues
=5 =
7
zZ
o v ‘] HLAepitope -
- HLA-EPI ! !
Host APC .Epuopes are constituted covered ! ! covered
by few eplets at the concepts ol ) concepts
surface of HLA protein

Figura 6. Principios de reconocimientos de aloantigenos. Tomada de Geffard et al. 2021
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Siendo un importante punto inmunogénico el determinar cuantitativamente el grado de estas
diferencias, comparando los reportorios de los eplets entre el donante y el receptor, refleja
coémo sera potencialmente la interaccion de reconocimiento inmune entre las células del
donador y las del paciente. Se ha demostrado que una menor carga de diferencia en los
antigenos del sistema HLA en la pareja donador-receptor se asocia con una mayor
supervivencia del injerto, una mayor velocidad de recuperacion de la hematopoyesis, y una

menor sensibilizacion humoral en el trasplante.(45)

Los eplets estan determinados por su unién con un anticuerpo especifico, y estos complejos
epitope-paratopo resultan de muiltiples fuerzas de union fisicoquimicas que involucran las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de las cadenas pesadas y ligeras de
los anticuerpos. Los nombres de los eplets que le da la plataforma, tienen una posicion de
secuencia numérica distinta y descripciones de residuos polimorficos con codigos estandar
de aminoacidos de una sola letra. Por ejemplo, el repertorio de ABC tiene méas de 200
epitopes potenciales presentes en alelos de clase | en los paneles de Luminex. Cada epitope
tiene su propia fila y se clasifican seguin sus posiciones en la secuencia. También son

consideradas las posibles variantes como un par de epitopes u otras moléculas.

Las configuraciones que afectan la reactividad con el anticuerpo son importantes de
considerar, por lo que se crearon los modelos de residuos de aminoacidos polimérficos con
posiciones de secuencia. La reactividad de los anticuerpos se determind en ensayos de union
con paneles de un solo alelo. El registro también incluye epitopes descritos en publicaciones
de investigacion originales. De la informacién sobre la reactividad de los anticuerpos,
asignamos el estado del epitope como confirmado (bien documentado) o provisional (se

necesitan mas datos). En la actualidad, el registro tiene 69 HLA de locus A, B y C, 53
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DRB1/3/4/5, 17 DQ, 8 DP para cada epitope, el sitio web muestra su composicién de

aminoécidos y alelos HLA que comparten el epitope.

Por ejemplo, los alelos HLA-A2, B57 y B58 en el panel Luminex comparten un epitope
distinto 62GE, que puede describirse mediante 62G (glicina), 63E (acido glutdmico) y 65R
(arginina). Algunos antigenos tienen méas de un epitope Unico en diferentes posiciones de
secuencia. Por ejemplo, los alelos A1 y A36 en los paneles Luminex comparten cinco
epitopes Unicos: 44KM (descrito por 44Q, 44K, 45M y 46E), 149A + 150V + 151H y 158V.
La notacién del epitope es 44KMs, donde el subindice indica la posibilidad de cinco epitopes
distintos que no pueden distinguirse con los paneles Luminex que se utilizan actualmente

para las pruebas de anticuerpos.

Otro ejemplo es el epitope 82LR (descrito por 79R, 82L y 83R) presente en todos los
antigenos HLA-B asociados a Bw4 (familia seroldgica de epitopes) y en HLA A23, A24,
A25 y A32. Aunque se ha informado que muchos anticuerpos son monoespecificos para
82LR, otros reconocen epitopes relacionados presentes en subgrupos de antigenos portadores
de 82LR que comparten configuraciones de residuos Unicas adicionales. Por ejemplo, ciertos
anticuerpos reaccionan con todos los antigenos HLA-B portadores de 82LR pero no con los
HLA-A23, A24, A25 y A32 portadores de 82LR; estos antigenos HLA-B comparten un
residuo de glutamina (Q) en la posicion 43, mientras que los antigenos HLA-A tienen una

fenilalanina o 43P. (46)

Los epitopes de otros loci HLA tienen nombres y descripciones de residuos con formato
similar. Se utilizan bases de datos de epitopes de clase Il separadas para DRB1/3/4/5, DQB

+ DQA y DPB + DPA. Por ejemplo, DRB1*01, DRB5*01 y DRB5*02 comparten el epitope
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96EV descrito por el grupo 96E, 98K y 180V en ubicaciones de secuencia discontinua. Las
moléculas HLADQ y HLA-DP son heterodimeros de cadenas alfa y beta, la plataforma tiene
anotaciones de epitopes para todos ellos. Por ejemplo, DQB1*02 y *03:02 (DQ8) comparten

el epitope 56PA y DQA1*02, *04 y *06 tienen el epitope 75IL.

Cabe sefalar que los epitopes DQ se asignan Unicamente a las moléculas DQB1-DQAL y no

a DQB2-DQAZ2, que no se expresan en la membrana celular. (47)

Los epitopes HLA-DP se enumeran segun cadenas y ubicaciones de secuencia. Por ejemplo,

los alelos DPB1*03, *14 y *28 comparten el epitope 65LK, y DPA1*02 y *04 comparten el

epitope 50RA. Aunque los epitopes de reaccion cruzada compartidos entre diferentes

antigenos DR, DQ y DP son raros, existen algunas excepciones notables. Por ejemplo, los

anticuerpos contra 57DE en los alelos DRB1*11 a menudo reaccionan de forma cruzada con
55DE en DPB1*02, *03, *04:02, *06, *09, *10 *14, *16, *17, *18, *20 y *28. (48) Todos
estos son ejemplos de algunos epitopes que se han estudiado y como es que se puede predecir

la interaccion que habra entre los eplets discordantes en el trasplante.

Como se describié anteriormente, cada base de datos comprende una lista de epitopes
potenciales que se puede predecir que servirdn como sitios de reconocimiento para
anticuerpos especificos. HLA Eplet Registry tiene como objetivo documentar epitopes que
han sido verificados experimentalmente con anticuerpos especificos informativos. El sitio
web también clasifica la reactividad de cada uno de los eplets, haciendo una clasificacion de
muy baja, baja, media, alta y muy alta reactividad. Esta clasificacion de los epitopes definidos
por anticuerpos depende del patron de reactividad del anticuerpo con un panel informativo

HLA. En contraste con la definicion de alelos HLA, que se basa Unicamente en diferencias
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de aminoé&cidos o nucleotidos en cualquier posicidn de secuencia, los eplets HLA se definen
por criterios distintos. Los epitopes del HLA podria ser estructuralmente equivalentes a un
aminoécido en distintas configuraciones y posiciones accesibles a los anticuerpos. Ademas,
los epitopes estan determinados por su unién con un anticuerpo especifico y estos complejos
epitope-paratopo resultan de maltiples uniones de fuerzas fisicoquimicas que implican la

complementariedad determinante regiones de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos.

Para cada epitope definido por anticuerpo, un cuadro de enlace en la pagina web proporciona
informacion sobre el patron de reactividad del anticuerpo, asi como la fuente del anticuerpo
con el que se estudid, informacion sobre el evento de inmunizacion, incluyendo los HLA
utilizados para la produccion de anticuerpos e los del inmunizador. Los patrones de
reactividad de anticuerpos registrados se basan principalmente en ensayos de union directa
(Luminex), preferiblemente con paneles de un solo alelo. Hay una cantidad considerable de
informacion publicada sobre epitopes definidos por anticuerpos que se ha registrado en el

sitio web.

Estos enlaces citan a investigadores que brindan informacion sobre la reactividad de los

anticuerpos, asi como nombres locales de epitopes y referencias bibliograficas especificas.

El sitio web también tiene un enlace a la informacion de frecuencia de epitopes en diferentes
poblaciones; las cuales se han calculado a partir del Centro para la Investigacion

Internacional de Trasplantes de Sangre y Médula (CIBMTR).

La distincion entre epitopes HLA y los antigenos son importantes no solo para la

determinacion del desajuste para pacientes sensibilizados, sino también para una mejor
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comprension de la inmunidad humoral, la cual es una consecuencia a la respuesta de una
discrepancia de HLA, por lo que informacion detallada sobre la estructura molecular del
HLA y las secuencias de aminoacidos que conforman estas moléculas ha permitido
determinar la base estructural de los epitopes HLA. Sin embargo, la verdadera existencia de
los epitopes s6lo puede comprobarse con anticuerpos especificos. Por lo que este sitio web

nos permite enlistar los eplets que son clinicamente importantes.

Aungue muchos epitopes HLA definidos por anticuerpos corresponden a configuraciones
simples de aminoacidos bien establecidas, se debe esperar que muchos otros tengan una
composicion mas compleja. Por lo que se han estudiado estas uniones y se tienen en cuanta
para hacer el patron de reactividad de cada uno de los eplets con los DSA encontrados. La
informacion sobre los epitopes estructurales correspondientes nos hacen una distincion entre
la antigenicidad del epitope (la capacidad de reaccionar con anticuerpos) y la

inmunogenicidad (la capacidad de inducir una respuesta de anticuerpos) (49)

Aunque el concepto de coincidencia de epitopes parece prometedor para evaluar la
asignacion del injerto, aun falta algo de informacion, especialmente con respecto a la
inmunogenicidad de cada eplet individual. De hecho, dos combinaciones de donante-receptor
con el mismo numero de discrepancias entre epitopes pueden exhibir esquemas de
inmunogenicidad muy diferentes. Ademas, es muy probable que la inmunogenicidad de un
eplet individual varie de un receptor a otro y, por tanto, cambie el curso del injerto en cada

paciente.
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1.8 Antecedentes de estudios de eplets en pacientes hematologicos

Si bien amplios estudios han demostrado que la disparidad de HLA se asocia con un mayor
riesgo de EICH y un tiempo mas prolongado hasta el injerto, lo que lleva a un mal pronéstico
de pares receptor-donante no compatibles con HLA en trasplantes de donantes no
emparentados. Los primeros estudios se centraron en el nimero de antigenos o alelos HLA
no coincidentes, y la cuantificacion de los antigenos y alelos HLA se prioriza en la seleccién
de donantes (50). Los patrones prondsticos de discrepancia de HLA también se han
investigado basandose en haplotipos de HLA (51). Sin embargo, aun no se comprende
completamente qué subyace al efecto heterogéneo de la falta de coincidencia de HLA en los

resultados del TCHP.

Para aclarar la heterogeneidad en la inmunogenicidad de la disparidad HLA, ha habido
muchos intentos de identificar patrones especificos de sustitucion de aminoacidos asociados
con un mal pronostico después del TCPH. (52). Un estudio anterior del Programa Japonés de
Donantes de Médula (JMDP) informé combinaciones no permisivas de desajustes de alelos
HLA basadas en la asociacion con la EICH aguda grave de grado I11-1V, que es un marcador
solido de aloreactividad en el TCPH (53). Un estudio posterior del JMDP mostré una
asociacion significativa entre el HLAC*14:02 no coincidente del paciente y la EICHa grave
(54). Para comprender la inmunogenicidad de las secuencias de aminoacidos en pares HLA
no coincidentes, se han desarrollado varios métodos para predecir epitopes reconocidos por

el sistema inmunologico. (55)

Duquesnoy et al. establecié el algoritmo HLAMatchmaker (HLAMM) basado en la

prediccion in silico combinada con una reaccidn in vitro antigeno-anticuerpo para identificar
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epitopes de células B presentados como tripletes, a los que llamaron ‘eplets' (56). Duqueshoy
et al. encontraron que no se pudo encontrar una asociacion significativa entre la falta de
coincidencia de los eplets con los resultados del trasplante en trasplantes de médula 6sea no
relacionados (UR-BMT) (24). EI TCMH haploidéntico HLA (haplo-TCPH) que utiliza
profilaxis de la EICH (PTCy) basada en ciclofosfamida postrasplante en dosis altas se ha
utilizado ampliamente porque la PTCy suprime las células T alorreactivas y previene la EICH
aguda y cronica. (57). Varios estudios investigaron la asociacion de la coincidencia de eplets
en haplo-HSCT utilizando PTCy. Rimando et al. informaron que la compatibilidad con
eplets para HLA clase 1l en la direccion GVH se asocié con la incidencia de recaida en
pacientes que recibieron haplo- HSCT utilizando PTCy (58). Zou et al. demostraron que la
falta de coincidencia de eplets HLA-B se asociaba con EICHa en pacientes que recibieron
haplo-HSCT utilizando PTCy en un estudio de un solo centro, pero no pudieron validar los
resultados en los datos de registro del Centro para la Investigacion Internacional de

Trasplantes de Sangre y Médula (CIBMTR) (59)

La importancia y consecuencias clinicas de la falta de concordancia entre eplets de la pareja
donador-receptor también han sido estudiadas en la Universidad de Texas MD Anderson
Cancer Center por Jun Zou y colaboradores, encontrando la relevancia clinica en el loci HLA
DP, determinando que, a mayor similitud de los eplets de este loci, existe menor riesgo de

EICH y una disminucion del riesgo de recaida de la enfermedad (60).

Otro estudio, realizado en la misma universidad estudio el grado de discordancia molecular

entre los loci HLA individuales, concluyendo que la carga de esta diferencia de eplets en
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distintos loci tiene diferentes efectos sobre los resultados clinicos en el TCHP. En clase I,
un menor desajuste molecular del loci HLA-A esté asociado con una mejor supervivencia
global y un decremento de EICH, por lo tanto, una disminucién del riesgo de recaida.
Haciendo un analisis multivariable, una mayor discrepancia entre eplets en el loci HLA-B,
se asocia con una mayor incidencia de enfermedad aguda injerto contra huésped de grado |11
y IV. Se desarroll6 un algoritmo que define las incompatibilidades de HLA-DPB1
permisivas y no permisivas en base a patrones de reactividad de células T de reaccion
cruzada. Se sugiri6 que las incompatibilidades permisivas no darian como resultado
respuestas de células T, mientras que se esperaba que se generaran respuestas fuertes de

celulas T contra las no permisivas.(61)

2. Justificacion

El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas es una terapia curativa utilizada en
pacientes que desarrollan neoplasias malignas hematoldgicas y que no responde a otros
tratamientos, a pesar de que la terapia inmunosupresora moderna y las intervenciones de
trasplante han mejorado significativamente con el paso de los afios, aun existe una tasa alta
de complicaciones postrasplante, una de la mas prevalente es la EICH la cual ocurre en 20 a
80% de los receptores con 15% de mortalidad (62). Esta bien establecido que los pacientes
gue se someten a un trasplante de células hematopoyéticas de un donante que no es totalmente
compatible con el HLA, son mas propensos a tener una mayor incidencia de EICH aguda y

resultados clinicos més desfavorables.
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Para todo centro médico, el bienestar del paciente y la mejoria clinica ante su padecimiento
son la prioridad, por lo tanto, si se establecen protocolos que puedan mejorar la eleccion de
los donadores y actuar anticipadamente utilizando los eplets como un factor predictor del
grado de la respuesta inmune que va a desarrollar el paciente ante las células hematopoyéticas

del donador aumentaria la tasa de éxito de trasplantes hematopoyéticos.

Actualmente el tema de la disparidad molecular en HLA cuantificada por la carga de
diferencia de eplets en el trasplante haploidéntico es mas estudiado en el trasplante de
6rganos sélidos, sin embargo, en el TCPH existe informacién limitada, que representa un

area de oportunidad relevante de investigacion en el area.

3. Objetivo general

Determinar la importancia de la discordancia entre los eplets del donador y del receptor como

factor predictor del resultado del trasplante de células hematopoyéticas.

3.1 Objetivos especificos

1.- Investigar el impacto de la discordancia de eplets de moléculas HLA de clase | sobre la
sobrevida general y sobrevida libre de evento de los pacientes que recibieron un trasplante

haploidéntico de células hematopoyéticas.

2.- Investigar el impacto de la discordancia de eplets de moléculas HLA de clase 11 sobre la
sobrevida general y sobrevida libre de evento de los pacientes que recibieron un trasplante

haploidéntico de células hematopoyéticas.
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3.- Investigar el impacto de la discordancia de eplets de moléculas HLA de clase | y clase 11
con el tiempo de recuperacion del injerto, plaquetas y neutrofilos, tiempo de hospitalizacion,

con la enfermedad injerto contra huésped, recaida o progresion y muerte.

4. Hipdtesis nula

Una mayor concordancia de eplets entre donador y receptor se asocia a una mayor velocidad

de recuperacion hematopoyética y a una tasa menor de complicaciones postrasplante.
5. Hipotesis alterna

Una mayor concordancia de eplets entre donador y receptor no se asocia a una mayor
velocidad de recuperacion hematopoyética y a una tasa menor de complicaciones

postrasplante.

6.Disefio metodologico

El estudio serd retrospectivo, por lo que solo se analizaran las bases de datos con la
informacion clinica completa de los pacientes que entran dentro de la categoria de trasplante
haploidéntico y que recibieron un acondicionamiento de intensidad reducida en el Servicio
de Hematologia del Departamento de Medicina Interna del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”, en el periodo de mayo del 2019 a febrero del 2024, que cuenten con los
estudios de histocompatibilidad completos previos al trasplante. Posteriormente se analizaran
los datos recopilados de dichos estudios en la plataforma “HLA Eplet Registry” para

determinar la carga de la diferencia entre los eplets del donador y del paciente e investigar si
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existe una asociacion entre la discordancia de eplets y el desarrollo de eventos clinicos

adversos.

6.1 Aspectos éticos

Esta investigacion es un estudio retrospectivo, documental, y no habra intervencion directa
con el paciente, ni incluird informacién personal de los sujetos incluidos, teniendo acceso
solo a su expediente clinico para documentar su evolucion post-trasplante y los resultados de
los estudios de laboratorio pertinentes. EIl presente estudio corresponde a una investigacion
sin riesgo segun la clasificacion del riesgo del estudio de acuerdo con el articulo 17 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, (63) el
proyecto debera ser evaluado y, en su caso, aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
y Comité de Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la

Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

6.2 Confidencialidad de la informacion

No se incluira informacion personal de los pacientes, se les identificard solamente con un
namero progresivo y el nimero de registro con el que se realizaron los estudios de rutina

dentro del servicio.

6.3 Criterios de Inclusion

1.- Pacientes que recibieron un trasplante haploidénticos con un régimen de
acondicionamiento de intensidad reducida.

2.- Pacientes gue tengan una determinacion HLA de alta resolucion propia y del donador.
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3.- Pacientes que cuenten con el expediente clinico completo.

6.4 Criterios de exclusion:

1.- Pacientes con expediente clinico incompleto

2.-Pacientes que recibieron un trasplante HLA-idéntico.

3.- Pacientes que recibieron un trasplante autélogo.

4.- Falta del estudio de HLA de alta resolucién en el donador o el receptor.

6.5 Criterios de eliminacion

1.- Pacientes que no tengan informacion completa en el expediente clinico después del

trasplante.

7. Estudios de laboratorio

Los estudios de laboratorio que se van a analizar son los HLA de alta resolucion de ambos,
donador y receptor, y los antigenos mas recientes antes del trasplante del paciente. Estos
estudios forman parte del protocolo de trasplante realizado de rutina en el centro, por lo que
solo se tomaran los resultados de la base de datos del Servicio de Hematologia del

Departamento de Medicina Interna.

7.1 Determinacion de HLA

También conocidos como antigenos HLA (por sus siglas en inglés human leukocyte

antigens), son aquellos antigenos que al ser expresados por las células marcan la diferencia
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entre lo propio y lo extrafio, por lo tanto si se detectan epitopes pertenecientes al donante
incompatibles con el receptor se genera una respuesta inmune, la cual, dependiendo de su
intensidad, determina el grado de aceptacion o rechazo del injerto. La expresion de estos
antigenos en el ser humano esté regulada por un conjunto de genes agrupados en el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MCH, por sus siglas en inglés) que se encuentra en el brazo

corto del cromosoma 6 humano (segmento 6p21.3). (64)

La clasificacion de los antigenos HLA es la siguiente:

e Clase I, se denominan HLA A, B y C, son expresados en las plaquetas y en todas las
células del cuerpo, con excepcion de los eritrocitos, neuronas y el trofoblasto fetal.

e Clase II, denominados HLA-DP, -DQ y -DR, se encuentran en las celulas
presentadoras de antigenos, como macrofagos, linfocitos B y T, células dendriticas,
células epiteliales del timo, células de Langerhans y células de Kupffer. Estas

moléculas estan mas relacionados con inmunorregulacion. (65)

Existen varios procesos de tipificacion molecular de genes HLA, el método que se utiliza en
el Laboratorio de Medicina Molecular e Histocompatibilidad del Servicio de Hematologia es
el de sondas de oligonucledtidos secuencia especifica (SSO), este método emplea la
tecnologia Luminex®, por medio de la cual el ADN extraido del paciente se amplifica por la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando un primer especifico. El producto de
PCR esta biotinilado, lo que permite su deteccién con estreptavidina conjugada con r-
ficoeritrina (SAPE). (Figura 7)

El producto de PCR se desnaturaliza y se vuelve a hibridar con sondas de ADN

complementarias conjugadas con microesferas marcadas de forma fluorescente. Un
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analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada

microesfera, generando una lectura de intensidad media de fluorescencia (MIF).
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Figura 7.-Esquema del proceso de tipificacion de HLA por sondas de oligonucledtidos secuencia
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Las sondas que permiten la tipificacion de los genes HLA clase | amplifican y reconocen

exones 2 y 3, sin embargo estos kits cuentan con una resolucién extendida, ya que también

detectan algunos polimorfismos los exones 4 y 5 correspondientes a locus de HLA Ay B. El

locus C de Clase | amplifica los exones 4, 5, 6 y 7. El producto DRB1 de Clase Il solo

amplifica y apunta al exdn 2, por lo cual la diferencia es el uso de mas microesferas

magnéticas. (66)
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7.2 Anticuerpos anti-HLA del receptor especificos contra el donador.

El desarrollo de DSA se da tras el reconocimiento de HLA no propio por el sistema
inmunoldgico del receptor y genera diversas complicaciones importantes en el trasplante.
Hay estudios reportados que asocian la presencia de estos anticuerpos con una supervivencia
inferior del injerto, menor calidad de vida del paciente, por consecuente mayores costos de
atencion médica.

El paso inicial en la generacién de anticuerpos DSA anti-HLA es la exposicion a un péptido
HLA ajeno que se reconoce por un linfocito B; este proceso de sensibilizacion puede ocurrir
por diversas situaciones de exposicion antigénica como lo son el embarazo, trasfusiones de
sangre, trasplantes, etc. Entre mas sensibilizado esté el paciente existe una mayor
probabilidad que genere DSA, siendo el caso de la mayoria de los pacientes con
enfermedades hematologicas, siendo trasfundidos multiples ocasiones antes de recibir el
trasplante, por lo tanto, aumenta la posibilidad de rechazo del injerto o de EICH. (67)

El método utilizado para esta prueba de histocompatibilidad es el ensayo de microesferas de
Luminex®. El principio de la prueba consiste en incubar la muestra de suero del paciente con
microesferas magnéticas, cada una estas microesferas esta recubierta de moléculas de un solo
antigeno HLA, por lo que si esta presente el anticuerpo este se pagara a la microesfera durante
la incubacion. Posteriormente se afiade un anticuerpo anti-lgG humana conjugado con
ficoeritrina, para que la previa unién antigeno-anticuerpo pueda ser detectada por el software
del equipo (Figura 8).

La MFI de cada microesfera es comparada con la sefial emitida por el control negativo,

determinando un valor positivo si esta diferencia es mayor o igual a 1000 MFI.
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Figura 8: Esquema de la deteccidn de DSA por perlas de Luminex®. Tomada de Mulley y Kanellis, 2010

8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé en el software IBM SPSS Statistics para Windows v. 22.0.
Utilizando la regresion de riesgos proporcionales de Cox univariada y multivariada se
determino la incidencia acumulada de los principales eventos identificados, el impacto de las
variables, los scores de epitopes (SE) y el grado de discordancia entre eplets (MM) en las
tasas de supervivencia.

Se determinara la incidencia acumulada de los principales eventos identificados en el anélisis
de Cox. Los SE y los MM se analizaron como variables continuas y variables categoricas.
Para comparaciones multiples, se considerd estadisticamente significativos valores de P
<0.05.
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9. Resultados

Para abordar el impacto de la disparidad de los eplets en los TCPH se reclutaron los datos de
diversas variables de los pacientes, para asi analizar los siguientes puntos: la incidencia de
recaida, la supervivencia general (SG), supervivencia libre de evento (SLE), la EICH aguda
y cronica, diagnostico y clasificacion utilizando criterios estandar (68,69), tiempo de
recuperacion de neutréfilos y plaquetas y fracaso del injerto en los casos reportados. La SG
se definié como el tiempo desde el dia 0 del TCPH hasta el momento del Gltimo seguimiento
o la muerte por cualquier causa. La SLE fue definida como el tiempo desde el dia O del
TCPH hasta la recaida o la muerte por una causa distinta a la recaida de la enfermedad. La
recaida se definio en funcion de la evidencia morfologica y clinica de la actividad de la
enfermedad. Eltiempo de recuperacion del injerto de neutrdfilos se definié como un recuento
mayor de 500 células por microlitro en tres dias consecutivos, de igual manera, el tiempo de
prendimiento de plaquetas se definid6 como un recuento de plaquetas mayor o igual a 20 000
por microlitro, manteniendo los valores durante tres dias, sin necesidad de soporte
transfusional. El fracaso primario del injerto fue definido como quimerismo indetectable
(<5%) del donante en pruebas repetidas en ausencia de recaida de la enfermedad que
conduzca a la muerte o retrasplante. El estadio de la enfermedad antes del trasplante se
defini6 en base a criterios clinicos y basandose en la enfermedad minima residual del

paciente.

Las caracteristicas del paciente y del TCPH se resumieron mediante estadistica descriptiva.
Las variables categdricas se informaron como frecuencia y porcentaje; variables continuas,
como mediana y rango. La puntuacién MM también se analizd en cuartiles en andlisis

exploratorios. El analisis de regresion multivariable se basdé en el modelo de riesgos
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proporcionales de Cox. Todas las variables clinicas se probaron para confirmar el supuesto
de riesgos proporcionales, y aquellas que violaban el supuesto de riesgos proporcionales se

ajustaron mediante estratificacion.

La mediana de edad de la cohorte de estudio fue de 20 afios (rango de 1 a 70 afios). Las
caracteristicas de los pacientes y donadores se resumen en la tabla 2. El diagnostico previo
al TCPH fue leucemia linfoblastica aguda en 47 pacientes (41%), leucemia mieloide aguda
en 34 (30%), anemia aplasica en 13 (11%), linfoma hodking en 9 (8%), sindrome
mielodisplasico en 2 (2%) y algunos otros diagnosticos como leucemia mielomonocitica
cronica, linfohistiocitosis hemofagocitica, micosis fungoide, histiocitosis de celulas de
Langerhans; mucopolisacaridosis, linfohistiocitosis hemofagocitica; linfoma cutaneo de

células T, y anemia Fanconi que solo corresponde a 1 paciente cada diagnostico. (1%).

La mediana de duracion del seguimiento en los pacientes supervivientes fue de 7 meses
(rango, 1 a 52 meses). Treinta y dos (28%) fallecieron y 7 pacientes (6.1%) presentaron
recaida en el momento del Gltimo seguimiento. Setenta y seis pacientes (66.7%) desarrollaron
EICH agudo (cualquier grado) y 26 (22,8%) desarrollaron EICH crénico. La mediana del
tiempo hasta el prendimiento de neutréfilos fue de 14 dias (rango, 10 a 24 dias), la mediana
del tiempo hasta el prendimiento plaquetario fue de 14 dias (rango, 10 a 29 dias). Cinco

pacientes (4.3%) tuvieron fracaso del injerto. (Tabla 3).
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Tabla 2. Principales caracteristicas sociodemograficas de 114 pacientes
que recibieron un trasplante periférico haploidéntico de progenitores
hematopoyéticos en un centro académico en el noreste de México.

Variable n=114
Edad del receptor, afios, mediana (rango) 20 (1-70)
Diagnosticos, n (%)
LLA 47 (41.2)
LMA 34 (29.8)
LH 9(7.9)
LNH 3(2.6)
AA 13 (11.4)
SMD 2(1.8)
HCL 1(0.9)
MPS | 1(0.9)
LHH 1(0.9)
CTCL 1(0.9)
AF 1(0.9)
LMC 1(0.9)
Edad del donador, afios, mediana (rango) 33 (4-69)
Sexo receptor, n (%)
Hombre 71 (62.3)
Mujer 43 (37.7)
Parentesco donador/receptor, n (%)
Madre 20 (17.5)
Padre 30 (26.3)
Hija 4 (3.5)
Hijo 7(6.1)
Hermana 19 (16.7)
Hermano 34 (29.8)
Compatibilidad de sexo donador/receptor, n (%)
Hombre/hombre 49 (43)
Hombre/mujer 21 (18.4)
Mujer/hombre 22 (19.3)
Mujer/mujer 22 (19.3)
Incompatibilidad ABO, n (%) 25 (21.9)
Incompatibilidad ABO mayor 13 (11.4)
Incompatibilidad ABO menor 12 (10.5)
Seroestatus IgG CMYV donador/receptor, n (%)
Positivo/positivo 65 (57)
Positivo/negativo 18 (15.8)
Negativo/positivo 22 (19.3)
Negativo/negativo 9(7.9)
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Abreviaturas: LLA, leucemia linfoblastica aguda; LMA, leucemia mieloide aguda;
LH, linfoma Hodgkin; LNH, linfoma no Hodgkin; AA, anemia aplésica; SMD,
sindrome mielodisplasico; HCL, histiocitosis de células de Langerhans; MPS 1,
mucopolisacaridosis tipo I; LHH, linfohistiocitosis hemofagocitica; CTCL,
linfoma cutaneo de células T; AF, anemia ferropénica; LMMC, leucemia
mielomonaocitica crénica; CMV, citomegalovirus.

Tabla 3. Datos clinicos y evolucién.
Variable n=114

Prendimiento en dias, mediana (rango)

Mieloide 14 (10-24)

Plaquetario 14 (10-29)
Requerimientos transfusionales,
mediana (rango)

Concentrado eritrocitario 2 (1-43)

Concentrado plaquetario 9 (2-119)

Aféresis plaquetaria 2 (1-21)
Polis transfundidos, n (%)*

Si 32 (28.1)

No 82 (71.9)
admisién hospitalaria, n (%) 80 (70.1)
(Dr;arl]sgg)e hospitalizacion, mediana 13.5 (1-90)
EICHa, n (%)

Presente 76 (66.7)

Ausente 38 (33.3)
Grado de EICHa, n (%)

0-2 59 (77.6)

3-4 17 (22.4)
EICHCc, n (%)

Presente 26 (22.8)

Ausente 88 (77.2)
Infecciones, n (%) 53 (46.5)
Seguimiento en meses, mediana (rango) 7 (1-52)
* Se tomd en cuenta como politransfundidos aquellos que
recibieron >= 20 transfusiones.
Abreviaturas: EICHa, enfermedad injerto contra huésped
aguda; EICHc, enfermedad injerto contra huésped cronica.
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La supervivencia global a los 2 afios fue del 64.9 %. La sobrevida libre de progresion a los
2 afos fue del 54.5%. (Figura 7-A,B). En el anélisis univariado la variable con mayor
impacto (p = 0.002) en la supervivencia del paciente fue la necesidad de requerimientos
transfusionales de hemocomponentes (Figura 8). Se consideré como politransfundidos
aquellos pacientes que hayan requerido > 20 transfusiones en el periodo descrito. La
supervivencia global de los pacientes que no han sido poli transfundidos fue del 71.8% a

diferencia de los que recibieron mas de 20 transfusiones con una sobrevida del 46.5%.
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Figura 7. (A) Supervivencia global y (B) sobrevida libre de progresiéon a 24 meses de 114 pacientes que
recibieron un trasplante periférico haploidéntico de progenitores hematopoyéticos en el periodo de 2019-
2024,
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Figura 8. Supervivencia global de 114 paciente en base a requerimientos transfusionales de
hemocomponentes.

Se cuantificaron los eplets discordantes de HLA de clase | (tabla 4) y los de HLA de clase II
(tabla 5). Se separaron en 5 grupos, dependiendo del nimero de discordancias para realizar
el andlisis. Encontrando que la mayor parte de los pacientes tiene de 0-10 discrepancias en

cada locus.
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Tabla 4. Discordancia de Eplets entre
114 pacientes y sus donadores.

Clase | MM, n (%)

Tabla 5. Discordancia de Eplets entre
114 pacientes y sus donadores.

Clase Il MM, n (%)

0-5 38 (33.3)
6-10 38 (33.3)
11-15 20 (17.5)
16-20 15 (13.2)
>20 3(2.6)

Abreviatura;: MM, mis match.

0-5 15 (13.2)
6-10 6 (5.3)
11-15 27 (23.7)
16-20 24 (21.1)
>20 42 (36.8)
Eplets MM Locus A, n (%)

0-5 55 (48.2)
6-10 28 (24.6)
11-15 19 (16.7)
16-20 11 (9.6)
>20 1(0.9)
Eplets MM Locus B, n (%)

0-5 56 (49.1)
6-10 40 (35.1)
11-15 14 (12.3)
16-20 3(2.6)
>20 1(0.9)
Eplets MM Locus C, n (%)

0-5 57 (50)
6-10 45 (39.5)
11-15 12 (10.5)
16-20 0
>20 0

Abreviatura: MM, mis match.
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En el andlisis estadistico univariado en las moléculas de HLA clase I, se observa que aquellos
pacientes con una discordancia de Eplets >11 tuvieron una menor sobrevida que los que
tuvieron < 10, con un valor de significancia del 0.049. Los que tuvieron discordancia en >20
de Eplets tuvieron una sobrevida del 54.4% a 2 afios después del trasplante, los que tuvieron
discordancia en 11 a 15 Eplets lograron una sobrevida del 57.3% y los que tuvieron 16 a 20
Eplets discordantes sobrevivieron el 66.9%, (Figura 9A).

En cuanto a las moléculas de HLA clase Il, podemos observar que no hubo diferencia
significativa (p= 0.226) estadisticamente hablando entre discordancia de Eplets y la
sobrevida. Un hallazgo particularmente llamativo es que los pacientes que tuvieron
discordancia de > 6 a < 15 tuvieron una menor sobrevida que aquellos que tuvieron igual o
mas de 20 Eplets discordantes. Los pacientes con mejor sobrevida a 2 afios (81.9%) fueron
los que tuvieron discordancia en menos de 5 Eplets, mientras que los que tuvieron
discordancia de 11 a 15 Eplets tuvieron la menor sobrevida de toda la cohorte (51.6%).
(Figura 9B); estos datos deben interpretarse con cautela debido al nimero reducido de

pacientes en el grupo de >20 MM con solo 3.
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Figura 9. Supervivencia global del total de la cohorte en base al nimero de discordancia de eplets en
moléculas HLA clase | (A) y moléculas HLA clase Il (B).
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En el andlisis estadistico incluyendo las variables clinicas de interés se encontrdé una
asociacion significativa entre la SG y la EICHa en el analisis uni y multivariado, p= 0.033 y
p=0.018, respectivamente. En cuanto a la SLE, los valores fueron p=0.018 en el univariado,
y p= 0.007, en el multivariado. Con relacion a la influencia de las infecciones en la SG, se
encontrd una asociacion significativa con un mayor nimero de MM, p=0.014 en el anlisis
univariado y p= 0.016 en el multivariado. Los pacientes poli transfundidos tuvieron una
menor SG, con p=0.004, sin mantener significado en el multivariado, p=0.097; estos datos
se muestran en la Tabla 6.

Al analizar el nimero de eplets discordantes entre donador y receptor (MM, por sus siglas en
ingles Missmatch) (tabla 7) y su relacion con la SG se observo que los MM del locus B se
asociaron significativamente a la misma en el andlisis univariado, p=0.28, sin embargo
después del ajuste multivariado no se retuvo la significancia, p=0.055; es importante resaltar
que este valor esta cerca del punto de corte para ser significativo, lo que sugiere que con un
nimero mayor de pacientes analizados el numero de MM en el locus B de clase I pudiera
retener su significado estadistico en el analisis multivariado.

En contraste con la SG, en la SLE si se encontr6 una asociacion significativa con la carga de
discrepancias de eplets en el locus B, p=0.034, misma que se mantuvo significativa en el

andlisis multivariado, p=0.013.
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Tabla 6. Hazard ratios (HR) para Muerte (Sobrevida Global, SG) y (Sobrevida Libre de Eventos, SLE)
segun el andlisis de regresion proporcional de Cox y su asociacion con caracteristicas epidemiolégicas
y clinicas de pacientes que recibieron un trasplante haploidéntico.

SG SLE
Univariado Multivariado Univariado Multivariado
HR HR HR HR
n (95% ClI) p (95% ClI) p (95% CI) p (95% CI) p
Género del receptor 114 0.912 0.799 1.014 0.966
(0.45-1.84) (0.53-1.93)
Masculino 71
Femenino 43
Edad 114 1.434 0.062 1.412 .052
(0.98-2.09) (0.99-1.99)
1-20 58
21-40 44
41-60 7
>60 5
Compatibilidad de 114 0.979 0.894 0.982 0.899
género del (0.72-1.32) (0.74-1.29)
donador/receptor
MM 49
MF 21
FM 22
FF 22
Incompatibilidad 25 0.443 0.239 0.502 0.261
ABO (0.11-1.71) (0.15-1.67)
Menor 12
Mayor 13
Poli-trasfusiones 114 2.804 0.004 1.871 0.097 2.813 0.001 2.051 .035
(1.39-5.63) (0.89-3.92) (1.49-5.30) (1.05-3.99)
<20 82
>20 32
EICHa 114 0.466 0.033 2.452 0.018 0.463 0.018 2.532 0.007
(0.23-0.94) (1.16-5.16) (0.24-0.87) (1.29-4.94)
Presente 76
Ausente 38
Infecciones 114 25(1.2- 0.014 0.391 0.016 2.083 .026 0.452 0.021
5.19) (0.18-0.83) (1.09-3.97) (0.23-0.88)
Presentes 53
Ausentes 61
CMV-IgG 114 0.982 0.915 0.971 0.855
donor/receptor (0.69-1.38) (0.71-1.32)
() 65
QIO 18
()+) 22
()6 9
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Tabla 7. Hazard ratios (HR) para Sobrevida Global, (SG) y Sobrevida Libre de Evento, (SLE)
segun el analisis de regresion proporcional de Cox y su asociacion con el namero de eplets
discordantes (MM) en los antigenos HLA de Clase | y Clase Il de pacientes que recibieron un

trasplante haploidéntico.

SG SLE
Univariado Multivariado HR Univariado HR Multivariado HR
HR
n (95% ClI) p (95% ClI) p (95% CI) p (95% ClI) p

MM eplets 114 1.169 0.322 1.173 0.261
locus A (0.85-1.59) (0.88-1.54)

0-5 55

6-10 28

11-15 19

16-20 11

>20 1
MM eplets 114 1.488 0.028 1.576 0.055 1.426 0.034 1.605 0.013
locus B (1.04-2.11) (0.99-2.5) (1.02-1.97) (1.10-2.32)

0-5 56

6-10 40

11-15 14

16-20 3

>20 1
MM eplets 114 0.988 0.964 0.845 0.498
locus C (0.58-1.65) (0.51-1.37)

0-5 57

6-10 45

11-15 12

16-20 0

>20 0
MM eplets 114 1.263 0.111 1.078 0.584
locus DRB1 (0.94-1.68) (0.82-1.41)

0-5 38

6-10 38

11-15 20

16-20 15

>20 3
MM HLA 1.355 0.049 111 0.539 1.297 0.057
Clase-I (1-1.83) (0.79-1.54) (0.99-1.69)

0-5 15

6-10 6

11-15 27

16-20 24

>20 42
MM HLA 1.263 0.111 1.078 0.584
Clase-II (0.94-1.68) (0.82-1.41)

0-5 38

6-10 38

11-15 20

16-20 15

>20 3
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10. Discusion

Comprender el riesgo o beneficio asociado con la aloinmunidad debido a la incompatibilidad
en un haplotipo HLA es esencial para la seleccién de donadores y la estratificacion del riesgo
del TCHP. En este estudio se evalud la asociacion entre las discordancias de eplets de
antigenos del sistema HLA entre donador-receptor y los resultados clinicos, en pacientes que

recibieron un TCPH haploidéntico basado en acondicionamiento de intensidad reducida.

Los objetivos que se establecieron al inicio de la investigacion fueron evaluar el impacto de
la discordancia de eplets de moléculas HLA de clase | y clase 11 en el tiempo de recuperacion
del injerto, plaquetas y neutrofilos, tiempo de hospitalizacion, recaida o progresion y muerte,
e indagar el impacto de la discordancia de eplets de moléculas HLA de clase | y clase Il en |

la sobrevida general y la sobrevida libre de evento después del TCPH.

Las variables que disminuyeron la SG y se asociaron a la recaida fueron las infecciones, la
EICH aguda, y los requerimientos transfusionales mayores a 20 episodios, incluyendo la
transfusion de paquetes de globulos rojos y de plaquetas obtenidas por aféresis o
concentrados plaquetarios.

Al evaluar las discordancias de los eplets de clase | se encontrd que entre los MM del locus
HLA-B existio asociacion con la SLE, no asi con la SG; esto posiblemente se debio al tamafio
de muestra relativamente pequefio. Tanto Iwasaki M et al. (70) y nuestro estudio mostrd una
tendencia a un mayor riesgo de EICH aguda en presencia de incompatibilidad en antigenos
HLA de clase I. Estudios anteriores han encontrado que las discrepancias entre antigenos
HLA-B afectan significativamente los resultados del trasplante, como en una cohorte
japonesa en la que se estudiaron 779 pacientes con enfermedades hematoldgicas (71). En

dicho reporte, Kanda et al. demostraron que una falta de compatibilidad en las moléculas
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HLA-B contribuyd en gran medida a la baja tasa de supervivencia en pacientes de riesgo
estandar, se asocio significativamente con un tiempo para injerto de neutréfilos prolongado,
y a una mayor incidencia de mortalidad relacionada al trasplante.

A diferencia de lo encontrado en nuestro estudio, en el que se document6 una menor SLE en
receptores con discordancia de eplets en el locus B, Duquesnoy et al. no encontraron una
relacion entre la coincidencia de tripletes HLA de clase | definida por HLAMatchmaker y
los resultados clinicos en una cohorte de 744 pacientes que recibieron un TCHP alogénico
no relacionado (72). Cabe destacar que el presente estudio difiere del de Duquesnoy et al. en
varios aspectos. Ellos utilizaron la primera generacion del software HLAMatchmaker, que
solo considero secuencias lineales de aminoacidos como posibles epitopes inmunogénicos,
mientras que en el presente estudio utilizamos HLA Eplet Registry, que también considera
secuencias de aminoacidos discontinuas, ademas de las secuencias lineales, para formar un
epitope.

En relacion con la discordancia de eplets de HLA clase Il, en comparacion con un estudio
previo que mostrd una asociacion entre la incompatibilidad del antigeno HLA-DRB1 y un
menor riesgo de recaida (HR, 0,65;P =.04) (73), en nuestro estudio no se encontrd asociacion
entre los MM vy la sobrevida general y/o la sobrevida libre de evento. Tampoco se asocio a
una mayor o menor recuperacion mieloide y plaquetaria, mientras que en el estudio de
Kasamon et al. se encontré que un mayor MM de clase 11 se asocio con un retraso en el
tiempo de prendimiento del injerto tanto de neutréfilos como de plaquetas; en ese estudio la
principal asociacion fue con la discordancia en DQB1. (74) En nuestro estudio no se incluyé
el analisis de la carga de MM del locus HLA-DQ debido a que no se determina de rutina en

nuestro centro.
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Resulta interesante sefialar que las distribuciones de frecuencia alélica y de haplotipos del
sistema HLA en la poblacion japonesa, en la que se han realizado la mayoria de los estudios
mencionados, son diferentes de las de Europa y el Pacifico (74), y se podria asumir que
también difieren de manera importante de las poblaciones de Latinoamérica. Datos del
CIBMTR muestran incidencias més bajas de EICH aguda de grado I11-1V y de recaida en la
poblacién japonesa que en los caucésicos estadounidenses (75), lo que muestra que las
caracteristicas étnicas y la diversidad de practicas clinicas pueden generar discrepancias en
los resultados. Adicionalmente, es necesario complementar con herramientas de prediccion
de reconocimiento indirecto, donde los aloantigenos, incluidos los péptidos derivados del
HLA del injerto se internalizan, procesan y presentan en la superficie de la APC del receptor,
provocando asi un rechazo crénico mediado por células T. En general, la importancia clinica
e inmunologica de la discordancia de eplets en el TCHP se encuentra en su fase inicial, por
lo que aun no se comprende completamente y existen variaciones en los resultados
encontrados en los trabajos reportados y con los de nuestra investigacion.

Entre las limitaciones del presente estudio se incluyen un tamafio de muestra reducido, que
limito el analisis estadistico, su disefio retrospectivo, y el hecho de que en nuestros pacientes
solo se conto con la tipificacion HLA de los loci A, B, C y DRBL, ya que en este centro no
se tipifican de manera rutinaria los loci DQ Y DP por limitaciones presupuestales.

La prevalencia de DSA en el TCPH haploidéntico en nuestro centro es del 24% (76),
probablemente debido al embarazo y al historial de transfusiones, y la presencia de DSA se
ha asociado con un riesgo significativamente mayor de fracaso y/o retraso en el injerto (77).
Esta variable no fue incluida en el trabajo, es probable que un mayor nimero de MM se
asocie con una mayor incidencia de DSA, lo que podria ser el factor relevante para un retraso

del injerto observado en algunos pacientes y debera ser explorado en las etapas subsecuentes
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de este esfuerzo por documentar el impacto de la discordancia de eplets en las tasas de éxito
del TCPH.

La hipotesis de este trabajo fue que una mayor concordancia de eplets entre donador y
receptor esta asociada a una mayor velocidad de recuperacion hematopoyética, a una tasa
menor de complicaciones postrasplante, y una mayor sobrevida, encontrando que una mayor

concordancia de eplets en el locus B, el mas polimdrfico, se asocié de manera significativa.

11. Conclusion
La evaluacion de la discordancia de eplets es una estrategia en evolucion para mejorar la
seleccion de donadores y predecir el resultado clinico del TCHP haploidéntico. El analisis
del grado de discordancia también puede permitir una mejor deteccion del impacto de la
disparidad HLA en los resultados del trasplante haploidéntico. Se documentd una asociacion
entre la discordancia de eplets del locus B de la clase | y la SLE. Finalmente, la determinacion
de la carga de discordancia de eplets tiene el potencial de ser un biomarcador mas sofisticado
del grado de compatibilidad HLA en el trasplante alogénico que permita una mejor seleccion

de las parejas donador-receptor.
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