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2. INTRODUCCION

Las inmunodeficiencias combinadas severas son enfermedades poco comunes,
usualmente son hereditarias, congénitas, y/o genéticas en su origen. Una de ellas,
sindrome de Omenn, es una variante hereditaria de una inmunodeficiencia combinada
severa, que no es facil de diagnosticar durante el periodo neonatal, ademas de ser una
inmunodeficiencia con células T y B anormales es una enfermedad autosomica
recesiva con manifestaciones autoreactivas y condiciones fatales.

Hasta ahora el unico tratamiento que se conoce como potencialmente curativo para
este tipo de padecimientos es el trasplante de progenitores hematopoyéticos. Las
células progenitoras hematopoyéticas procedentes de sangre de cordén umbilical,
constituye una alternativa valida para aquellos pacientes, principalmente nifios, que
necesitan regenerar su medula ésea y que carecen de un donador compatible.

En el presente trabajo se reporta el caso de un paciente pediatrico de origen mexicano
el cual presento desde el nacimiento eritrodermia generalizada, con descamacion
hasta las 48 horas de vida, neumonia neonatal y malformaciones en el cierre de la
columna vertebral (mielomelingocele); el cual fue cerrado por cirugia y se coloco una
valvula ventriculo-peritoneal; sin embargo se le realiza un diagnéstico de
inmunodeficiencia combinada severa, probable sindrome de Omenn y es remitido al
Instituto Nacional de Pediatria (INP) para su tratamiento, decidiendo; debido a
circunstancias del paciente; realizar un trasplante de progenitores hematopoyéticos

procedentes de sangre de cordon umbilical.

3. OBJETIVO

Sabiendo que el trasplante de progenitores hematopoyéticos es la unica opcion de
tratamiento para algunos padecimientos hematologicos y que las fuentes de células
progenitoras hematopoyéticas son buscadas por lo general en donador relacionado,
después en donador no relacionado y en tercera instancia en unidad de sangre de
cordon umbilical, el objetivo de este trabajo es mostrar que esta ultima opcion ofrece
una alternativa viable y disponible en forma inmediata, como fuente de células
progenitoras hematopoyéticas para llevar a cabo estos tratamientos en México,
mostrando las ventajas que presenta frente a otras fuentes de progenitores
hematopoyéticos, ademas de ser una alternativa en casos de emergencia por su

inmediata disponibilidad.



4. MARCO TEORICO

4.1 DEFENSAS DEL CUERPO HUMANO

4.1.1 Principales mecanismos de defensa del ser humano.

En el cuerpo humano existen mecanismos de defensas que nos protegen en contra de
las infecciones bacterianas, virales, fungicas, parasitarias y a agentes que
potencialmente pueden causar enfermedad. Dichas defensas pueden ser fisicas o
formar parte del Sistema Inmunolégico, el cual esta formado por un conjunto de
mecanismos que protegen al organismo. Esta tarea es extremadamente compleja y las
“amenazas” deben ser detectadas con absoluta especificidad, distinguiéndolas de

células y tejidos normales del organismo.?

Los mecanismos de defensa del cuerpo humano se pueden dividir en dos categorias:

- Constitutivas: las cuales representan las primeras lineas de resistencia y
actuan en contra de cualquier microorganismo independientemente de su

origen, familia, género, especie o tipo. Estos son:

e Laintegridad de la piel.

e Laintegridad de las membranas mucosas.

e La fagocitosis.

e La accion del complemento.

e Los agentes quelantes de hierro.

e Las proteinas séricas de alta afinidad por la manosa.
e Lafiebre

e Lainflamacioén

- Especificas: que agrupan aquellos elementos dirigidos exclusivamente contra
una especie o cepa en particular y cuya activacion se pone de manifiesto en los

5 a 10 dias que suceden al ingreso del agente invasor en el hospedero.2
Los mecanismos mas sofisticados se desarrollaron mas recientemente de forma
conjunta con la aparicion de los vertebrados. El sistema inmunologico de los
vertebrados — como el de los seres humanos — comprende varios tipos de proteinas,

células, 6rganos y tejidos que actuan en una red elaborada y dinamica.
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Esta respuesta inmune mas compleja incluye la capacidad de adaptarse para asi,
reconocer patdgenos concretos en forma mas eficiente. El proceso de adaptacion crea
memorias inmunoldgicas y permite brindar una proteccion mas efectiva durante futuros
encuentros con estos patégenos, este proceso de inmunidad adquirida se basa en la

creacion de anticuerpos.!

4.1.2 Inmunidad humoral y celular

Hematopoyésis (hemato=sangre; poyesis=formacién) es el término utilizado para
describir la formacion y desarrollo de la células sanguineas. La hematopoyésis
comienza en el saco vitelino del embrion humano desde el decimo noveno dia
después de la fertilizacion.

Cerca del tercer mes de vida embrionaria, el higado fetal se convierte en el principal
sitio de produccién de células sanguineas, mientras que el saco vitelino termina su
participacion en el proceso hematopoyético. En este momento la hematopoyesis se
inicia también en menor grado en bazo, rifidn, timo y ganglios linfaticos, aunque este
ultimo se mantiene como un sitio importante de linfopoyésis a través de la vida, la
produccién de células sanguineas en higado, bazo, rifién y timo disminuye y termina
cuando la medula ésea interviene activamente en el proceso. Asi la medula 6sea se
convierte en el principal sitio de hematopoyésis desde el tercer trimestre de la
gestacion y se mantiene como principal fuente de produccion sanguinea después del
nacimiento y durante la vida adulta. 3

Las células sanguineas maduras tienen un tiempo de vida limitado y, con excepcion de
los linfocitos, son incapaces de reproducirse a si mismas. El reemplazo de las células
hematopoyéticas periféricas muertas, es la funcién de las células mas primitivas de la
medula Osea, llamadas células progenitoras pluripotenciales, las cuales se
caracterizan por su capacidad tanto para diferenciarse entre las distintas células
sanguineas con funciones especializadas como para regenerarse a si misma y
mantener el compartimento de células progenitoras.

Las células hematopoyéticas pueden dividirse en tres compartimentos celulares
dependiendo de su madurez: 1) células primitivas multipotenciales capaces de
autorenovacion y diferenciacion en todos los tipos de células sanguineas. 2) células
progenitoras asignadas destinadas a proliferar y desarrollarse en cualquiera de los
tipos celulares. 3) células maduras con funciones especializadas que han perdido la

capacidad para proliferar.



El volumen de células progenitoras comprende aproximadamente 1 a 2 por 10°
células. A pesar de su numero reducido, estas células son responsables de la
reproduccion de mas de 10 células por dia de manera continua. Solo un pequeno
numero de células progenitoras se esta dividiendo en un momento dado (menos de
5%). La mayor parte esta en la fase de reposo o estado Gy del ciclo celular. 3
Para mantener el volumen de las células progenitoras y al mismo tiempo seguir
produciendo células para reemplazar las células sanguineas diferenciadas ya
envejecidas, las células progenitoras deben de ser capaces de mantener un equilibrio
respecto a la autoreproduccion y diferenciacion. Esto se logra cuando una célula
puede dividirse en dos células hijas, una de las cuales se va a diferenciar, mientras
otra permanece en el compartimiento de células progenitoras; y de manera alterna por
cada célula progenitora que produce dos células hijas, de las cuales ambas se
diferencian, otra célula progenitora produce dos células hijas que permaneceran en el
compartimiento de células progenitoras. Las células hijas de las células progenitoras
retienen la habilidad para generar células de todos los tipos hematopoyéticos,
caracteristica importante para regenerar medula 6sea en los trasplantes, sin embargo
en divisiones sucesivas la progenie de las células hija se restringe progresivamente a
diferenciar cada vez menos hijas, hasta que al cabo de un tiempo se limita a un solo
tipo de células (un solo linaje) denominadas progenitoras comprometidas y dan origen
a células precursoras como eritroblastos y mieloblastos.
La investigacion con marcadores cromosomicos indica que el linfocito y otras células
hematopoyéticas tienen en comun una célula progenitora primitiva que da origen a
ambos progenitores: mieloide y linfoide.
La ceélula progenitora pluripotencial da origen a las células progenitoras
multipotenciales, las cuales se diferencian en células progenitoras comprometidas,
dichas células se desarrollan hasta células maduras no proliferantes.
La célula progenitora multipotencial comprometida a diferenciarse en granulicitos,
monocitos, plaquetas y eritrocitos es denominada célula progenitora mieloide que bajo
la influencia de factores de crecimiento especificos, esta puede diferenciarse para
formar uno de los tipos celulares hematopoyéticos especificos, asi los granulocitos y
monocitos se derivan de una célula progenitora bipotencial comun, la unidad
formadora de colonias de granulocitos y monocitos que se deriva de célula progenitora
mieloide. 3

La linea celular linfoide se origina en la célula progenitora pluripotencial que se
encuentra en la medula 6sea y de la cual se derivan dos células progenitoras: la célula

progenitora linfoide y la célula progenitora hematopoyética. La primera madura y se

7



deferencia a dos tipos de linfocitos idénticos pero inmunitariamente y funcionalmente
diversos: linfocitos T y linfocitos B, los cuales son sefialados como directores de las
actividades de todas las demas células de respuesta inmunitaria.

La linfopoyésis suele dividirse en dos fases distintas: linfopoyésis independiente de
antigeno y linfopoyésis dependiente de antigeno. La primera se realiza dentro del
tejido linfoide primario (médula ésea, timo, higado fetal, saco vitelino), este tipo de
linfopoyésis comienza con la célula progenitora linfoide y produce como resultado la
formacion de linfocitos T y B inmunocompetentes (llamados virgenes porque aun no
han relacionado con antigeno).

La segunda se produce en el tejido linfoide secundario (médula ésea del adulto, bazo,
ganglios linfaticos, tejido linfoide relacionado con el intestino) y comienza con
estimulaciéon antigénica de los linfocitos T y B inmunocompetentes. Este tipo de
linfopoyésis da lugar a la formacion de linfocitos T y B efectores que median la
respuesta inmunitaria a través de la produccion de linfocinas por los linfocitos T y de
anticuerpos por los linfocitos B.

Los linfocitos T, B y el macréfago interactuan en una serie de sucesos que permiten
que el cuerpo elimine antigenos extrafos. Esta serie de acontecimientos se conoce en
forma colectiva como Respuesta Inmunitaria. Los linfocitos T son responsables de la
Respuesta Inmunitaria conocida como inmunidad mediada por células, la cual requiere
interaccion con macrofagos histocompatibles, linfocitos T y un antigeno. Es
independiente de la producciéon de anticuerpos por los linfocitos B. Cuando menos hay
tres subgrupos funcionales importantes de linfocitos T implicados en la Respuesta
Inmunitaria: linfocitos T Cooperadores, linfocitos T Supresores y linfocitos T
Citotoxicos. Cuando estas células son activadas durante Respuesta Inmunitaria
proliferan y producen linfocinas. Las linfocinas son citocinas liberadoras principalmente
por los linfocitos T que influyen sobre la funcién de otros linfocitos, macrofagos y otras
células del cuerpo. Los linfocitos B también logran secretar linfocinas. Bajo la
influencia de las linfocinas, los macrofagos llegan a producir citocinas derivadas de

monocito, asi las linfocinas actuan en forma sinérgica. 4

Los linfocitos B son responsables de parte de la Respuesta Inmunitaria conocida como
inmunidad humoral. Para lograr la inmunidad humoral, el linfocito B periférico debe ser
activado y diferenciarse a célula plasmatica. La capacidad del cuerpo para formar una
Respuesta Inmunitaria contra un antigeno extraio en particular es controlada por
genes de Respuesta Inmunitaria situados en el complejo principal de

histocompatibilidad (MHC) en el cromosoma 6. Estos genes codifican para los




antigenos histocompatibles que se encuentran en la superficie de practicamente todas
las células nucleadas. El término usado para describir el grupo del gen MHC en el ser
humano es la region del antigeno leucocitario humano (HLA). 3

Los genes HLA estan situados en regiones especificas del complejo conocidas como
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D, y HLA-DR. Las regiones se clasifican de acuerdo con
la estructura y su funcién especifica que desempenan en la Respuesta Inmunitaria.
Los genes de HLA-A, HLA-B y HLA-C codifican para las proteinas de reconocimiento
de superficie de la célula de clase |. Estas proteinas son necesarias para que los
linfocitos T citotoxicos distingan a los antigenos propios de los no propios. Los genes
de HLA-D codifican para antigenos de clase Il en el linfocito B, monocito, macrofago y
linfocitos T activados. Los antigenos de clase Il determinan la capacidad de las células
inmunitarias para cooperar € interactuar en la respuesta inmunitaria. La regiéon D esta
dispuesta cuando menos en tres subregiones: DP, DQ, y DR. Los genes de clase Il
codifican para componentes del sistema del complemento.>

Por lo general la respuesta inmunitaria empieza con el reconocimiento del antigeno
por macrofagos seguido por fagocitosis y degradacion. En este proceso se preservan
ciertos determinantes inmunitarios del antigeno y se presentan a linfocitos T
cooperadores en el contexto de moléculas del MHC Il. Los linfocitos T cooperadores
fijian el antigeno en la superficie del macréfago mediante el receptor TCR. El
macrofago activado elabora una monocina, la IL-1, la cual estimula la secuencia de
acontecimientos bioquimicos y morfolégicos en el linfocito T cooperador, que da como
resultado la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T sensibilizados de manera
especifica. El linfocito T cooperador activado secreta IL-2, asi como las otras
linfocinas, las cuales afectan otros macréfagos y linfocitos.

Los linfocitos T cooperadores activados desarrollan receptores de IL-2 en su
superficie, a través de los cuales la célula enlaza la IL-2 estimulando a la célula a
proliferar.

Los linfocitos T requieren contacto fisico entre los linfocitos T y los linfocitos B, a través
de los receptores TCR del linfocito T cooperador y el complejo antigeno-molécula
MHC Il en el linfocito B para estimular a este ultimo.

Los linfocitos T supresores también contienen receptores para IL-2; el enlace de esta
linfocina estimula la actividad de las células. Los linfocitos T supresores, identificados
por el antigeno CD8, actuan al suprimir la respuesta inmunitaria. Es posible que
eliminen a otros linfocititos T o lograr que los linfocitos B detengan su produccion de

anticuerpos.




Por lo general, hay pocos linfocitos T citotoxicos (o T efectoras) en un individuo sano.
Los linfocitos T citotoxicos actuan en cistdlisis restringida de MHC | especifica para un
antigeno. El enlace del antigeno y las moléculas de clase | de macrofago, ademas de
enlazar la IL-2 a receptores especificos en el linfocito T citotéxico, estimula la célula a
proliferar. El linfocito T citotdxico reconoce y destruye células autdlogas modificadas
por los virus. Se piensa que también esta célula es la responsable de la respuesta de
injerto contra huésped que se presenta en individuos con trasplantes alogénicos. En la
enfermedad de injerto contra huésped (EICH), el receptor inmunosuprimido que recibe
el injerto es capaz de formar una respuesta inmunitaria contra el tejido injertado; sin
embargo, este ultimo contiene linfocitos T citotoxicos que tienen la capacidad de
montar un ataque sobre los antigenos del huésped.

Ademas de la produccién de los linfocitos T activados que participan directamente en
la respuesta inmune, cada tipo de linfocito T activado suele producir células de
memoria. Dichas células retienen la memoria de antigeno estimulante; cuando se
encuentra de nuevo el mismo antigeno provocan una respuesta inmunitaria mas
rapida y eficaz.

La actividad funcional del linfocito B incluye la sintesis y secrecién de anticuerpos.
Asimismo, la inmunoglobulina de superficie del linfocito B actua como receptor del
antigeno transformado, el cual se enlaza tanto al macréfago como al linfocito T
Cooperador. Ademas del enlace del antigeno presentado por el macréfago, las
moléculas del MHC Il del linfocito B se enlazan a los receptores de MHC Il del linfocito
T Cooperador. Este complejo de tres células (linfocito T Cooperador, macréfagos y
linfocitos B) inicia la formacién del inmunoblasto del linfocito B. El linfoblasto se
transforma en célula plasmatica secretora de anticuerpos. Ademas de formar células
plasmaticas, los linfocitos B activados forman linfocitos B de memoria. Asi, cuando un
agente patogeno penetra al organismo del hospedero se expone a entrar en contacto
con macréfagos o con una parte de linfocitos B, los cuales son capaces de sintetizar
anticuerpos dirigidos contra alguna de sus determinantes antigénicas. De ésta forma el
agente patdgeno es inactivado. Los linfocitos T Cooperadores pueden mediar la
activacion de los linfocitos B a través de la secrecién de linfocinas que no requieren
contacto fisico entre las dos células. Los linfocitos T cooperadores activados secretan
factores de crecimiento de células B y factores de diferenciacion que estimulan al
linfocito B a proliferar.

La activacion de la respuesta inmune, el éxito en la eliminacion del antigeno y la
supresion subsiguiente de la respuesta inmune requiere de la interaccion de

macrofagos, linfocitos T y linfocitos B histocompatibles. Los desajustes en este
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sistema complejo logran perturbar la respuesta inmunitaria normal. La infeccion
recurrente o la incapacidad para afrontar microorganismos reflejan inmunodeficiencia.
También se llegan a producir alteraciones que impiden que los linfocitos diferencien
autoantigenos de antigenos extrafios. Las consecuencias clinicas de dichas

alteraciones son los trastornos auto inmunitarios. 3

4.1.3 Inmunodeficiencias

Cada uno de los mecanismos de la respuesta inmune puede actuar de forma separada
0 en conjunto. La integridad de estos sistemas es importante porque nos protege de
los microorganismos y de sus productos toxicos.

Los desordenes en el sistema inmunolégico pueden causar enfermedades. Los
defectos un uno o mas de sus componentes lleva a una serie de efectos en el sistema
inmune que colectivamente se llaman inmunodeficiencias. Las inmunodeficiencias
ocurren cuando el sistema inmunoldgico es menos activo de lo normal, dando lugar a
infecciones que pueden poner en peligro la vida. En general los signos y sintomas de
las inmunodeficiencias se relacionan al grado de deficiencia del sistema que se
encuentra afectado.

En los ultimos afos se ha avanzado enormemente en el reconocimiento de los
defectos moleculares y genéticos responsables de muchas de ellas, esto ha permitido
establecer diagnosticos mas precisos, ademas apreciar el espectro de alteraciones
clinicas generadas por defectos en un mismo gen y asi realizar y proyectar nuevas y
mejores estrategias terapéuticas.

La mayoria de estas deficiencias (90%) se presentan en edades pediatricas,
especialmente antes de los primeros 5 afos de vida y la incidencia global es de 1 en
10,000 nacidos vivos, teniendo una distribucién por sexo con predominio masculino
(60% a 80%).”

CLASIFICACION

Las inmunodeficiencias pueden ser clasificadas como:

¢ Inmunodeficiencias Primarias o Congénitas (IDP):

Donde defectos genéticos llevan a una deficiencia o mal funcionamiento de

algun componente del Sistema inmune el cual afecta su funcionamiento, disminuyendo

las defensas, aumentando susceptibilidad a agentes externos. Esto es manifestado
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tempranamente en la infancia y en la nifiez, sin embargo hay casos en los que se

detecta en adolescencia o en edad adulta.

Se estima que en los Estados Unidos uno de cada 500 habitantes nace con algun
defecto en algun componente del Sistema Inmune, aunque solo una pequefa porcion
se afecta severamente.

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica a este tipo de inmunodeficiencias

de acuerdo a los avances logrados y las principales categorias son:

a) Inmunodeficiencias combinadas.

b) Deficiencias predominantes de anticuerpos.

c) Inmunodeficiencias asociadas a otros defectos mayores.

d) Defectos congénitos del numero y/o funcionamiento del fagocito.
e) Deficiencia del complemento

f) Deficiencia Predominante del linfocito T

g) Inmunodeficiencia secundaria o asociada a otras enfermedades.

e ID Secundarias o Adquiridas

Se desarrollan como consecuencia de factores como la malnutricion, tumores,

enfermedades autoinmunes o infecciones del SI como VIH. 8

414 Inmunodeficiencias combinadas.

Este grupo representa entidades caracterizadas por anormalidades tanto en la
inmunidad mediada por células (Linfocitos T) como en la mediada por anticuerpos
(Linfocitos B). Las manifestaciones clinicas y sus prondsticos dependen de la
magnitud del compromiso inmunolégico. Se han clasificado segun las alteraciones que

las generan y las caracteristicas clinicas-inmunolégicas.

4.1.5 Inmunodeficiencias combinadas severas. (IDCS).

En ésta categoria se incluyen aquellas entidades en las cuales la funcion inmune
adaptativa se encuentra totalmente ausente, representan las formas mas graves de ID
ya que el 100% de los casos tienen un curso fatal, de no mediar una reconstitucién

inmune por medio de un trasplante de células hematopoyéticas y su frecuencia ha sido
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estimada en 1 de cada 75,000 a 100,000 nacimientos, de los cuales se estima que un
50% son deficiencia de anticuerpos, 20% son Inmunodeficiencias combinadas, un 10%
por defectos de la inmunidad celular, 18% por defectos de la fagicitositosis y 2% por
defectos en el complemento.

Las manifestaciones clinicas se presentan en los primeros meses de vida (por lo
general entre 3 a 6 meses). Las manifestaciones afectan principalmente al aparato
respiratorio y al tubo digestivo.

Se puede observar candidiasis oral recurrente, o crénica, diarrea persistente,
neumonitis y detencién del crecimiento. Manifestaciones no infecciosas como
eritrodermia generalizada, diarrea, eosinofilia y hepatitis son generadas por presencia
de células linfoides alogénicas, ya sean de origen materno, trasplacentaria o
trasfusional.

El tejido linfoide se encuentra profundamente hipoplasico. Los ganglios linfaticos no
son palpables y las amigdalas no son visibles.

Las Inmunodeficiencias se pueden clasificar en funcion del fenotipo linfocitario
afectado, es decir, linfocitopenia con deficiencia de linfocitos T maduros (T-) o bien con

una deficiencia en el funcionamiento en la inmunidad mediada por anticuerpos (B-).8

4.2 SINDROME DE OMENN

Inmunodeficiencia combinada severa T (-) B (-)

El Sindrome de Omenn es una variable hereditaria de una inmunodeficiencia
combinada severa que es dificil de diagnosticar durante el periodo neonatal, este
sindrome es una inmunodeficiencia con células T-B anormales (T-, B-), es una
enfermedad autosémica recesiva con manifestaciones autoreactivas y condiciones
fatales.

Gilbert Omenn en 1965 fue el primero en descubrirla en 12 individuos de una familia
americana irlandesa innata, afectados con reticuloendoteliosis y eosinofilia. Desde

entonces por lo menos 70 casos han sido publicados. 12

Las inmunodeficiencias con este fenotipo linfocitario ya han sido identificadas vy
caracterizadas a nivel molecular, encontrandose una mutacidn en los genes
activadores de recombinacion Rag1 y Rag2 (o recombinace-activating gene 1 o 2) que
hasta la fecha han sido descrita en la mayoria de los pacientes con el Sindrome de

Omenn y son también responsables de este cuadro de inmunodeficiencia muy
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particular, en donde los pacientes manifiestan tempranamente, luego del nacimiento
una gran eritrodermia exudativa, diarrea, hepatoesplendomegalia, linfoadenopatia,
hepatitis, eosinofilia y elevacion de las IgE. Los linfocitos oligoclonales son fenotipos
de activacion. Los linfocitos B estan ausentes y son encontradas frecuentemente
infecciones recurrentes. La deficiencia de RAG corresponde al 20% de estas
inmunodeficiencias y su mutacion se hereda de forma autosomica recesiva.t

Los genes llamados activadores de recombinacion Rag1 y Rag2 codifican enzimas
que llevan a cabo un importante papel en la reordenacién y recombinacion de los
genes de la inmunoglobulina y el receptor de linfocitos T durante el proceso de
recombinacion V(D)J. Las enzimas producidas por dichos genes son conocidas como
RAG-1 y RAG-2 respectivamente, cuya expresion esta restringida a los linfocitos
durante sus estadios de desarrollo. RAG-1 y RAG-2 son esenciales para la generacion
de linfocitos T y B maduros; dos tipos celulares que son componentes cruciales del
sistema inmunitario adaptativo. '

Las proteinas RAG son indispensables para la recombinacion V(D)J. La
recombinacion V(D)J es un mecanismo de recombinacion genética que se da en
vertebrados por el cual se selecciona y ensambla al azar segmentos de genes que
codifican proteinas especificas con papeles importantes en el sistema inmunitario.
Esta recombinacién especifica de localizacion genera un repertorio diverso de
receptores de linfocitos T (TCR) y moléculas de inmunoglobulina (lg) que son
necesarios para el reconocimiento de diversos antigenos bacterianos, viricos y de

parasitos, asi como de células disfuncionales, como son las tumorales.

Las moléculas de anticuerpo humanas (y los receptores de linfocitos B) comprenden
cadenas ligeras y pesadas que contienen regiones tanto constantes (C) como
variables (V) que se codifican mediante tres tipos de genes.

Gen de la cadena pesada — localizado en el cromosoma 14.

Gen kappa (k)de la cadena ligera — localizado en el cromosoma 2.

Gen lambda (A)de la cadena ligera — localizado en el cromosoma 22.

Multiples genes de las regiones variables estan codificados en el genoma humano de
forma que contienen tres tipos distintos de segmentos. Por ejemplo, la region de
inmunoglobulina de la cadena pesada contiene 65 genes variables (V), ademas de 27
genes "Diversity” —diversidad— (D) y seis genes "functional joining” —unién
funcional—(J). Las cadenas ligeras también poseen numerosos genes V y J, pero no
D. Por este mecanismo de reorganizacion del ADN de estos genes regionales es

posible generar un repertorio de anticuerpos de mas de 107 posibles combinaciones.
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(65 x 27 x 6 = 10530, que se ha de multiplicar por tres 6rdenes de magnitud si se tiene
en cuenta las combinaciones de las cadenas ligeras).

La mayoria de los receptores de linfocitos T estan compuestos por cadenas alfa y
beta. Sus genes son similares a los de las inmunoglobulinas en el sentido de que
contienen multiples genes V, D y J en sus cadenas beta (genes V y J en sus cadenas
alfa) que se reorganizan durante el desarrollo del linfocito para dotar a la célula con un
unico receptor de antigeno.

A un nivel genético, los exones que codifican la inmunoglobulina o dominios variables
de receptor de células T se recombinan de diferentes elementos subgenéticos
llamados elementos V(D)J (variable (V), diversidad (D) y unién (J)).

El reordenamiento del DNA es guiado por las secuencias sefial de recombinacién
(RSSs) que flanquean los segmentos individuales de los genes V, (D) o J, y son
reconocidas por un grupo de enzimas conocidas colectivamente como VDJ
recombinasa. Estas RSSs estan compuestas por siete nucleétidos conservados (un
heptamero) que reside cerca del gen que codifica la secuencia seguida por un
espaciador (que contiene entre 12 y 23 nucleétidos no conservados) seguidos por un
nonamero conservado (9 pares de bases). Las RSSs estan presentes en el lado 3'
(secuencia abajo) de una region V y en el lado 5' (secuencia arriba) de la region J.
Estos son los lados que estan implicados en el empalme. Solo se recombinan
eficientemente un par de RSSs espaciadoras que no sean idénticas (una con un
espaciador de 12 nucledtidos se recombinara con otra con un espaciador de 23

nucledtidos). Esto se conoce como la regla del 12/23 de la recombinacion. 0

La recombinasa VDJ es una coleccion de enzimas, algunas de las cuales son
especificas de linfocitos, mientras que otras se expresan en muchos tipos celulares.
Los pasos iniciales de la recombinacion VDJ se lleva a cabo por enzimas criticas
especificas de linfocitos, llamadas RAG1 y RAG2. Estas enzimas se asocian unas con
otras para reconocer las secuencias RSSs e inducir una escision del ADN en ellas.
Las proteinas RAG reconocen especificamente la RSSs y como endonucleasa
inicialmente introduce un corte en el DNA de doble cadena entre los elementos de
codificacion de V(D)J. Después de la generacién de este corte inicial, resultan libres 3
—OH del ataque del fosfodiester de la cadena opuesta, que conduce a la formacion de
anillos covalentes cerrando la codificacién final de los extremos del gen V(D)J

formando un gancho terminal.
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Después, el gancho terminal de la cadena correspondiente se reabre y se une por los
factores expresados por doquier de las terminales no homologas unidas hacia la
reparacion del DNA.

Otras enzimas de recombinasa VDJ se expresan en muchos tipos celulares y estan
implicadas en la reparacién del ADN que sigue a la actividad de RAG1 y RAG2. Una
de estas enzimas se llama complejo protein quinasa activada por ADN (DNA-PK) que
repara el ADN de doble cadena. Este complejo se une a cada uno de los extremos del
ADN escindido, y recluta varias proteinas mas, incluida la nucleasa ARTEMIS, XRCC4
(X-ray repair cross-complementing factor 4), ADN ligasa IV, Cernunnos (también
llamado XLF o factor semejante a XRCC4), y cualquiera de las varias ADN
polimerasas. Los complejos DNA-PK de cada extremo del ADN se fosforilan
mutuamente, lo que resulta en una activacién de ARTEMIS.

Recientemente se ha demostrado que la proteina ARTEMIS es responsable de la
abertura de estos ganchos terminales. ARTEMIS asociado y fosforilado por la
subunidad catalitica de la proteina dependiente del DNA posee una actividad
nucleolitica alta y para abrir los ganchos terminales. ARTEMIS entonces rompe el
gancho terminal que se formd por las proteinas RAG. XRCC4 y Cernunnos actuan
concertadamente con DNA-PK para alinear los dos extremos de ADN entre si, y
también contribuyen a reclutar una transferasa terminal, que anade nucledétidos al azar
a sus extremos.

Las ADN polimerasas insertan nucleétidos adicionales segun se necesiten para crear
dos extremos compatibles para la union. Finalmente la ligasa IV une las cadenas,
concluyendo el proceso.

Dada la variabilidad de la posicion exacta de la escision del gancho terminal por
ARTEMIS, asi como la adicién al azar de nucleétidos por la transferasa terminal, la
secuencia final de ADN y con ello el anticuerpo resultante es altamente variable,
incluso si entre dos anticuerpos se diera la casualidad de que se unieran al azar los
mismos segmentos V, D y J. Esta gran diversidad permite a la recombinacion VDJ
generar anticuerpos incluso para microbios que ni un organismo ni sus antepasados
se hayan encontrado nunca.

Sin la activacion de la proteina ARTEMIS, esta solo muestra actividad intrinseca para
una cadena simple del DNA como exonucleasa especifica 5'a 3 in vitro. Por lo tanto
una falta de ARTEMIS o de su actividad en los humanos lleva al fenotipo de la
Inmunodeficiencias de T-B-, con un desarrollo en bloque de células B en la medula

Osea.
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Algunos pacientes con el Sindrome de Omenn sin mutaciones de los genes RAG han
sido reportados. Se ha especulado que estos pacientes pueden tener mutaciones de
ARTEMISA o cualquier otra enzima involucrada en la recombinaciéon V(D)J o via de
reparacion del DNA. °

Hasta la fecha, sin embargo, los defectos genéticos que no sean las mutaciones RAG
no han sido identificados como una causa molecular de Sindrome de Omenn.

Como consecuencia de dichos defectos se interrumpe totalmente la diferenciacion
tanto de linfocitos T como B.

Si el sindrome de Omenn es clinicamente sospechoso, se necesitan estudios de
sangre para diagnosticarlo. Este sindrome difiere de otras inmunodeficiencias severas
en que estas afecciones infantiles se presentan con un normal 0 aumentado conteo de
células T, con un restringido repertorio de receptores oligoclonales de células T (TCR);
estas células T a menudo se activan y desvian hacia un fenotipo Th2, secretando
predominantemente, citocinas de tipo Th2 y las células B estan ausentes en gran
medida; casi de manera uniforme, eosindfilia y altos niveles de inmunoglobulina E, son
encontrados como el resultado mas probable de la secrecion de citocinas del tipo Th2.
Los estudios moleculares e inmunoldgicos ayudan a confirmar el diagnostico.

Los niveles séricos de otras clases de inmunoglobulinas disminuyen o no son
detectados. Las funciones y numero absoluto de las células NK no han sido afectadas
en Sindrome de Omenn; por lo tanto la mayoria de los pacientes han sido clasificados
como IDCS T- B- NK+.?

El curso clinico de este padecimiento es casi siempre fatal. El Unico tratamiento
conocido para este tipo de inmunodeficiencias es el trasplante de medula 6sea y se
reporta que este tratamiento solo se reporta exitoso en la mitad de los casos. Durante
el curso de este tratamiento se debe controlar las reacciones cutaneas e
inmunolégicas como infecciones y dentro del esquema se recomienda la sustitucién de
los niveles séricos de inmunoglobulinas; regularmente se administran
gammaglobulinas. 13

Las proteinas globulares presentes en el suero sanguineo que migran a la regién
gamma (por encontrarse cargadas eléctricamente de forma positiva) en una
electroforesis se denominan gammaglobulinas. En pacientes con enfermedades del
sistema inmune que impiden la produccion endégena de gammaglobulinas, es posible
suplementarlas farmacoldégicamente. Las gammaglobulinas humanas se administran
en caso de Agammaglobulinemia asociada a X (XLA) o en Inmunodeficiencias.

Los efectos clinicos de la gammaglobulina intravenosa exceden el simple reemplazo

de anticuerpos en inmunodeficiencias; son cada vez mas reconocidos sus efectos
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inmunorregulatorios y antiinflamatorios, responsables de su beneficio en muy diversas
patologias. La gammaglobulina intravenosa (IV) ha sido utilizada durante mas de 25
anos en el tratamiento de las deficiencias inmunes primarias y secundarias; sus
preparados son seguros y no se asocian con efectos adversos a largo plazo. Todas las
preparaciones comerciales tienen moléculas intactas de IgG con una distribucion de
subclases similar a la del suero humano normal. La mayoria presenta trazas de IgA
que pueden sensibilizar a individuos con deficiencia de esta inmunoglobulina en
tratamientos prolongados. La vida media de la Ig. IV es de 3 semanas. La porcién Fc
de las inmunoglobulinas permite la interaccién con receptores especificos (Fcll) en la
superficie de ceélulas fagociticas y linfocitos B, asi como la interaccién con

componentes del sistema complemento. 6

421 Casos Reportados

En la literatura se han encontrado casos reportados de esta Inmunodeficiencia,

mencionando algunos a continuacion:

Se reporta en la revista de la sociedad americana de hematologia (Junio 2005) el caso
de un paciente afectado con una Inmunodeficiencia con un fenotipo de Sindrome de
Omenn. Este paciente fue el tercer hijo varén de padres no consanguineos saludables.
El primer nifio de esta familia fue presentado con una eritrodermatosis y murié a la
edad de 11 meses de una neumonia atipica. El segundo hijo murié a la edad de 5
anos por aspergillosis. El sufri6 de trombocitopenia y una anemia hemolitica
autoinmune que se considero Sindrome de Evans.

El tercer nifo, el cual es el motivo del reporte, fue admitido a un hospital pediatrico a la
edad de 5 meses por septicemia, falta de desarrollo linfadenopatia generalizada,
hepatomegalia, esplenomegalia, y eritrodermatosis. Las lesiones en la piel
consideradas como largas escaras y papulas eritematosas. Ademas el exhibia
alopecia en el cuero cabelludo, cejas y pestafas.

El cultivo de sangre revelo la presencia de Sfaphylococcus aureus 'y Pseudomonas
aeruginosa fue aislada de las heces. El sitio de vacunacion de Bacille-Calmette-Guerin
(BCG) fue observado con ulceracion y con la participacién de los nédulos linfaticos. El
nddulo linfatico de la axila derecha fue tomado para drenar el sitio de la vacunacion.
Se notaba eosinofilia, una marcada proliferacion de células T y una completa ausencia

de células B.
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Después de la primera valoracién inmunologica que fue inicializada a la edad de 5
meses el conteo de linfocitos fue elevado, y el mas importante descubrimiento fue la
completa ausencia de células B en la sangre periférica al igual que en la biopsia de
nddulo linfatico y presenté una proporcion inversa de CD4/CD8. Un analisis funcional
del sistema inmune revelo que las funciones de las células T fueron muy bajas pero
estaban presentes. Los niveles de inmunoglobulina fueron decreciendo severamente y
en contraste los niveles de IgE estaban elevados al momento de la primera valoracion.
El tratamiento inmunosupresor suministrado, llevé a una resolucion casi completa de la
dermatitis, alopecia, hepatoesplenomegalia y la linfadenopatia. Se observé una
ganancia significante de peso.

A la edad de 10 meses se le realizo un Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos
provenientes de la sangre periférica movilizada después de una depleciéon de las
células T y un acondicionado mieloablativo. EI donador fue la madre por ser HLA-
haploidéntico. Este tratamiento resultd en un quimerismo completo y funciones

inmunoldgicas normales. ©

Otro caso reportado por el Hospital infantil de Ohio de la Universidad de Duke en la
revista International Pediatrics (2004) es el de una nifia de 28 dias de edad, ella fue
producto de un embarazo normal con un parto a las 33 semanas de gestacién, con un
APGAR de 7/9 con un peso al nacer de 2.126 Kg. Producto de padres no
consanguineos, el curso perinatal se complico por apnea y bradicardia. Al nacer
presento una eritematosis difusa tratada tépicamente, sin presencia de infecciones. En
su primer diagnostico tenia una severa eritematosis la cual se creia desarrollada por
una sepsis causada por Staphylococcus. La paciente fue presentada con sintomas
compatibles al Sindrome de Omenn, presentaba rash, adenopatia, diarrea, baja de
peso, hipereosinofilia, células T altas y ausencia de células B, con niveles de altos de
inmunoglobulinas y dos diferentes mutaciones del gen RAG-1. Ella fue diagnosticada
con Sindrome de Omenn hasta después de su muerte y no tenia otro registro familiar

de la enfermedad. 2

Un caso reportado en British Jornal of Haematology (2004) es el de una nifa de 6
meses de edad afectada con Sindrome de Omenn, su historial es caracterizado por
infecciones respiratorias recurrentes incluido un caso de virus sincicial respiratorio,

requiriendo ventilacion mecanica.
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Otro caso, fue el reportado por el Hospital Universitario Virgen Macarena, Sevilla, a
cargo del Dr. Juan José Rios Martin en el Congreso de la Sociedad Espafiola de
Anatomia Patoldgica (2003). Historia clinica: Nifia de dos meses y medio que ingresa
en nuestro hospital por un cuadro eritrodérmico-descamativo difuso con hepatomegalia
y adenomegalias inguinales y axilares. En la analitica destaca una linfocitosis con
ausencia de células B, eosindfilia periférica, hipogammaglobulinemia con elevacion
progresiva de IgE y elevacién de transaminasas y LDH. Entre los antecedentes se cita
un hermano fallecido un afio antes a los 41 dias de edad con un cuadro clinico similar.
El paciente fallecio a los pocos dias por cuadro neumonico.

Los estudios histologicos de las biopsias cutaneas de ambos hermanos presentaban
hallazgos superponibles y consistian en exocitosis linfocitaria (localizada
preferentemente en la capa basal) e infiltrado mononuclear perivascular en la dermis
superficial. En el caso del hermano fallecido previamente se observaron, ademas,
ocasionales eosinofilos en disposicién perivascular. El estudio inmunohistoquimico
puso de manifiesto que la mayoria de las células linfoides (tanto dérmicas como
epidérmicas) correspondian a linfocitos T (CD3+) con casi ausencia de células
linfoides B (CD20 +). Se estudio el ganglio linfatico el cual presentaba un aspecto
palido por la deplecion linfoide, la corteza aparecia muy mal definida, con ausencia de
foliculos linfoides primarios y secundarios. Las células tenian un citoplasma amplio,
palido, sin producto de fagocitosis, y limites mal definidos. El nucleo era irregular, con
frecuencia hendido, y mostraba un nucléolo pequefo o ausente. Las células linfoides,
que se disponian, correspondian casi en su totalidad a linfocitos T. La morfologia de
estas células era muy variable, desde células pequefias con minimo citoplasma y
nucleo algo irregular y sin nucleolo, a células grandes de citoplasma amplio y nucleo
vesicular con nucleolo prominente. Muchas de las células linfoides, y mas en particular
las de mayor tamafno, eran CD30+. Las células CD20+ fueron muy escasas, y se
disponian aisladas o en pequenos grupos, pero no formaban foliculos linfoides. No se
observaron células plasmaticas. Es de destacar la presencia de numerosos
eosindfilos.

El diagnostico de Sindrome de Omenn fuertemente sugerido por el cuadro clinico-
patolégico fue confirmado con posterioridad por el estudio molecular que puso de
manifiesto la correspondiente mutaciéon de los genes RAG. El paciente entré en
programa de trasplante de médula ésea aunque desafortunadamente éste no pudo

realizarse al fallecer por una neumonia. 13
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4.2.2 Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas.

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas se ha venido utilizando en las
ultimas tres décadas para reconstruir la hematopoyesis. El trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas consiste en la infusidén de estas células obtenidas de la
médula 6sea, la sangre periférica, o el corddon umbilical, a un paciente que ha sido
previamente acondicionado para recibir el injerto y constituye una terapéutica util, en
ocasiones Uunica, para una gran variedad de enfermedades hematoldgicas y no
hematolégicas, como hemopatias malignas, anemia aplastica, inmunodeficiencias y
gran numero de tumores solidos.

En la actualidad se trasplantan mas de 30,000 pacientes al afio en todo el mundo. La
seleccion de la fuente y el tipo de trasplante estan determinados por diferentes
factores.

Tras las primeras experiencias con el trasplante de médula 6sea realizado por E.
Donnall Thomas en la década de los 50, comenzdé su expansién mundial en la década
de los 70, para experimentar un espectacular desarrollo en los afios 80 y 90. En el afio
2,000 se realizaron cerca de 30 000 trasplantes en el mundo, de ellos el 70 % fueron
autologos y el 30 % alogénicos. La movilizacion de progenitores hematopoyéticos de
sangre periférica fue la fuente en el 90 % de los trasplantes autélogos y en el 30 % de
los alogénicos.

En la actualidad, el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas se ha
expandido a un amplio grupo de modalidades terapéuticas, al ampliar las fuentes de
obtencion de células progenitoras hematopoyéticas. La fuente clasica de los
progenitores hematopoyéticos para el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas es la médula 6sea, pero no es la unica, y también se emplean para
este fin progenitores hematopoyéticos de la sangre periférica, o la sangre del cordon
umbilical. De ahi que el término trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
sea preferible al de trasplante de médula 6sea.?*

En el momento actual, se han ampliado los objetivos del trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas y se utiliza ademas, como una forma de inmunoterapia
adoptiva. La morbilidad y mortalidad de este procedimiento ha mejorado en los ultimos
afos gracias a un mejor conocimiento del sistema de histocompatibilidad, al desarrollo
de la terapia anti-infecciosa, al uso de ambientes con escasa contaminacion
microbiana, al soporte hemoterapéutico y a la administracion de inmunosupresores
potentes.

La introduccién de este proceder en la practica clinica no ha sido una tarea simple,
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pues a pesar de que la técnica para la obtencion y administracion de la médula ésea
es un procedimiento relativamente sencillo, los problemas relacionados con el
acondicionamiento del receptor, los estudios de histocompatibilidad, las alteraciones
inmunes que aparecen en el periodo postrasplante; la prevencion y el tratamiento de la
enfermedad de injerto contra huésped (EICH); y de las infecciones que pueden ocurrir
después del trasplante, asi como las medidas de aislamiento del enfermo, hacen del
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas uno de los mas complejos dentro
del campo de la trasplantologia moderna.

Los intentos iniciales de aplicar este método a pacientes con enfermedades
hematoldgicas graves fueron un fracaso, ya que se desconocia la importancia de la
similitud de los antigenos de histocompatibilidad entre el donante y el receptor, y la
necesidad de tratamiento inmunosupresor intenso.

En los anos 50 se realizaron casi 200 trasplantes alogénicos de médula ésea en
humanos, sin éxito a largo plazo. Sin embargo, durante este tiempo, se obtuvieron
resultados satisfactorios con el trasplante de gemelos idénticos, que sirvieron de base
para el desarrollo de este proceder.

En 1965, Santos y Owens comunicaron que la Ciclofosfamida era un potente
inmunosupresor. Como este medicamento era conocido por su efecto antileucémico, el
grupo de Seattle administré 60 mg/kg durante 2 dias antes de administrar la irradiacion
corporal total (ICT), y con este régimen se obtuvieron los primeros receptores con
sobrevida a largo plazo.

El primer intento de trasplante alogénico de médula 6sea en humanos se llevo a cabo
en los anos 60 por E. Donnall Thomas, por lo que recibiria el premio Nobel de
Medicina en 1990.

A finales de la década de los 60, existia ya un soporte adecuado de plaquetas, una
mejoria en el tratamiento antibiotico y un desarrollo mayor de agentes antineoplasicos
efectivos. Los primeros trasplantes alogénicos exitosos ocurrieron en 1968 y 1969,
donde 2 pacientes que sufrian de inmunodeficiencias congénitas y uno con
enfermedad de Wiskott Aldrich sobrevivieron al proceder.

Los primeros trasplantes autélogos en humanos se realizaron en 1950 por Kurnick'y
por McGovern en 1959. Estos implantes parecian proteger contra la toxicidad medular,
pero su beneficio clinico era incierto, debido a la inefectividad en la erradicacion de la
enfermedad de base. El trasplante autélogo fue utilizado exitosamente, primero en
pacientes con linfomas en los afos 70, y su uso se amplié en todo el mundo en la
década de los 80. Los inicios del trasplante de sangre periférica fueron en 1962,

cuando Goodman y Hodgson demostraron la existencia de células progenitoras
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hematopoyéticas en la sangre de los ratones, las que podian recolectarse de forma
exitosa, cuando comenzé a desarrollarse la tecnologia de la citocentrifugacion.
Esta fuente de células progenitoras hematopoyéticas se comenzd a utilizar en
pacientes en los que no se podian obtener células progenitoras medulares, debido a
su enfermedad de base o a irradiacion previa, y su uso se ampli6 después de
descubrir que los factores de crecimiento hematopoyéticos causaban una liberacion
transitoria de células progenitoras hematopoyéticas en la sangre periférica. De esta
forma, en 1981 se introdujo la sangre periférica como fuente de células progenitoras
hematopoyéticas. De la demostracion de la presencia de células progenitoras
hematopoyéticas en la sangre de cordon umbilical se sugirid el uso de estas células
para la realizacién de los trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas y el

primer trasplante exitoso de esta fuente se publicd por Gluckman y otros en 1989.24

Debido a la poca probabilidad de encontrar un donante familiar compatible, se
realizaron los primeros trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas no
relacionados en los afos 70. La heterogeneidad de los haplotipos HLA hizo necesaria
le realizacion de grandes paneles de donantes, hasta la existencia hoy del registro
internacional de donantes, no familiares.

Una de las hipdtesis para realizar los trasplantes de células progenitoras
hematopoyéticas en las leucemias, es que la curacion depende en gran medida del
efecto injerto contra leucemia, mas que del régimen de acondicionamiento, y por lo
tanto, es posible lograr un control de la enfermedad a largo plazo, con regimenes
menos agresivos. Esto senté las bases para la introduccion en la década de los 90, del

trasplante no mieloablativo o también llamado "mini-trasplante".2!

4.2.2.1 Etapas del trasplante de progenitores hematopoyéticos

Acondicionamiento: El trasplante de progenitores hematopoyéticos va precedido de un
tratamiento de preparacion del receptor que haga posible que las nuevas células
puedan injertar. Esta etapa consiste en la administracion de altas dosis de
quimioterapia, radioterapia o ambas, simultanea o secuencialmente con la finalidad de
la destruccion la hematopoyesis del paciente, como requisito para dejar espacio fisico
para el prendimiento de los progenitores hematopoyéticos a infundir, ademas de la
anulacién del sistema inmune del receptor para evitar que las rechace cuando sea
trasplante alogénico. Otro objetivo de este tipo de acondicionamientos es erradicar la

poblacion maligna cuando la enfermedad de base es neoplasica, es decir el
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acondicionamiento depende del tipo de enfermedad que se esta tratando. Por ello,
durante muchos anos se considerd indispensable destruir al maximo las células
hematopoyéticas del paciente con quimioterapia y/o radioterapia para reemplazar al
tejido sanguineo enfermo por el sano proveniente de un donador (trasplante
alogénico). A este trasplante se la llama “mieloblativo” o convencional por su
agresividad y toxicidad secundaria. Dicho trasplante se reserva para jovenes y
pacientes es buenas condiciones en general. Este tipo de trasplantes se asocia a dafo
en diversos organos Y tejidos; a dificultad para administrar efectivamente por via oral
medicamentos y para prevenir o tratar la EICH.

El condicionamiento para un alotrasplante de progenitores hematopoyéticos implica
dosis muy altas de farmacos de quimioterapia y/o radioterapia, por ello en pacientes
de 55 anos de edad en adelante o de mala salud en general era relativamente raro
debido a que dicho acondicionamiento por lo general no era bien tolerado por estos
pacientes y por tanto no eran candidatos para un alotrasplante. Por ello se han
desarrollado regimenes de acondicionamiento previos al trasplante, que sean menos
extenuantes y que podrian ser mas adecuados para este tipo de trasplantes. A este
tipo de acondicionamientos de les llama “no mieloblativo” que proviene de las raices
“mielo” palabra griega que quiere decir “medula” y “ablacion” que significa destruccion.
Por ello significa que no destruye completamente la medula afectada del paciente y
que por tanto se ocupan dosis reducidas de farmacos. La eficiencia de los trasplantes
no mieloblativos depende de una reaccion denominada injerto contra neoplasia
maligna (GVM) o injerto contra tumor, en la cual el nuevo sistema inmunitario del
receptor (originado por las células madre donadas) puede destruir la mayor parte de
las células cancerosas que quedan.

Los principales farmacos a utilizar son Ciclofosfamida, Busulfan, Citarabina, Melfalan o
Eopdsido. Dichos farmacos se pueden combinar en esquema doble o se administra

quimioterapia junto con radioterapia en todo el cuerpo.?’

Bisulfan es un farmaco de quimioterapia oral, pertenece al grupo farmacéutico de los
alquil sulfonatos. Es un importante agente citotdxico y un agente alquilante bifuncional.
En medio acuoso, la liberacién de grupos metanosulfonatos produce iones que pueden
alquilar el ADN; se piensa que este es un importante mecanismo biologico para su
efecto citotdéxico. A través de alquilacion, produce guanina-adenina
intrastrandreticulaciones. Esto ocurre a través de una reaccién SN2 en la que el

nucleodfilo guanina N7 ataca el carbono adyacente al grupo saliente mesilato. Este tipo
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de dano no puede ser reparado por la maquinaria celular y por lo tanto la célula se
somete a la apoptosis.

Su denominacion quimica es 1,4-butanodiol dimethanesulfonato, cuando se emplea en
altas dosis causa destruccion de la médula ésea. Se administra para destruir las
células malignas de la médula 6sea, pero también destruye las células normales
remanentes y lleva a la desapariciéon de las células sanguineas rojas, blancas y
plaguetas, lo cual puede proporcionar anemia, infeccion o sangrado que puedan poner
en peligro la vida.

Sus usos principales estan en el trasplante de médula 6sea, donde se utiliza como un
farmaco acondicionador. Busulfan puede controlar la carga tumoral, pero no puede
impedir la transformacion o corregir las anomalias citogenéticas.

Otra aplicacion de la droga seria con las combinaciones de otros farmacos con el
propésito de destruir la médula ésea y las células cancerosas cuando los médicos se
estan preparando para un trasplante de médula 6sea. Los riesgos por utilizar Busulfan
persisten hasta que el injerto de medula 6sea empieza a funcionar. Para resolver este
problema el paciente puede recibir tratamientos de soporte como trasfusiones de
productos sanguineos y permanecera en aislamiento.

Como efectos secundarios pueden incluir nauseas y vomito temporal lo cual debe ser
controlado con farmacos, ademas causa dafio pulmonar por la fibrosis pulmonar
intersticial (caracterizado por tos), la hiperpigmentacién, convulsiones, insuficiencia
hepatica (enfermedad veno-oclusiva), fiebre y disnea con dosis bajas y prolongadas.
El Busulfan también induce trombocitopenia, un trastorno del recuento de plaquetas de
sangre y baja actividad. Hay un alto riesgo de infertilidad con altas dosis.

La fenitoina puede usar al mismo tiempo para evitar las convulsiones. Levetiracetam,
ha demostrado su eficacia para la profilaxis contra ataques inducidos por el busulfan.
Las benzodiazepinas también se puede utilizar para busulfano convulsiones

inducidas.®

La Ciclofosfamida fue sintetizada primero en 1958 por Arnold and Bourseaux; el
compuesto, asi como algunos analogos, fueron sintetizados con el conocimiento sobre
la estructura y las actividades de otros medicamentos contra el cancer ya existentes.
La Ciclofosfamida es el agente alquilante mas usado. Al ser tomado por la célula, es
metabolizado extensivamente. EI compuesto es transformado primero en
intermediarios hidroxilados por el sistema de la citocromo P-450. Los intermediarios
hidroxilados son procesados para formar compuestos activos, la mostaza fosforamida

y la acroleina. La reaccién de la mostaza fosforamida con el ADN es considerada la
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etapa citotoxica. La resistencia resulta del aumento en el reparo del ADN, disminucion
en la absorcion del agente, y la reaccion del agente con antioxidantes tales como los
tioles. La resistencia cruzada no ocurre en todos los casos.

La Ciclofosfamida es un farmaco inmunosupresor, ayuda a que el receptor acepte la
médula del donador, se administra por via intravenosa por dos dias consecutivos. El
tratamiento con altas dosis puede producir retencién de liquidos, sangrado de la
vejiga, y rara vez reduccion en la fuerza del musculo cardiaco. También causa
transitorio vomito y diarrea. La pérdida de cabello es el resultado de 2 a 3 semanas de
su uso y el cabello crece de 2 a 3 meses. Dosis altas pueden ser fatales si la
trasfusion de medula ésea no ocurre pues existe una pequena posibilidad de que la
medula no pueda crecer.

El acondicionamiento se administra durante la semana anterior al trasplante. La
cantidad de dias y secuencia de tratamiento dependen del régimen de

acondicionamiento especifico.®

Tratamiento de Soporte. Tiene como finalidad el empleo de quimioterapia especifica
cada vez mas agresiva en los protocolos actuales. Comprende terapia sustitutiva de
los componentes sanguineos, diagnostico y tratamiento de las complicaciones
infecciosas, correcto manejo de las alteraciones metabdlicas, control nutricional y

soporte psico-social del paciente y su familia.

Manipulacién ex vivo del inoculo. Tiene como objetivos, eliminar las posibles células
neoplasica en el caso de un autotrasplante, eliminar los linfocitos T para reducir el
riesgo EICH, aumentar el nimero de precursores mediante técnicas de expansion; en
el caso de alotrasplante con incompatibilidad mayor ABO, eliminar los hematies;

separacion y concentracion de células CD34+.

Infusiéon de precursores hematopoyéticos El proceso de infusién consiste en que;
luego de la administracion de un acondicionamiento, las células son descongeladas en
un bafo de agua caliente y reinfundidas al torrente sanguineo del paciente inyectadas
a través de catéter venoso central. Este procedimiento es denominado trasplante. Este
proceso se realiza en la habitacion del paciente, es decir no es un procedimiento
quirurgico y generalmente tarda 15 minutos. Las células progenitoras hematopoyéticas
viajan a través del torrente sanguineo para anidar en la medula 6sea y comenzar a
producir las diferentes extirpes celulares en un proceso llamado prendimiento del
injerto.
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Complicaciones del trasplante de progenitores hematopoyéticos. Los pacientes

durante el proceso son examinados a menudo para detectar signos de fiebre,

escalofrios, urticaria, descenso de la presion arterial o dificultades para respirar.

Pueden presentarse efectos secundarios tales como dolor de cabeza, nauseas, rubor

y dificultad para respirar, entre otros. Estos generalmente pueden controlarse y es

posible completar la infusion. Las complicaciones del trasplante se pueden clasificar

atendiendo el periodo de presentacion, considerandose tres fases:

1.

Fase de acondicionamiento. Dura aproximadamente unas 3 semanas (10-12
dias si se utilizan progenitores de sangre periférica y hasta 4 semanas si se
utiliza sangre de corddn umbilical) que es el tiempo que tarda en recuperarse la
funcién medular. Las complicaciones incluyen las directamente derivadas del
tratamiento de acondicionamiento y las producidas por la situacion de aplasia.
El tratamiento de acondicionamiento previo al trasplante puede afectar
cualquier sistema que depende del remplazo de células madre. En particular a
los 6rganos que son mas sensibles a los farmacos citotoxicos y a las
radiaciones como tubo digestivo, piel, foliculos pilosos, pulmones, vasos
sanguineos e higado.

Las infecciones constituyen la complicacion mas importante durante el primer
periodo causando la mayoria de muertes; son consecuencia de neutropenia y
del dafio a las barreras mucosas y cutaneas por el acondicionamiento, ademas
de medidas invasivas como la colocacion de catéteres, asi como la
inmunodeficiencia ocasionada por la enfermedad de base y el uso de
inmunosupresores en los trasplantes alogénicos. Como resultado de la
inhibicion de los globulos blancos se conlleva a un alto riesgo de infecciones
oportunistas (también provocado por la profilaxis antibiética), asi como a una
amplia variabilidad de la localizacién de la infeccion siendo frecuente la
presencia de fiebre sin focos infecciosos.

Las complicaciones derivadas de la aplasia son debidas a la falta de células
sanguineas hasta la recuperaciéon hematopoyética, fundamentalmente anemia
hemorragia e infecciones.

Fase postrasplante inmediata. Esta fase incluye el periodo comprendido entre
la recuperacion de la fase medular y los tres meses postrasplnate y se
caracteriza fundamentalmente por dos tipos de complicaciones infecciones y

enfermedad injerto contra huésped.
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La enfermedad injerto contra huésped es un trastorno en el cual las células
progenitoras hematopoyéticas del donador atacan el cuerpo del paciente o
receptor porque las células inmunitarias del donante, en especial los linfocitos
T, detectan que las células huésped son distintas a si mismas. En el caso de
trasplantes de células madre, las células del donante vigilan a las células del
receptor y las atacan si encuentran variaciones importantes.

3. Fase tardia. Va desde los tres meses hasta el afo, que es cuando se
reconstituye el sistema inmunitario del paciente. Las infecciones son la
complicacién mas frecuente y se da en los pacientes con trasplante alogénico
que sufren EICH. En estos casos se mantienen los defectos de la inmunidad
humoral y celular, asi los pacientes tienen riesgo de sufrir infecciones por CMV,
virus varicela zoster, virus Epstein Barr, virus respiratorios y por bacterias

encapsuladas como H. influenza y S. Pneumoniae.

Periodo post trasplante. Para los tres primeros dias después del trasplante, los efectos
del régimen de acondicionamiento y la disminucion de la funcién medular comienzan a
tener efecto. Se debe mantener al paciente en un entorno protegido para minimizar el
contacto con agentes infecciosos. Se pueden llegar a realizar trasfusiones de glébulos
rojos y plaquetas periédicamente hasta que las células madre trasplantadas
restablezcan la funcién medular. El paciente es observado atentamente mediante
examenes fisicos, analisis de quimica sanguinea, estudios de diagnostico por imagen
para asegurar que los 6rganos principales funcionen con normalidad. Durante la fase
de aplasia el paciente debe estar sometido a mediadas de aislamiento estrictas para
disminuir el riesgo de infecciones. Estas medidas incluyen: habitacion individual
esterilizada con control de aire (flujo laminar, presién positiva, con filtros de alta
eficiencia) medidas de aislamiento invertido para las Vvisitas, alimentacion
descontaminada (estéril baja en bacterias) y adecuado lavado de manos, a esta
técnica se le llama aislamiento invertido. En esta técnica el paciente es dejado libre en
una habitacion limpia y las personas que entren en contacto con él, seran totalmente
protegidas ademas de llevar realizar una limpieza de manos antes de entrar a la
habitacion. Ademas se utilizan antibidticos profilacticos como antibacterianos,
antifungicos, antivirales y antiprotozoarios. Una medida importante para disminuir la
mortalidad por infecciones es la deteccion y el tratamiento precoz de las mismas, por
lo que ante la aparicion de fiebre aun en ausencia de foco infeccioso se debe empezar

un tratamiento antibidtico de amplio espectro y generalmente se siguen administrando
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hasta que reaparecen los leucocitos en la sangre en cantidades suficientes como para

que sea improbable la paricion de infecciones.

Enfermedad injerto contra huésped. Las diferencias detectadas por las células
infundidas implican las proteinas de la superficie celular que no se detectan mediante
HLA, o que hayan diferencias en el tipo de HLA que permitan el trasplante pero
causen la reaccidn. Muchos pacientes sufren esta reaccion aunque varia desde
apenas perceptible hasta una amenaza para la vida y es sumamente grave en
pacientes con edad avanzada. El riesgo de EICH es mayor si el donante y receptor
son del distinto sexo. La EICH puede ser aguda o crénica. La fase aguda puede ocurrir
poco después de que las células trasplantadas comiencen a aparecer en el receptor y
comienza durante los primeros 90 dias posteriores al trasplante. Es producida por los
linfocitos T del donante tras su activacion en varias fases. Las células dendriticas del
receptor presentan aloantigenos en el en el contexto del sistema HLA, a los linfocito
Th del donante, que se activan y liberan IL-2, que a su vez activan linfocitos Tc. Estos
son los responsables del dafio sobre las células del receptor que expresan antigenos
HLA de clase I. También intervienen las células NK y los macréfagos que participan la
reaccion liberando citocinas. Los linfocitos T activados liberan también Interferon-g,
que aumenta la expresion de antigenos HLA de clase I, lo que aumenta un estimulo a
linfocitos T y NK. Afecta fundamentalmente a tres 6rganos diana: Piel, Higado e
Intestino.

En la EICH se sufren los siguientes problemas:

En la piel, puede aparecer una erupcion y picazon, puede volverse escamosa, y si la
reaccion es grave se puede perder area de la piel, el color de esta puede
obscurecerse tal que la textura de torna muy dura e incluso el movimiento de las
articulaciones pueden quedar restringido. Las lesiones de la piel pueden ir
acompanadas de caida de cabello.

La parte interior de la boca y el es6fago, pueden resecase en exceso y lastimarse.
Pueden aparecer ulceras y la tendencia a la sequedad puede conducir al cese de
formacion de lagrimas y producir sequedad vaginal y en otras superficies. Los
pulmones pueden sufrir los efectos de la sequedad y la cicatrizacion por el ataque de
las células inmunitarias del donante.

Las lesiones hepaticas pueden resultar en una insuficiencia de la funcion hepética y
del flujo de bilis, que puede no ser manifestada pero puede ser detectada en la

quimica sanguinea o en casos graves producir ictericia.
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Generalmente la EICH cronica ocurre después del tercer mes posterior al trasplante y
puede que no se desarrolle hasta un ano después del trasplante. Los pacientes de
edad avanzada son mas propensos a padecer EICH crénica y es mas probable que
ocurra en pacientes que previamente sufrieron EICH aguda. La EICH crénica puede
ser leve con mejoras 0 mas grave, persistente e incapacitarte.

La fase tardia va desde los tres meses postrasplante hasta el afo, que es cuando se
reconstituye el sistema inmunitario del paciente. Las infecciones son la complicacion
mas frecuente y se da en los pacientes con trasplante alogénico que sufren EICH. En
estos casos se mantienen los defectos de inmunidad humoral y celular y dafio es la
funcion del sistema reticuloendotelial y los pacientes tienen riesgo de sufrir
infecciones por CMV, Virus Varicela Zéster, virus respiratorios y por bacterias
encapsuladas como H. influenzae y el S. pneumoniae.

Los adelantos en las técnicas de trasplante, tales como la verificacion mas exacta de
la compatibilidad HLA, el tratamiento de farmacos inmunosupresores y esteroides
(metilprednisona o Prednisona o micofenolato mofetil), asi como ciclosporina A y
Metrotexate, la reduccion de linfocitos T del injerto del donante y el uso de sangre de
cordon umbilical como fuente de células donantes han ayudado a reducir el riesgo que

el paciente tiene de padecer EICH.?!

La ciclosporina (INN) es un medicamento inmunosupresor ampliamente usado en el
trasplante de érganos alogénicos para reducir la actividad del sistema inmunitario del
paciente y el riesgo de rechazo del 6rgano. Ha sido estudiada en el trasplante de piel,
corazoén, rindn, pulmoén, pancreas, médula 6sea e intestino. La ciclosporina es un
péptido no ribosomal ciclico de 11 aminoacidos (undecapéptido). Ademas de la
medicina de trasplantes, la ciclosporina se usa también en la psoriasis y dermatitis
atépica e infrecuentemente en la artritis reumatoide y enfermedades relacionadas,
aunque solo en los casos mas severos. Ha sido investigada para el uso en muchas
otras enfermedades autoinmunes. La ciclosporina A ha sido investigada como posible
agente neuroprotector en condiciones como accidente cerebrovascular y ha sido visto
en experimentos animales para reducir el dafio cerebral asociado con traumatismos.
La ciclosporina A bloquea la formacion del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial, el cual se ha relacionado como responsable de gran parte del dafo
asociado con traumatismos craneales y enfermedades neurodegenerativas. La
ciclosporina fue disefada para unirse a la proteina citosdlica ciclofilina (una
inmunofilina) de linfocitos inmunocompetentes, especialmente linfocitos T. Este

complejo de ciclosporina y ciclofilina inhibe la calcineurina, la cual bajo circunstancias
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normales es responsable por activar la transcripcion de interleucina-2 (l1-2). También
inhibe la transcripcion de la produccion de linfocinas y la liberacion de interleucinas y
por lo tanto conduce a una reduccion en la funcion de las células T-efectoras (linfocitos
T efectores), sin afectar la actividad citostatica. Tiene también un efecto sobre las
mitocondrias. La ciclosporina A inhibe la apertura del poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial, de esta forma, inhibe la liberacién del citocromo c, un
potente factor de estimulacion de apoptosis. Sin embargo, este no es el principal modo
de accion para su uso clinico, pero si es una importante herramienta para la
investigacion acerca del fendmeno de la apoptosis, o muerte celular programada.

En su aplicacion la ciclosporina debe ser monitorizada ademas de la funcion hepatica
(puede provocar aumento de bilirrubina sérica y ocasionalmente de enzimas
hepaticos, lo que puede precisar una reduccion de dosis) y renal (aumento de
creatinina y urea séricas al inicio del tratamiento. Reducir la dosis en un 25-50%
cuando la creatinina sérica permanezca incrementada por encima del 30% del nivel de
creatinina registrado antes de iniciar la terapia en mas de una determinacion), presion
arterial, potasio, magnesio sérico, lipidos. Precaucidon en hiperuricemia, con
metotrexato a largo plazo, con otros inmunosupresores, lercanidipino, suplementos de
K, farmacos ahorradores de K (diuréticos ahorradores de K, IECA, antagonistas del
receptor de la angiotensina Il) o que lo contienen. Riesgo de infecciones bacteriana,
fungica, parasitaria y virica (emplear estrategia profilactica y terapéutica efectiva),
desarrollo de linfomas y neoplasias de piel.

La ciclosporina A se administra el dia previo al trasplante por via endovenosa y se
continuara hasta que sea capaz de tolerar la via oral. Mezclandola con bebidas
(jugos), se administra hasta 6 meses después del trasplante y en caso de presentar
EICH crénico debera usarse mas tiempo. Puede producir hiperplasia gingival,
convulsiones, Ulcera péptica, pancreatitis, fiebre, vomito, diarrea, confusion,
dificultades respiratorias, confusion y hormigueo, prurito, hipertension arterial,
retencién de potasio y posiblemente hiperkalemia, pérdida del apetito y nauseas, las
cuales son generalmente bien toleradas o tratadas con antieméticos. Aumenta el
crecimiento del vello facial y corporal, ocasionando oscurecimiento de la piel que se
resuelve al dejar el medicamento, disfunciones de rifidn y de higado (nefrotoxicidad y
hepatotoxicidad). También causa anormalidades de la fusién renal, acurren en la
mayoria de los pacientes, por lo que los pacientes se mantienen en vigilancia y en un
adecuado manejo de liquidos. Otra complicacion es el daino hepatico, por ello se debe
poner especial atencion al funcionamiento hepatico durante el periodo del trasplante.

Las convulsiones son un efecto colateral raro y puede ser evitado o tratado con

31



medicamentos especificos. Algunos pacientes experimentan un ligero temblor el cual
desaparecera al suspender el farmaco, también se puede presentar confusion mental,
vision doble o pérdida temporal de la vision. El aumento de la presion es un efecto
comun, este es reversible y en ocasiones es necesario administrar con
antihipertensivos y obviamente un incremento en la vulnerabilidad a hongos y virus

oportunistas (infeccién) por la inmunosupresion que el medicamento desencadena.®

El Metrotexate (MTX) es un medicamento usado en el tratamiento del cancer,
enfermedades autoinmunes y la induccién de aborto terapéutico.

Fue usado inicialmente como parte de quimioterapia combinada para el cancer.
Actualmente es medicamento de primera linea para el tratamiento de algunas
enfermedades neoplasicas como la leucemia linfoblastica aguda.

Se usa para el tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes demostrando una
mejoria marcada en los sintomas. El Metrotexate (también llamado ametopterina) es
un antimetabolito de la familia de los folatos. Es un analogo de la aminopterina,
producto que también deriva del acido folico. EI Metrotexate es uno de los pocos
farmacos que puede ser administrado intratecalmente y atizando en los casos de
metastasis que afectan el sistema nervioso central.

El Metrotexate también posee efectos inmunosupresores y es utilizado en el
tratamiento de la artritis reumatoide, en la prevencion de la enfermedad injerto contra
huésped y en otras enfermedades autoinmunes. Inhibe competitivamente la
dihidrofolato-reductasa, enzima responsable de convertir el acido folico a
tetrahidrofolato, el cofactor necesario para la transferencia de un carbono en muchas
reacciones metabdlicas. Algunas de estas reacciones afectan la proliferacion celular,
incluyendo la sintesis de acido timidilico y de los precursores nucleétidos del DNA y
RNA. La inhibicién de la timidilato-sintasa es, quizas, su efecto mas importante
resultando en una inhibicion de la sintesis del DNA. Los efectos inhibidores dependen
de sus concentraciones intracelulares, y los tejidos con mayor metabolismo celular y
crecimiento mas rapido son los mas afectados. Entre estos, se encuentran los tejidos
neoplasicos, los foliculos capilares, las células epiteliales del tracto digestivo y las
células de la médula 6sea. Inhibe la proliferacion celular en la fase S del ciclo celular.
En dosis altas (> 30 mg/m2) inhibe las células en la fase S y ralentiza la entrada desde
G1 a S. Adicionalmente, el Metrotexate puede inhibir la sintesis de proteinas debido a
la reduccion que experimentan los cofactores del folato, siendo este posiblemente el
mecanismo por el cual las dosis altas paran las células en la fase G1. Un factor critico

sobre los efectos citotdoxicos es la duracidn de la exposicion al mismo, por lo que una
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exposicion prolongada, incluso a dosis bajas, puede producir una citotoxicidad y
toxicidad significativas. El Metrotexate penetra en las células utilizando 2 sistemas de
transporte: el primero utiliza un transportador de folato reducido que muestra una alta
afinidad hacia el Metrotexate y también para los folatos reducidos, mientras que el
segundo consiste en una difusién pasiva. Este ultimo mecanismo no reviste gran
importancia a menos que se administre en dosis muy altas (concentraciones séricas >
100 mM). Una vez en el interior de la célula, el Metrotexate experimenta la
polimerizacién de la cadena lateral de acido glutamico para formar el poliglutamato de
metotrexato. Tanto el Metrotexate como su derivado poliglutdmico inhiben la
dihidrofolato-reductasa. Sin embargo, el derivado poliglutamico, al ser de mayor
tamano resiste mejor que el Metrotexate el transporte hacia afuera, mecanismo por el
cual, las células se libran de productos toxicos. La formacion del derivado
poliglutamico del metotrexato se lleva a cabo con mayor facilidad en las células
tumorales que en las células de mamifero lo que explica la relativa selectividad del
farmaco hacia las células tumorales. La formacion del poliglutamato de metotrexato
(PG-MTX) depende tanto de la concentracion intracelular del farmaco, como de la
duraciéon de la exposicion. La administracion de dosis elevadas de Metrotexate para
originar altas concentraciones extracelulares es una forma de soslayar la aparicién de
resistencias que se producen durante el tratamiento convencional secundaria a los
cambios en los sistemas de transporte de la membrana.

El Metrotexate posee igualmente propiedades inmunosupresoras y también puede
mostrar propiedades anti-inflamatorias.

El Metrotexate se administra en los primeros 11 dias después del trasplante. Puede
producir micosis bucal, el cual es transitorio y mejora cuando los leucocitos regresen a
su cuenta normal. Otros efectos posibles del farmaco son nauseas, alteracion del
higado y una lenta recuperacién de las células sanguineas. Todas sus reacciones son

reversibles.16

La Prednisona pertenece al grupo farmacoterapéutico de los corticosteroides para uso
sistémico. Su mecanismo de accidon: los esteroides interaccionan con receptores
citoplasmaticos intracelulares especificos. Una vez formado el complejo receptor-
glucocorticoide, éste penetra en el nucleo, donde interactia con secuencias
especificas de ADN, que estimulan o reprimen la trascripcion génica de ARNm
especificos que codifican la sintesis de determinadas proteinas en los 6rganos diana,

que, en ultima instancia, son las auténticas responsables de la accion del corticoide.
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Accion antiinflamatoria: Su accion es independiente de la etiologia (infecciosa,
quimica, fisica, mecanica, inmunolégica) y conlleva la inhibicion de las
manifestaciones inmediatas (rubor, calor, dolor, tumefaccién) y tardias de la
inflamacién (proliferacion fibroblastica, formacién de fibrina, cicatrizaciéon). Los
glucocorticoides inducen la sintesis de lipocortina-1, que inhibe la activacion de la
fosfolipasa A2, (enzima que libera los acidos grasos poliinsaturados precursores de las
prostaglandinas y leucotrienos y factor de agregacion plaquetaria (PAF), todos ellos
mediadores del proceso inflamatorio).

Accién inmunodepresora: Produce una disminucion de la respuesta inmunolégica del
organismo al interferir en las sefales interleucocitarias mediadas por las linfoquinas.
Inhiben la interaccién macrofago-linfocito y la posterior liberacion de IL-2; como
resultado, suprimen la activacion de los linfocitos T producida por antigenos vy la
sintesis de citocinas por los linfocitos T activados.

Como consecuencia de estas acciones de la Prednisona, se utiliza en determinadas
situaciones de emergencia.

La Prednisona se utiliza como tratamiento de la EICH, puede producir aumento en el
peso y edema facial y aumento de la glicemia, que desaparecen al suspender el

farmaco, ademas aumenta el riesgo de infecciones.6

Implante o injerto. El prendimiento del injerto casi siempre tiene lugar de 2 a 4
semanas después del trasplante y el recuento absoluto de neutrdfilos es el indicador
comunmente usado para valorarlo y los médicos evaluan el proceso tomando
biometrias hematicas. Sin embargo, la recuperacién completa de la funcién inmune
toma mas tiempo; hasta varios meses para los pacientes que se sometieron a un
trasplante autologo y uno o dos afos para pacientes que se sometieron a un trasplante
alogénico o Singénico.

Tanto las células T como las NK del donante y del receptor, asi como las CD34+ del
donante, estan involucradas en la toma del injerto y se necesita una importante
inmunosupresion para permitir que esto ocurra.

Las células NK del donante favorecen el injerto a través del reconocimiento y
destruccion de los linfocitos y células hematopoyéticas residuales del receptor.

Es conocido que las células CD34+ influyen en un injerto de diferentes formas. Estas
células pueden bloquear la funcién de las células T del receptor, a través de un efecto
de “veto” que pueden bloquear la funcion de las células T del receptor. En los
trasplantes depletados de células T, las células CD34+ del donante son la fuente

principal de células NK que favorecen el injerto tanto en los trasplantes HLA idénticos
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como en los no idénticos, por lo que un alto nimero de células CD34+ tiene un efecto
beneficioso en este proceso. El uso de altas dosis de inmunosupresores en los
trasplantes no mieloblativos muestra la importancia del injerto de las células T en el
establecimiento de una hematopoyesis duradera. En las primeras semanas después
de este tipo de trasplante, el 100% de las células T son de origen del donante,
mientras que la recuperacion de la hematopoyesis es predominante del receptor.
Semanas o meses mas tarde la hematopoyesis del receptor es sustituida por la del
donante, seguido por lo que se considera efecto injerto contra medula del trasplante.
En contraste, los receptores que no logran un injerto temprano de las células T del
donante, tienen un alto riesgo de rechazo por las células residuales del receptor.
Se considera fallo del injerto cuando las células progenitoras hematopoyéticas
trasplantada son incapaces de mantener la hematopoyesis en unos niveles
adecuados. En el trasplante alogénico no existe consenso en cuanto a los criterios
para definir el retraso del implante tras el trasplante pero la mayoria de los autores lo
consideran cuando existen:

¢ Incapacidad para alcanzar mas de 100 neutrofilos en el dia +21 postrasplante.

¢ Incapacidad de alcanzar mas de 500 neutrdfilos en el dia +28 postrasplante.
En general de ha descrito dos tipos de fallo del injerto. El primario, en el cual no existe
evidencia de recuperacion hematopoyética tras el proceso y el secundario cuando hay
fallo de implante tardio en el cual se produce inicialmente una recuperacion
hematopoyética y posteriormente se desarrolla una pancitopenia. Ambos obedecen a
mecanismos inmunolégicos de defensa del receptor contra el implante.
La frecuencia de esta complicacidén aumenta cuanto mayor es la disparidad antigénica
entre donador y receptor, menor es la intensidad del régimen de acondicionamiento,
menor es la cantidad de células infundidas y mayor es la sensibilizacion previa del
receptor por trasfusiones. El tratamiento en caso de un fallo del injerto es dificil. Si
existen datos indicativos de prendimiento puede intentarse un tratamiento con el factor
de crecimiento granulo-macrofagico y una segunda infusibn de progenitores
hematopoyéticos. Si no hay evidencia de hematopoyesis derivada del donante, esta
segunda infusiéon debe ir precedida por un nuevo régimen de acondicionamiento
inmunosupresor.
Una importante herramienta clinica en la evaluacion de los trasplantes de células
hematopoyéticas es el estudio del quimerismo, el cual permite conocer si el sistema
linfohematopoyético del donante ha sido capaz de implantarse en el organismo del
receptor y si lo ha hecho desplazandose al sistema linfohematopoyético del receptor o

se encuentra coexistiendo en equilibrio con este. La evaluacion de la reconstitucion
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hematopoyética son parametros hematolégicos que permiten controlar la evolucion
clinica del paciente durante los primeros meses del trasplante, pero de los que no se
puede obtener informacion alguna sobre el origen celular del nuevo sistema
hematopoyético que se esta formando. En estas ultimas décadas se han desarrollado
diferentes metodologias que permiten conocer cualitativamente y cuantitativamente el
origen de estas nuevas células hematopoyéticas, a la vez que permiten realizar un
seguimiento exhaustivo del injerto en los pacientes trasplantados, las técnicas mas
utilizadas son: el estudio del fenotipo eritrocitario, el estudio de los cromosomas
sexuales mediante analisis citogenético, técnicas de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) y PCR y estudio de polimorfismo de DNA. Dichas técnicas son capaces de
distinguir entre células del receptor y del donante. La literatura recomienda que se

realice el estudio a los 30, 60, 90, 120 dias, 6 meses y 12 meses.

Recuperaciéon hematolégica. Suele iniciarse el dia +10 a +21, evidenciandose células
hematopoyéticas en médula 6sea y comenzando el ascenso de las cifras de
reticulocitos, leucocitos y plaquetas. En el momento que se inicia la recuperacion
inicial hematoldgica es cuando pueden evidenciarse los primeros signos y sintomas de
EICH.

Reconstitucién inmune. En el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas se
experimenta un periodo prolongado de difusion inmunoldgica, que puede persistir por
varios meses. Presentan un patron predecible de deficiencia y recuperacion del
sistema inmune y existe una afectacion de la inmunidad tanto celular como humoral, lo
cual provoca que estos pacientes tengan un alto riesgo de infecciones con alta tasa de
mortalidad. La recuperacién de la inmunidad celular y humoral después de la
exposicion a altas dosis de terapia citotdxica, estd en dependencia
predominantemente de la reconstitucién de los elementos linfoides. En un trasplante
autdlogo, la reconstitucion inmunolégica es particularmente mas demorada debido a la
re-educacion de las células linfoides del donante en un ambiente extrano en ausencia
de timo funcional. La naturaleza de la inmunidad disfuncional urge de las alteraciones
cualitativas y cuantitativas de linfocitos T y B, lo que en ausencia de EICH se resuelve
en un periodo de 6 a 12 meses. Después del trasplante, el niumero de linfocitos T y B
circulantes, recupera sus valores normales en las primeras 6 semanas manteniendo
un déficit funcional durante el primer afo. Los niveles de inmunoglobulina se
mantienen normales o se recuperan a los 6 meses, los niveles de linfocitos CD8

permanecen bajos y son normales entre los 9 y 12 meses, los niveles normales de cd3
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y cd4 se alcanzan hasta los 12 meses, las células NK se normalizan hasta los tres
meses, los neutréfilos se recuperan en 2 o 3 semanas pero se mantiene una
disminucién de la quimiotaxis por un periodo de hasta cuatro meses, el numero de
monocitos en la sangre periférica regresa a los valores normales en los primeros 40
dias y su funcion es generalmente normal, los macréfagos aparecen en el higado y en

los pulmones cerca del dia 80 y se ha demostrado que son del donante.2

4.2.3 Tipos de Trasplante

Los tipos de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas puede clasificarse
como:

Alogénico:. efectuado entre individuos de una misma especie. El procedimiento implica
la infusion de Células Progenitoras Hematopoyéticas de un donante sano a un
paciente que se ha sometido a un tratamiento de acondicionamiento, administrado
previamente, con el fin de erradicar las células neoplasicas y la capacidad de
respuesta inmune del receptor, para evitar un rechazo del injerto una vez infundido. La
principal limitacion para la realizacién de este tipo de trasplante es la disponibilidad de
un donante familiar HLA compatible. Sin embargo, los avances obtenidos en los
ultimos anos en el campo de la inmunologia y la biologia molecular, asi como la
creacion de registros de donantes de médula y bancos de sangre de corddn, han
permitido ampliar las posibilidades de encontrar donantes histocompatibles no

relacionados para los pacientes que lo requieren.

A pesar de que la pareja donante-receptor sea idéntica para el sistema HLA, existen
antigenos de compatibilidad menores, lo que provoca que en este trasplante exista
una doble barrera inmunologica, y puede ocurrir que:

El receptor rechace las células infundidas (rechazo del injerto).

Las células inmunocompetentes infundidas pueden reconocer como extrafias las
células del receptor, lo que se conoce como enfermedad injerto contra huésped
(EICH).

No familiares, fofal o parcialmente compatibles. debido a la limitacion de los tipos de

trasplantes, se ha trabajado para aumentar las posibilidades de donantes no
relacionados, los cuales alcanzan mas de 7,5 millones en todo el mundo. En la
actualidad, el 25 % de los trasplantes alogénicos son este tipo. A pesar de la cantidad

de donantes disponibles en el registro internacional, es dificil encontrar uno para
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muchos pacientes, particularmente para las minorias étnicas y raciales.

Se deben tener en cuenta algunas observaciones previas al inicio de una busqueda de
donantes no emparentados o no relacionados, y entre ellas estan las siguientes:

1. Confirmar que en el estudio de los familiares no existe algin donante compatible.

2. Valorar los riesgos y beneficios de este tipo de trasplante frente a otras opciones
como el autotrasplante y la quimioterapia.

3. Considerar las condiciones generales: edad y ausencia de alteraciones neuroldgicas

en enfermedades congénitas.

Singénico o isogénico. En este caso, el donante y el receptor son gemelos

homocigotos y, por lo tanto, no existen entre ellos diferencias genéticas ni

inmunolégicas.

Como todo tipo de trasplante tiene sus ventajas y desventajas con poca o ninguna

posibilidad de EICH y no necesita inmunosupresion.

Aufdlogo o aufofrasplante de meédula Osea. La experiencia acumulada con el

trasplante alogénico, permiti6 comprobar /n vivo el efecto curativo sobre algunas
neoplasias hematolégicas del uso de megadosis terapéuticas. Sin embargo, el
aumento de la dosis se encuentra limitado por la aparicion de toxicidades graves.
Resulta especialmente critica la provocada en la médula 6sea, que conduce a una
mielosupresion prolongada. De esta forma, la necesidad de garantizar una funcion
hematopoyética correcta tras un tratamiento quimiorradioterapico en dosis elevadas,
junto con las limitaciones del trasplante alogénico, ha sido la causa del desarrollo del
autotrasplante en los ultimos afnos.

Este tipo de trasplante consiste en obtener células progenitoras hematopoyéticas del
propio paciente, conservarlas y reinfundirlas, después de administrar dosis de
quimioterapia y/o radioterapia ablativa. Aunque su uso comenz6 mas tardiamente, en

la actualidad es el tipo de trasplante mas utilizado.*

El régimen de acondicionamiento y la extraccién de la médula se realizan de forma
similar al trasplante alogénico, pero la inmunosupresion postrasplante no es necesaria.
Es importante la criopreservacion en este tipo de trasplante. En la actualidad, la fuente
mas utilizada para el autotrasplante son las células obtenidas de la sangre periférica

movilizada por medio de procedimientos de aféresis.

38



4.2.4 Diferentes fuentes de células progenitoras hematopoyéticas

Médula oJsea. fue la primera fuente utilizada. Las Células Progenitoras
Hematopoyéticas se obtienen por aspiracion medular.

La mayoria de los equipos que realizan el trasplante de Modula Osea siguen la
técnica de Thomas: al donante (o al paciente en el caso de un autotrasplante), se le
administra en el quir6fano anestesia raquidea o sedacion y se practican entre 100 y
200 punciones aspirativas en las crestas iliacas, con las que se obtienen en el adulto
normal entre 800 y 1 200 mL de sangre medular con un contenido de entre 1,5y 3,5
X10 & células /Kg. del receptor. En el nifio se debe obtener una muestra de 10-20 mL
por Kg. del receptor.

A medida que se extrae la médula se deposita en un medio heparinizado para al final,
pasarla a través de filtros de 200 a 300 nm de luz. De esta forma, los grumos
medulares se convierten en suspensiones celulares y se eliminan las esquirlas 6seas.
En el trasplante de Modula Osea alogénico de sangre medular se transfunde 24 horas
después de finalizado el régimen de acondicionamiento por via intravenosa. Las
células progenitoras hematopoyéticas son capaces de llegar o regresar a la médula en
un dia. En el trasplante de Modula Osea autélogo la sangre medular se criopreserva

hasta el momento de la transfusién.24

Sangre periférica. en 1981, después de descubrir que los factores de crecimiento
hematopoyéticos causaban una liberacion transitoria de Células Progenitoras
Hematopoyeéticas en la sangre periférica, se comprobd que un numero suficiente podia
ser recolectado por leucoféresis y se lograba un implante rapido y mantenido después
de la infusién. Recientemente, el uso de sangre periférica movilizada como fuente de
Células Progenitoras Hematopoyéticas, ha aumentado. En el afio 2000, mas del 95 %
de los adultos y el 80 % de los nifos y adolescentes utilizaron la sangre periférica
movilizada como fuente de Progenitores Hematopoyéticos, y en los trasplantes
alogénicos realizados, mas del 50 % de los trasplantes HLA idénticos, la mayoria de
los haploidenticos y singénicos, asi como un tercio de los no relacionados, utilizaron

esta fuente.

Las células pueden ser recolectadas después de la utilizacion de varios métodos como
el uso de quimioterapia, de factor estimulador de colonias (FEC) o de ambos, asi como

de una combinacion de FEC, o el uso de estos factores de forma secuencial. Para el
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trasplante alogénico de SP exclusivamente se emplean los FEC para la movilizacion
de las células del donante, ya que se trata de un individuo sano y éticamente no es

aceptable el uso de quimioterapia.

Por lo general después del 4to. o 5to. dia de la movilizacion, las células se recolectan
con una maquina separadora, con la que se obtienen las células mononucleares, y se
reinfunden al donante los otros componentes de la sangre. Para este proceder se
requieren 2 accesos venosos, para permitir un proceso continuo. En muchos pacientes
o donantes preparados para movilizar células hematopoyéticas, generalmente la
extraccion de un solo dia no es suficiente para lograr el implante, ya que el numero de
células es pequefio, por lo que se requiere repetir el proceso durante varios dias. Es
necesario obtener un gran volumen de leucoféresis, que representa aproximadamente
20 L en un adulto o de 2 a 4 volumenes sanguineos en un niflo. Para esto se
necesitan realizar 2 o mas dias de aféresis, sobre todo cuando se va a efectuar un
trasplante autdlogo y en pacientes tratados previamente con quimioterapia. En los
enfermos no tratados con quimioterapia intensiva, asi como en donantes sanos para
un trasplante alogénico, generalmente se requiere una sola sesion.
La movilizacién inducida por quimioterapia, que se emplea en los trasplantes
autdlogos, se puede lograr con el uso de varios regimenes mieloblativos, siendo uno
de los utilizados es el que emplea la Ciclofosfamida (CFM) generalmente en una dosis
total de 2 g/m? durante 2 dias.

Actualmente los estudios muestran que el uso combinado de FEC granulocitico (G-
CSF) junto con el etoposido, moviliza diferentes subtipos de células dendriticas, lo que
favoreceria una mejor generacion de respuesta inmunoldgica, dado a que estas

células estan reconocidas como células presentadoras de antigenos.

Se ha utilizado el stem cell factor (SCF) recombinante en pacientes que no responden
a la movilizacion para trasplantes de SP con FEC o a la combinacion de este con
quimioterapia. Se ha empleado el mismo régimen anterior, en el cual se obtuvo una
movilizacion pobre, mas el SCF, que resulté en la obtencion de un numero suficiente
de células CD34+ con una gran capacidad de reconstitucion hematopoyética.
En los pacientes que no logran una movilizacién adecuada, en condiciones como
fibrosis o metastasis medular, y también en los trasplantes alogénicos, se utiliza con
éxito el trasplante de médula estimulada con G-CSF, cuya eficacia es comparada con
el TCPH de SP movilizado con este factor, con menor incidencia de EICH-A y cronica
(EICH-C).
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Los donantes sanos de CPH de SP deben tener los siguientes requisitos:

Hemoglobina >11g/dL.

Recuento plaquetario 150 X 10%/L antes de comenzar el tratamiento de movilizacion.
Resultados negativos de estudios virolégicos (citomegalovirus, hepatitis B, C y virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH).

Si no se consigue la celularidad necesaria con un solo proceso de aféresis, los
requisitos para las donaciones subsiguientes deben ser: hemoglobina > 10 g/L y

recuento plaquetario 70X10%L. La edad no constituye una limitante.

El empleo de esta fuente celular tiene problemas éticos derivados del uso de FEC en
donantes sanos para la movilizacion celular, ya que persiste la duda de si se puede
lograr o no una permanente reproduccion de las células hematopoyéticas. El otro
problema ético esta relacionado con la posibilidad de alto riesgo de EICH, causado por
el mayor contenido de células T.

La administracion de FEC, causa la mayoria de los sintomas en el donante. Estos
incluyen dolor lumbar, 6seo y muscular, cefalea, hipotension, malestar general,
somnolencia, pérdida de apetito, erupcion, nauseas, fiebre, retencion de liquidos, etc.
Se han descrito casos de paro cardiaco e infarto del miocardio durante la aféresis en
donantes con antecedentes de enfermedades cardiovasculares. Otras complicaciones
incluyen aumento de tamafo del bazo y ruptura esplénica, asi como signos de
hematopoyesis extramedular. También se puede presentar epiescleritis e iritis. Un
sangrado por trombocitopenia producido después de la administracion del G-CSF en
pacientes que comienzan con por un numero de plaquetas bajo, es debido al aumento

de la agregacion plaquetaria.2*

Cordon umbilical Gracias a los avances cientificos se ha descubierto otra estirpe de
progenitores hematopoyéticos de sangre de cordon umbilical considerando un
intermedio entre la placenta y el bebe mientras este se encuentra dentro del utero. Se
trata de células que se encuentran con gran potencialidad para curar enfermedades,
una abundante cantidad de éstas circula por la sangre de los recién nacidos y muchas
quedan en la sangre del cordén umbilical y la placenta. El reconocimiento que las
células de la SCU tienen caracteristicas de crecimiento, capaces de producir una
repoblacion a largo plazo de células hematopoyéticas, llevé a la idea de obtener
células de la placenta y de la vena umbilical después del parto para el trasplante
alogénico. La importancia del cordén umbilical radica en que durante la gestacion, la

vida del feto depende totalmente del organismo de la madre, no es capaz de
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alimentarse por si solo, ni de eliminar los materiales de desecho, todas estas
funciones son posibles gracias a la presencia de la placenta y del cordon umbilical,
que constituye un autentico puente entre el feto y la vida exterior, ademas de estar
directamente relacionados con la circulacion fetal.

El cordén umbilical es una estructura flexible que comunica al ombligo del feto de la
placenta. A su través circulan dos venas umbilicales que retiran la sangre venosa fetal
y una arteria capaz de llevar sangre arterial. Tiene aproximadamente 50 cm de
longitud y un centimetro de diametro y se forma dentro de las primeras 5 semanas de
embarazo. La placenta ejerce un efecto de filtro, ya que permite el paso hacia el feto
solo de algunas substancias bloqueando el paso de otras. Cuando el feto nace el
primer fendmeno habitualmente es el colapso de las arterias umbilicales. El flujo a
través de la vena umbilical persiste durante algunos minutos después del parto, antes
de la seccion o ligadura del cordon permitiendo de esta manera el retorno se sangre
de la placenta hacia el nifio. La sangre remanente que queda en la placenta y el
cordon umbilical una vez que el recién nacido ha sido separado de estos, es sangre
procedente del recién nacido. Este producto es llamado sangre de corddn umbilical y
es el que tiene un alto contenido de células progenitoras hematopoyéticas.?!

El primer trasplante alogénico de SCU exitoso, se realizé en 1989 por la Dra. Eliane
Gluckman para tratar a un nifio con anemia de Fanconi y se usé como donante su
hermana HLA idéntica. Aunque la mayoria de los trasplantes de células de corddn
umbilical han ocurrido en nifios, también han sido capaces de restablecer la
hematopoyésis en adultos. En 1997 el equipo de la Dra. Gluckman demostré que el
trasplante de sangre de cordon umbilical incluso entre donantes y receptores no
emparentados es mas seguro que el trasplante de medula 6sea. Asi se ha conseguido
el cultivo de células progenitoras hematopoyéticas (Universidad de Wisconsin 1998), y
el desarrollo exitoso de la terapéutica de las células de cordén umbilical dirigidas al
tejido cardiaco; trasplantadas para regenerar el dafio cardiaco (Universidad de Duke
Carolina del Norte 2004); abrieron la posibilidad del uso terapéutico de las células
progenitoras hematopoyéticas de sangre del cordén umbilical.'®

En México el Banco de Sangre de Cordon Umbilical del Centro Nacional de la
Transfusion Sanguinea realiz6 el 16 de marzo de 2004 el primer trasplante de
progenitores hematopoyéticos de sangre de cordon umbilical de poblacion mexicana
no emparentado, en un nifio de 10 afios con leucemia linfoblastica de células T, el cual
respondié favorablemente.

Se ha demostrado, que la SCU de recién nacidos tanto a término como pre término,

contiene un numero determinado de progenitores hematopoyéticos inmaduros y
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comprometidos, capaces de producir el implante en nifios y adultos con 1 -2 antigenos
HLA incompatibles. El transplante de CPH procedentes de SCU, constituye una
alternativa valida para aquellos pacientes, principalmente nifos, que necesitan
regenerar su médula 6sea y que carecen de un donador compatible. Actualmente es la
tercera fuente de células para trasplante en adultos y la segunda en nifios. Se ha
empleado en enfermedades genéticas y malignas y se ha utilizado en pacientes con
compatibilidad total o parcial, familiares y no familiares. Las ventajas de la sangre de
cordén son la disponibilidad inmediata de células, la ausencia de riesgo para el
donante, baja necesidad de compatibilidad del antigeno de histocompatibilidad entre
donante y el receptor y bajo riesgo de EICH. La eficacia del trasplante de sangre de
cordén umbilical consiste en llevar hasta el enfermo las mejores unidades para
trasplante en condiciones funcionales o6ptimas, para poder lograr el injerto y la
consecuente regeneracion medular. Para conseguir este objetivo se debe de contar
con unidades de Sangre de Cordon Umbilical que cumplan con controles que
aseguran la calidad funcional del producto (calidad hematopoyética) y con controles
destinados a la seguridad del receptor (calidad trasfusional).

Las células que expresan el antigeno CD+34 en la sangre de cordon umbilical se
encuentran en una porcion del orden de menos de 0.2 — 1.0% de las células
mononucleadas. La dosis recomendada de células nucleadas por kg de peso del
receptor es de 3.7x107 como dosis 6ptima y de 2x107 como dosis minima.

La experiencia clinica ha demostrado que la sangre de cordén umbilical contiene
suficientes células progenitoras hematopoyéticas como para reconstruir la
hematopoyesis en pacientes de hasta 40 kg de peso. En pacientes con mayor peso,
se ha realizado con éxito los primeros trasplantes utilizando dos unidades procedentes
de dos donadores diferentes.

Las unidades de progenitores hematopoyéticos procedentes de la sangre de cordon
umbilical presentan algunas ventajas en comparacién con otras fuentes de

progenitores hematopoyéticos (médula ésea y sangre periférica) como son:

Ndmero de células progenitoras hematopoyéticas: La medicina basada en evidencia
ha demostrado que una unidad de sangre de corddon umbilical (SCU) contiene
suficientes células hematopoyéticas para reconstituir la hematopoyesis en pacientes,
hasta de 60 kg de peso. En pacientes adultos, el uso de 2 unidades de SCU
proporciona la dosis adecuada de células.

Capacidad proliferativa de las células progenitoras hematopoyéticas: Se ha

demostrado que las caracteristicas de las células progenitoras de la SCU difieren de
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las de la médula 6sea. Las células progenitoras hematopoyéticas de la SCU contienen
una mayor proporcion de células CD34+ primitivas con una mayor capacidad
clonogénica en presencia de factores de crecimiento afadidos y con una capacidad
mucho mayor de generar colonias secundarias. Hay asimismo diferencias en las
caracteristicas fenotipicas entre las células progenitoras primitivas de la SCU y de la
médula ésea.

Alorreactividad disminuida: Si bien la capacidad de proliferacion de los linfocitos T de
la SCU, frente a estimulos alogénicos primarios es similar a la de la sangre o la
médula 6sea del adulto, su actividad citotoxica basal es menor, como posible
consecuencia de la tolerancia mutua feto-materna y la falta de contactos previos con
antigenos externos. La capacidad de multiplicarse de las células madre de cordon es
mayor que el de otros tipos de células madre adultas debido a que son inmaduras.
Estas caracteristicas convirtieron a la sangre de cordén en una fuente de células
hematopoyéticas de gran utilidad en trasplantes. También se han observado niveles
inferiores en varias citocinas, inmadurez funcional de las células dendriticas y menor
actividad celular NK. Estos datos podrian explicar, al menos en parte, la menor
intensidad de la enfermedad injerto contra el huésped (EICH) observadas en los
trasplantes con SCU y que permiten usar unidades con diferencias en el complejo
principal de histocompatibilidad en uno y hasta tres antigenos. Ademas de que la
contaminacion viral es menor en las células de cordén umbilical, incluyendo virus de
Epstein-Barr y citomegalovirus, los cuales pueden provocar la muerte del paciente
trasplantado.

Expansién ex vivo de las células progenitoras hematopoyéticas: La capacidad de
expansion de las células progenitoras hematopoyéticas de la SCU es superior a las de
la médula 6sea o las de sangre periférica después de movilizacion. Aunque los
resultados mas impresionantes se han obtenido con células progenitoras
hematopoyéticas comprometidas, estudios recientes parecen demostrar que también
las células progenitoras mas primitivas como las CD34+ CD38- pueden ser
expandidas. Esto implica una gran repercusion en la aplicacion de la SCU tanto en el
terreno de los trasplantes como en el de la terapia celular. Los estudios han
demostrado que el numero de células es el factor mas importante para el injerto,
aunque es aceptable que exista algun grado de desajustes en el HLA.2!

Disponibilidad: La sangre de coddén umbilical constituye una opcién para aquellos
pacientes que requieren trasplante alogénico, de hecho la busqueda de unidades
compatibles de corddn umbilical pueden efectuarse simultaneamente con el de

donantes de médula 6sea, favoreciendo una opciéon con cantidad de progenitores
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hematopoyéticos suficientes para proveer un trasplante duradero en aquellos
pacientes que no cuentan con familiares compatibles. La facilidad de obtencién de las
células progenitoras hematopoyéticas de la sangre de corddn umbilical sin riesgo para
el donante, es debido al bajo riego en su obtencién para el recién nacido y su madre,
es decir, una ventaja importante dado que tratandose de células progenitoras
hematopoyéticas el donador normalmente tendria que estar involucrado con el
procedimiento, hasta el punto de someterse a una intervencion quirurgica, ademas de
que es dificil tener actualizado el registro de donadores vivos y tratandose de células
de sangre periférica, el paciente tiene que estar en contacto con sesiones de
quimioterapia y tratamientos por lo menos de cuatro dias antes de que se lleve a cabo
la aféresis para poder obtener las células. Por eso la disponibilidad casi inmediata de
las unidades de sangre de corddn umbilical ya almacenadas permite la realizacion de
trasplantes evitando retrasos innecesarios. El hecho de que la unidad de sangre se
encuentre totalmente estudiada hace que el tiempo de identificacion de un donante
hasta su trasplante sea menor. Esto le da la ventaja de que las unidades se
encuentran disponibles en todo momento ya que estan congeladas vy listas en bancos

de sangre de cordén umbilical para ser descongeladas y utilizadas en trasplante.20

Resultados de trasplantes de sangre de cordén umbilical alogénico no relacionado en
las enfermedades malignas y no malignas, en adultos y nifios, muestran que, en
comparacion con el trasplante de médula ésea no relacionado, la sangre del cordén
tiene varias ventajas, como la disponibilidad inmediata del trasplante, disminucién de
la EICH y mejores resultados a largo plazo. Resultando en una recuperacion similar a

largo plazo y una mayor la supervivencia.'”

El reciente aumento en el uso de sangre de cordon umbilical como fuente de células
madre para trasplante, es probable que tenga un impacto en seleccién de unidades en
trasplantes en adultos.

A medida que los requisitos de compatibilidad HLA en seleccion de sangre del cordén
umbilical son menos estrictas que en la seleccién de unidades, puede ser posible
encontrar unidades de sangre del cordéon umbilical no coincidentes y utilizarla en
trasplantes.

La practica actual en la que la sangre de corddn umbilical es la ultima opcién de
trasplante puede cambiar a medida que mas resultados estén disponibles, pero se
extiende para incluir busquedas para pacientes adultos simultaneamente con la de

sangre de medula para simplificar la seleccién de donantes.®
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En definitiva un algoritmo para seleccionar el mejor donante debe incluir toda la
informacion genética disponible, asi como tomar en cuenta las caracteristicas
especificas de los donantes. Ademas, la seleccion puede diferir en funcién del
paciente, enfermedad, la etapa y el protocolo de trasplante. ; Como seleccionar entre
los donantes HLA desiguales al receptor? (es decir, que locus deben ser seleccionado
con preferencia) permanece sin respuesta. Diversos estudios informan una mayor
importancia relacionada con seleccion de locus diferentes. Una explicacion puede ser
que ciertos desajustes son permisivos (y mas que estos son frecuentes en
determinadas poblaciones). El asesoramiento en la eleccion entre un antigeno HLA-A,-
B,-C o DRB1 donante no compatible debe basarse en estudios locales y la

experiencia.'®

4.2.5 Banco de Sangre de Cordén Umbilical

Se conoce por estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica (INEGI) que la segunda causa de muerte entre nifios de 5 a 14 afos en
México, la constituye el cancer (entre ellos un porcentaje alto o ocupan las leucemias)
justo por debajo de los accidentes que ocupan el primer lugar de mortalidad tanto en el
sexo masculino como en el femenino.

Si bien existen otras fuentes de progenitores hematopoyéticos como son la obtencion
de medula 6sea, o la movilizacion de células madre hacia la sangre periférica, la
posibilidad que tiene un paciente de encontrar donadores relacionados en su familia
directa es solo del 25%. El encontrar un donador no emparentado a través de los
bancos de médula 6sea resulta muchas veces complicado y costoso.

Por esta razon se hizo indispensable, para un pais como México, el contar con Bancos
de Sangre de Cordén Umbilical (BSCU), que tenga como objetivo primordial, el servir a
los centros de transplante, seleccionando la mejor unidad posible de células
progenitoras a través de su propio intermediario o bien a través de redes
internacionales, suministrando al mismo tiempo, unidades de calidad, mediante la
aplicacion de los estandares internacionales, asi como a través de la automatizaciéon y
validacién de sus procesos.'

Desde el primer trasplante de sangre de cordén umbilical humano, realizado hace 20
afos, los bancos de sangre de corddn se han establecido en todo el mundo para la
recoleccion y la crioconservacion de sangre de corddn para trasplante alogénico de

células madre hematopoyéticas. La red mundial de bancos de sangre de cordén y

46



centros de trasplante se ha establecido para un inventario comun y el estudio de
resultados clinicos. Dicha red Netcord (www.netcord.org) funciona en estrecha
colaboracién con los bancos para recoger los datos clinicos y el seguimiento de los
pacientes trasplantados en o fuera de Europa con unidades NETCORD. Gracias a
esta colaboracion, desde 1988 hasta octubre de 2008, se han reportado que Eurocord
cuenta con 233 Centros Europeos de Trasplante y 197 centros de trasplante
de otros paises. Un total de 502 trasplantes de sangre de cordon umbilical han
reportado haber usado los donantes relacionados (la mayoria de HLA-idéntico entre
hermanos donantes), principalmente para los nifios con enfermedades malignas y
trastornos no malignos y 4373 se han realizado en un entorno trasplante no
relacionado a los nifios (2901) y adultos (1882). Durante los ultimos 3 anos, el nUmero

de trasplantes no relacionados reportados a Eurocord ha aumentado.d

El proceso de un BSCU consta de diferentes técnicas de manipulacion del producto,
en las cuales se aplican pruebas analiticas de caracterizacion y control que garantizan
la obtencion de unidades de SCU de alta calidad y seguras para su uso posterior en
transplante.

Un banco de sangre de cordén umbilical, de acuerdo a los estandares internacionales
NETCORD, es un centro dedicado a la recoleccién procesamiento, estudio,
almacenamiento, seleccion y liberacién de unidades progenitoras hematopoyéticas
para uso en trasplante no emparentado.

La sangre de corddn umbilical es extraordinariamente rica en células progenitoras
hematopoyéticas por lo cual este tipo de trasplantes son cada vez mas frecuentes y se
tiene previsto que su empleo se incremente en un 20% anual en los proximos afos.
Por otro lado con el incremento de los trasplantes se ha desarrollado también un
mayor conocimiento y cultura por parte de la poblacién sobre las bondades que
encierra la donacién de SCU al momento del nacimiento y es cada vez mas frecuente
que futuras madres se registren como donadoras de cordén umbilical para su uso en
trasplante.

Es fundamental que desde la planeacién del BSCU se implemente un sistema de
gestion de calidad y se recomienda la acreditacion durante el primer afno de desarrollo
del sistema ISO 900:2008, este tipo de gestion de calidad nos permitira documentar
todas las actividades de BSCU a través de un manual de calidad de procedimientos
obligatorios y de procedimientos especificos, ademas de permitir la realizacién de

auditorias internas y validaciéon de los procesos.

47



Un laboratorio de histocompatibilidad también debe ser creado desde sus inicios
conforme los estandares internacionales, y se recomienda seguir los de la Federacion
Europea de Inmunogenética para obtener la acreditacion EFI. Los requisitos
indispensables que se deben cumplir para la acreditacion son los siguientes: contar
con la acreditacion ISO 9001:2008, realizar la estandarizacién del proceso, que el
laboratorio tenga areas separadas: pre y post amplificacidn, participar en un control de
calidad externo al afo previo al menos, validacidon de procesos y equipos, contar con
un programa de mantenimiento preventivo de equipos, realizar la comparacion de
resultados, documentar y valorar problemas encontrados en el proceso (no
conformidades), realizar el control de calidad pretrasplante, hacer monitoreo de areas
e instrumentos, desarrollar la validacion de lotes, reactivos y software y contar con un

programa de educacion continua del personal.’®

El BSCU debe mantenerse siempre operativo; esto se logra con la solicitud vy
suministro de unidades a los centros de trasplante y tratando de alcanzar el equilibrio
costo-beneficio. La dimensién que alcance un BSCU puede condicionar en gran
medida su supervivencia.

Un Banco de Sangre de Cordén Umbilical esta conformado por la unidad materna, la
unidad de procesamiento y criopreservacion, la unidad de busqueda y gestion de
datos y el banco paralelo.

La unidad materna es la Unica area que se encuentra fuera de las instalaciones de un
BSCU. Su funcion es recolectar la sangre de corddén umbilical, siguiendo las pautas
establecidas por el banco de cordén.

La unidad de procesamiento y criopreservacion se encarga de recibir las muestras,
procesarlas y criopreservarlas bajo estrictos controles de calidad tanto
hematopoyéticos como de seguridad trasfusional.

La unidad de busqueda y gestion tiene como funcidn gestionar las solicitudes de
unidades para ser trasplantadas y coordinar la comunicacién administrativa entre el
banco de corddn y los centros de trasplante.

El banco paralelo se encarga de realizar todos los estudios que marca el
procedimiento a las células obtenidas de sangre de cordon umbilical, garantizando su

funcionalidad.'”
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PROCESOS EN EL BANCO DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Para la utilizacion terapéutica de la sangre de corddn, es necesario definir y controlar
el proceso, que lleve el producto controlado desde el territorio vascular placentario
hasta el sistema circulatorio del receptor. El proceso consta de tres fases: la primera
referente a la donacién del producto, una segunda de manipulacion que lleva el
producto desde el BSCU al centro de trasplante, y una tercera que incluye el trasplante
y seguimiento clinico. Durante este trayecto se deben realizar actuaciones que
mantengan las propiedades funcionales del producto original, con garantias de
seguridad para el donador y el receptor. De manera complementaria, se deben
desarrollar controles que verifiquen la calidad funcional del producto (calidad
hematopoyética), y la seguridad del receptor (calidad trasfusional).

El proceso asi definido puede dividirse en diferentes técnicas de manipulacion del
producto, sobre el cual se aplican pruebas analiticas de caracterizacion y controles de
calidad.?0

Proceso de donacion: La donaciéon de sangre de cordén umbilical debe siempre reunir
y garantizar los siguientes aspectos.

e La confidencialidad. Se debe garantizar que toda la informacion relativa a los
donadores y receptores sera obtenida, tratada y custodiada en la mas estricta
confidencialidad. En ningun caso podran facilitarse ni divulgarse informaciones
que permitan la identificacion del donador ni del receptor. La promocion y
publicidad de la donacion de corddn se realizara siempre con caracter general
y sefalando su caracter voluntario, altruista y desinteresado.

e La gratuidad. No se podra percibir ninguna compensacion economica ni de
ningun otro tipo por la donacién. Las actividades desarrolladas por los bancos
de cordén seran sin animo de lucro, debiendo haber exclusivamente la
compensacion de gastos derivados de su actividad. La finalidad sera
exclusivamente terapéutica, con el propdsito de favorecer la salud o las
condiciones de vida del receptor, sin prejuicio de las investigaciones que
puedan realizarse adicionalmente. En todo caso, la utilizaciéon de cordones en
funcién de un proyecto docente o de investigacion debe respetar los derechos
fundamentales de la persona y los postulados éticos de la investigacion
biomédica.

e La obtencién previa de la firma de un consentimiento informado. La obtencion
de los progenitores hematopoyéticos procedentes de sangre de corddn

umbilical se realizara de manera expresa, libre, consciente y desinteresada. No
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podra obtenerse de personas que por deficiencias psiquicas, enfermedad
mental o cualquier otra causa no puedan otorgar su consentimiento en la forma
indicada. El consentimiento debe formalizarse por escrito y ser firmado por el
donador y el médico, en presencia de dos testigos. En ningun caso podra

efectuarse la obtencion sin la firma previa de este documento.

Seleccion de las donadoras y consentimiento informado: Obtencion de un
consentimiento informado previo: se debe informar a la madre antes del parto de la
recoleccion de la muestra y obtener su consentimiento por escrito. Para ello, se
efectuara una entrevista en la que se entregara una hoja informativa en la que se
explican las razones de la extraccidn y recabara la firma del consentimiento,
autorizando la donacion.

Criterios de inclusion: se incluiran los partos que:

Tras valoracién de la historia obstétrica, en el momento de la llegada a la unidad
materna, ésta se considere normal y sin antecedentes de riesgo.

No hay antecedentes médicos maternos o paternos que supongan un riesgo de
transmision de enfermedad congénita o infecciosa grave a través de la SCU.

Se desarrollen de manera compatible con la realizacién de la recoleccion.

Se consideran excluidos de la obtencion de la SCU aquellos partos en que:

La duracion de la gestacion sea inferior a 34 semanas.

Haya una rotura prematura de membranas de 12 o mas horas antes del parto.

Se manifieste fiebre materna superior a 38°C.

Haya inmunizacion materno fetal.

Haya anemia materna grave.

Se detecte sufrimiento fetal.

Haya signos de enfermedad infecciosa transmisible.

Técnica de obtencién de la sangre de cordén umbilical
Bolsas de recoleccion: Se utilizaran bolsas de hemodonacion que contengan
anticoagulante apropiado (25 ml de CPD para 150 ml de sangre de cordon) y sistema

cerrado de recoleccién para minimizar el riesgo de contaminacién bacteriana.

El equipo de recoleccion de sangre de corddn umbilical debe contener una bolsa de
recoleccidon, dos tubos para pruebas serologicas maternas, tubo para fragmento de
cordén y documentos (consentimiento informado, hoja de sala de partos, instructivo
para la recoleccién, foto de bolsa de recoleccion con indicacién de volumen minimo de
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recoleccion de sangre). El equipo de recoleccion sera almacenado a temperatura

ambiente en la unidad materna, en un lugar limpio, preservado de la luz y del calor.

Técnica de recoleccién: La recoleccion debe llevarse a cabo por el ginecdélogo
responsable de atender el parto. Tras éste, el cordén umbilical se pinza precozmente
(menos de 35 segundos) a 5 cm del ombligo con dos pinzas y a continuacién se corta
el vinculo materno-fetal, iniciandose la recoleccidén de la sangre cuando la placenta
esta aun dentro del utero, previa asepsia del cordon con yodo. La técnica se efectua
mediante puncion de la vena umbilical, con la bolsa de recolecciéon y drenado por
gravedad. Se debe tener precaucion de agitar la bolsa durante los 2 o 3 min que dura

la recoleccion, para evitar la formacién de coagulos.

Almacenamiento de las bolsas con sangre recolectada: Las bolsas llenas de sangre de
cordén se podran mantener hasta 24 h a temperatura ambiente o bien en una hielera a
4°C acondicionada para tal fin hasta que sean enviadas al centro de procesamiento. El
transporte de la bolsa hasta el centro de procesamiento puede realizarse a
temperatura ambiente, pero en un contenedor especial a prueba de golpes, con
sistema de proteccidon contra derrames. La criopreservacion debe hacerse de
preferencia antes de las primeras 24 h desde la recoleccién o maximo antes de las 40
h.

Controles a realizar en el momento del parto: Se deben obtener dos muestras de
sangre para el control de las pruebas seroldgicas maternas: AgsHb, VHC, sifilis, VIH-

1+ 2 y Chagas y una muestra histica de cordén umbilical como fuente de DNA.

Proceso de manipulacién del producto, incluyendo reduccidn de volumen,
criopreservacion y almacenamiento en frio y controles de calidad

La fase de manipulacion comprende todo el proceso desde la recoleccion de la sangre
de cordon hasta la entrega al centro de trasplante. Se deben establecer en todo
momento medidas dirigidas a controlar la calidad como son:

e Caracterizacion del producto: definiendo el contenido celular, el contenido de
progenitores hematopoyéticos y sus caracteristicas trasfusionales, como el
grupo sanguineo y el HLA.

e Estudios de esterilidad después de la realizacion de manipulaciones.

e Seguimiento de las células blanco durante el proceso.

¢ Registro del almacenamiento.
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e Registro del transporte desde la maternidad al banco y desde el banco al

centro de trasplante.

Procesamiento de la muestra:

Procedimiento de fraccionamiento: La SCU se congela tras someterla a
procedimientos de fraccionamiento. Es recomendable utilizar procesadores celulares
automatizados, que garanticen un proceso siempre uniforme, reproducible y sobre
todo que ofrezcan una recuperaciéon celular maxima, con capacidad de reconstitucion
hematopoyética.

Controles biol6égicos prefraccionamiento o posfraccionamiento: Es indispensable
realizar los siguientes estudios: determinacién del sistema ABO y Rho, células
nucleadas iniciales y totales, volumen de la muestra, determinacién de progenitores
mediante citometria de flujo (CD34+, CD45 y viabilidad celular), asi como cultivos
clonogénicos de las muestras, antes de la congelaciéon o facultativamente de las
muestras descongeladas de preferencia.

Procedimiento de congelacién: Se realizaran aquellos procedimientos de congelaciéon
que garanticen la viabilidad del material criopreservado.

Soluciones para criopreservacién: Se recomienda utilizar soluciones de
criopreservacion que permitan alcanzar una concentracion final de 10% de DMSO, 1%
de dextrdn 40 y 0.8% de hidroxietilalmidon y que sean de grado clinico, con
certificados que avalen que se encuentran libres de pirégenos. La adicion de estas
soluciones criopreservantes debe efectuarse en un periodo de 15 min, y con
temperatura controlada entre los 2 y 4°C.

Criopreservacioén: Las bolsas deben ser etiquetadas con un codigo de barras propio de
congelacion, que garantice su trazabilidad. Se recomienda el uso de sistemas de
criopreservacion que permitan controlar la velocidad de congelacion, el
almacenamiento en un mismo tanque y la inmersion total en N liquido. Este tipo de
sistemas permite ademas conservar las muestras en cuarentena, o cuando se
encuentran pendientes de validacion, sin poner en riesgo el inventario de las unidades
validadas.

Procedimiento de descongelacion: En caso de utilizarse unidades para ser
trasplantadas, se procedera a descongelar con un procedimiento de probada eficacia.
El uso de procesadores celulares automatizados permite eliminar el DMSO de manera
total, conservando una recuperacion celular de hasta el 95%.

Caracterizacion biolégica:
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Cuantificacién celular: La inclusién de una unidad en un banco de sangre de cordon
umbilical para uso no emparentado debe contener un minimo de 9 x 108 células
nucleadas totales después de retirar todas las necesarias para los controles.

Analisis de los progenitores hematopoyéticos: Se determinaran mediante citometria de
flujo y cultivos clonogénicos en metilcelulosa. Facultativamente podran realizarse de
las muestras en fresco o descongeladas.

Control de esterilidad: Es indispensable realizar estudios microbiolégicos del producto,
antes de la congelacién, para microorganismos aerobios, anaerobios y opcionalmente
hongos.

Causas de exclusibn de unidades ya criopreservadas: Se desecharan aquellas
unidades de corddn ya congeladas en que resulten las pruebas serolégicas maternas,
del corddn, o ambas, positivas: VIH, VHB, VHC, sifilis, CMV (IgM o PCR viral positiva)
y también aquellas unidades con microbiologia positiva.

Determinaciéon de antigenos de histocompatibilidad: Las unidades de SCU deben ser
estudiadas para antigenos HLA A, B, C y DQ por mediana resolucion (2 digitos) y
DRB1 por alta resolucién (4 digitos), por métodos de biologia molecular (DNA). Es
de vital importancia que el laboratorio que realice los estudios de HLA esté evaluado
por un sistema de acreditacion externa internacional (EFI o ASHI). Para un banco de
cordoén, es recomendable que cuente con su propio laboratorio de histocompatibilidad,
ya que esto le ayudara a tener un inventario de SCU mas actualizado.

Bancos de muestras de control: Los BSCU deben disponer de bancos paralelos con
muestras de control para la realizacion de analisis posteriores, si son requeridos, al
menos durante cinco afos contados a partir de la infusion de la sangre de corddn. Se
debe considerar el almacenamiento de DNA fetal, asi como una seroteca materna y

fetal.

SEGUIMIENTO Y CONTROL POSPARTO DE LA MADRE Y DEL RECIEN NACIDO
Es aconsejable, mas no imprescindible, la realizacion de un control posparto de la
madre y del nifio, a los seis meses de nacimiento, por la posibilidad de existencia de
enfermedades congénitas o infecciosas que no hubiesen sido detectadas en el
momento de la recoleccién de la SCU.

Esta valoracion puede consistir en una valoracion general del estado clinico de la
madre y del nifo en la repeticion de la prueba serolégica materna.

En el caso de disponer de estos datos, deben anadirse al registro de informacion de la

unidad. La no disponibilidad no debe ser motivo de exclusién de la unidad del banco.20
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BUSQUEDA DE UNIDADES PARA PACIENTES CANDIDATOS A TRASPLANTE DE
CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

Los centros de trasplante que deseen realizar busquedas en un banco de cordén no
emparentado deben demostrar que su institucion cuenta con los permisos requeridos
para hacer trasplantes. En México, los documentos incluyen: copia de la licencia
sanitaria para disposicion de érganos y tejidos con fines terapéuticos; copia de licencia
sanitaria del banco de sangre con disposicion de progenitores hematopoyéticos; copia
del aviso de responsable del banco de sangre; CV de los médicos autorizados para
realizar trasplantes de CPH y copia de acreditaciones nacionales o internacionales.

El centro de trasplante (a través del médico responsable del paciente) envia al BSCU
una solicitud por escrito de busqueda de unidad en donde debe incluir el nombre
completo del paciente, edad, peso, diagnéstico, resumen de historia clinica y
resultados de HLA. Los resultados de HLA escaneados del original han de mostrar el
lugar y fecha en donde se realizaron, asi como la técnica utilizada.
El BSCU realiza la busqueda de unidad para el paciente, dentro de las primeras 24 hy
envia al centro de trasplante los resultados de la busqueda por escrito. EI médico
responsable del paciente evalua los resultados de busqueda y elige una unidad para el
trasplante.

El centro de trasplantes solicita por escrito la reserva de la unidad de sangre de cordon
que haya sido seleccionada al BSCU. La unidad queda en reserva exclusiva para el
paciente, por un tiempo determinado (generalmente un mes). El centro de trasplante
avisa al BSCU por escrito la fecha del trasplante.

Una vez que el centro reserve alguna unidad para su paciente, debe enviar una
muestra de sangre de éste, para ser tipificada también en el laboratorio de HLA por
biologia molecular. EI BSCU debe realizar el control de calidad pretrasplante que
incluye: repeticion de pruebas de serologia a la unidad seleccionada, recuento celular
y viabilidad celular por citometria de flujo, repeticion de grupo sanguineo,

determinacion de HLA a partir de un fragmento de la unidad, y cultivos clonogénicos.2°

CRITERIOS DE ELECCION DE UNA UNIDAD DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL PARA TRASPLANTE

Durante el proceso de busqueda de unidad, el donador sera elegido por orden
decreciente de preferencia 6/6, 5/6 y minimo 4/6 identidades, si no hay otras variables
que aconsejen otro orden de prioridad respecto al HLA, como puede ser el nUmero de
células. El nimero de células nucleadas totales de la SCU que recomienda Eurocord

para una recuperacion hematopoyética mas rapida y mejor supervivencia es de 3.7 x
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107/kg de peso del receptor (minimo 2 x 107 CN/ kg peso para 6ptimos resultados) y el
total de células CD34+ de 2 x 105/kg de peso (minimo 1.7 x 105 CD34+/kg peso).

En caso de haber varias unidades de SCU disponibles, el médico responsable en el
centro de trasplante, sera quien decida cual unidad debe ser elegida en funcion de la
enfermedad subyacente del paciente, peso, celularidad de la muestra y compatibilidad
HLA segun los conocimientos médicos y cientificos de ese momento.20

CONTROL DE CALIDAD PRETRASPLANTE

Tomando en cuenta todos los aspectos relacionados con el proceso de
criopreservacion, se hace indispensable establecer un control de calidad de la unidad
de sangre de cordon umbilical, después de su criopreservacion y antes del trasplante,
para poder ofrecer al centro de trasplante una mayor seguridad de que la unidad tiene
posibilidades de injerto en el paciente.

Este control de calidad pretrasplante se establece en dos directrices fundamentales:
seguridad trasfusional y seguridad hematopoyética.

El control de calidad pretrasplante se debe realizar en una muestra representativa de
la unidad de sangre de cordén umbilical, pero sin afectar la unidad misma. Por esta
razon, se plantea la necesidad de utilizar dos segmentos de antena de la unidad para
llevar a cabo los estudios pertinentes.

Los estudios que conforman el control de calidad pretrasplante a realizar en el
segmento son:

Seguridad trasfusional: repeticion del grupo ABO, sistema Rho y antigenos
leucociticos humanos (HLA) por biologia molecular.

Seguridad hematopoyética: repeticion de los marcadores CD45, CD34 y viabilidad
celular por citometria de flujo; cultivos clonogénicos y determinacion de la eficiencia
clonogénica, asi como viabilidad por la técnica azul de tripano.

Ademas, se debe repetir la prueba serologica (VIH, VHC, AgsHB, Chagas, CMV,
toxoplasma vy sifilis) de la sangre de corddn utilizando una muestra de la seroteca
inicial.

Con este tipo de estudios, se pretende garantizar que la unidad que se va a enviar a
un centro de trasplante para ser infundida se encuentra viable aun después de la
descongelacion, que no fue afectada su capacidad de auto-regeneracion, que la
seguridad trasfusional ha sido cubierta, es decir, que mantiene su trazabilidad (misma
tipificacion de HLA y grupo sanguineo) y que es inocua desde el punto de vista de
transmision de enfermedades para el receptor (marcadores serologicos negativos).

La repeticion de las pruebas de histocompatibilidad (HLA) es fundamental, para

asegurar que la compatibilidad es adecuada, y resulta de vital importancia realizarse

55



en el segmento, para tener la seguridad de que la unidad que se va a enviar al centro
de trasplante es la misma de la que se tiene toda la informacion. Un error a este
respecto comprometeria seriamente el desarrollo del trasplante, del injerto y del

paciente.?0

PROCESO DE ENVIO Y TRASPLANTE

El transporte de las unidades de sangre de cordon se realizara desde el banco de
cordon de origen hasta el centro de trasplante. El envio se hara utilizando los medios
de transporte que sean precisos en cada caso. El transporte se efectuara en un
sistema con capacidad para mantener las caracteristicas adecuadas del cordon,
recomendandose el uso de tanques para transporte en seco de nitrogeno liquido, que
permiten mantener la temperatura de congelacion de la unidad a —196°C, mismo que
debe acompafarse de:

Etiquetado exterior en el que conste el tipo de tejido de que se trata, procedencia y
destino, dia y hora de salida, e instrucciones de transporte ademas de documentacion
destinada al centro receptor en la que conste la descripciéon del tejido y solucion de
preservacion, relacion de las pruebas efectuadas, instrucciones para la
descongelacion y utilizacion, asi como cédigo de la unidad de SCU, que permita su
seguimiento y que se debe archivar en la historia clinica del receptor.

La infusion de la unidad depende del centro de trasplante y es responsabilidad del
equipo médico que atiende al enfermo receptor. Sin embargo, es recomendable que el
banco de corddn pueda brindar el servicio de descongelacion y acondicionamiento de
la unidad a pie de cabecera del paciente. Es fundamental que el banco de corddn se
cerciore de que el centro de destino de su unidad sea un centro autorizado por las
autoridades sanitarias del pais para la realizacién de este tipo de procedimiento
terapéutico. Ademas, el banco debe seguir el resultado de la infusion y del trasplante
para detectar posibles anomalias:

Incidencias en la recepcion del producto.

Resultado de la descongelacion: caracterizacion celular y viabilidad.

Seguimiento clinico: del prendimiento (pruebas de quimerismo), de la enfermedad
injerto contra hospedero, de la supervivencia, asi como valoracion de la enfermedad
minima residual.?0

El papel del banco de corddn umbilical en el trasplante de progenitores

hematopoyéticos resulta una herramienta indispensable, ya que provee de un
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inventario de unidades validadas con disponibilidad inmediata para el paciente
candidato a trasplante.

Durante el afio 2008 se trasplantaron 2,825 unidades provenientes de 112 bancos de
cordon registrados en la World Marrow Donor Association. De los trasplantes
realizados en 919 casos se utilizo doble corddn lo que demuestra que el uso en
adultos es ya un recurso comun.'3

La compatibilidad HLA en los trasplantes realizados fue de 9.9% 6/6, 41.4% 5/6,
46.3% 4/6y 2.4% 3/6.

Por segundo afo consecutivo México ocupo el primer lugar en trasplantes realizados
de acuerdo al inventario, con un indice de productividad de 3.256%

En relacién a la calidad de las unidades, para el inventario que se utilizara para
trasplantes no emparentados, se recomiendan los siguientes criterios de inclusion: que
la SCU tenga < de 24 horas extraida para su procesamiento, CNT 1x10° y CD34+
>3x108.

La capacidad de BSCU para realizar trasplantes puede empezar con un inventario de
50 unidades se SCU. Por tal razén, es recomendable ofrecer el servicio a los centros
de trasplante desde el inicio del programa. Los centros de trasplante para poder tener
acceso a las unidades de SCU deben cumplir con los siguientes requisitos: presentar
copia de la licencia como Centro de Trasplante, Autorizada por el ministerio de Salud
y/o Secretaria de Salud, copia de la Licencia del Banco de Sangre y aviso de
responsable, presentar copia de todas las acreditaciones del Centro de Trasplante, asi

como CV de los trasplantologos autorizados. '

5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Se dio seguimiento a un caso clinico en donde se presenta una urgencia extrema al
faltar el donador relacionado, en el momento que el paciente se encuentra ya
acondicionado para recibir el trasplante de CPH y se decide realizar una busqueda de

cordén umbilical para poder salvar la vida del paciente.

Historia Clinica:
Fecha de Nacimiento: 15 mayo 2005
Originario: Villa Unién, Durango.

Antecedentes familiares:
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Paciente masculino, producto de madre de 30 afios de edad, sana, y padre de 34
anos, sano, no consanguineos. Tiene una hermana de 7 anos sana y documentando
antecedentes de 1 hermana fallecida a los 2 meses de edad, por probable Sindrome
de Job y 1 hermano fallecido a los 4 meses de edad por sepsis por Pseudomonas
aureginosa.

El embarazo transcurrio con una evolucion normal y se le realiza cesarea electiva a
término. El paciente presento un peso de 3 kg. Obteniendo un APGAR 5/7 y
presentando dificultad respiratoria, requiriendo ventilacion mecanica durante 48 hrs.

Se diagnosticé al paciente neumonia neonatal, por lo que se le aplicdé un tratamiento
con Ceftazidima y Amikacina por 11 dias. Desde el nacimiento presenta eritrodermia
generalizada, con descamacion a partir de las 48 hrs. de vida.

El paciente presento malformaciones en el cierre de la columna vertebral
(mielomelingocele). El defecto fue cerrado por cirugia post nacimiento y se le coloco
una valvula ventriculo — peritoneal.

Se realizé el diagnostico de Inmunodeficiencia Combinada Severa, probable sindrome
de Omenn, se administr6 gammaglobulina intravenosa y se refirié al Instituto Nacional
de Pediatria (INP).

Es referido al INP en mayo de 2005, a su ingreso se encuentra con diagnostico de
neumonia, dermatosis generalizada, e inmunodeficiencia combinada severa y se le
coloca un catéter femoral izquierdo por venodiseccién. Se reporta una dermatosis
generalizada, que respeta palmas y plantas, constituida por areas eritematosas, con
descamacion profusa, cabello abundante, sin cejas ni pestanas, lesidon en dorso de
mano izquierda, ulcera de 2 x 1.5 cm, irregular, superficial.

Al momento de ingresar tomandose en cuenta los signos presentados por el paciente,

se toman muestras de sangre y se mandan al laboratorio obteniendo los siguientes

resultados:
Resultados Fecha 27/05/2005
Hb Leucos Linfocitos Neutrdfilos Eosindfilos Plaquetas TP/TTP
(9/dL) (WBC/uL) Totales (#) | Totales (#) (#) /uL
17.2 21,100 10,550 8,44 0 369,000 29%/52"
Glucosa BUN Creatinina 19G, U/mL IgM, U/mL IgA, U/mL IgE, U/mL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (240 - 869) (19 - 88) (1.2-52) (0-87)
87 8.8 0.8 1,150 21.9 <5 10,854

58



Se inicia tratamiento con Prednisona 30 mg/kg/dia, cefotaxime, dicloxacilina.

Continua tratamiento antibiético durante 12 dias, mostrando mejoria del patron
respiratorio.

Al dia 31 de mayo 2005 desaparece la eritrodermia, pero presenta aun descamacion
superficial. Desaparece la dermatosis, por lo que se disminuye la dosis de esteroide a
20 mg/kg/dia. Encontrandose hemodinamica y ventilatoriamente estable, presentando
piel sin lesiones y tolerando adecuadamente alimentos por via oral (férmula de inicio y
leche materna) y con tratamiento de Prednisona 20 mg/kg/dia, Fluconazol 6 mg/kg/dia,
TMP/SMX 5 mg/kg/dia, ASA 5 mg/kg/dia (por presentar trombocitosis). Y se administra

gammaglobulina intravenosa es dos ocasiones (31/Mayo/05 5 grs. y 7/Junio/2005 2.5

grs.).

5.2 Opciones de trasplante

Para el tratamiento de la inmunodeficiencia combinada severa (probable sindrome de
Omenn) se propone un transplante de medula ésea, para lo cual se busca donador
emparentado y se decide realizar la busqueda como primera opcién, de un donante
familiar HLA compatible, encontrando donador familiar (a su hermana de 7 anos)
100% compatible en HLA como donante de médula ésea, por lo que se decide

empezar el acondicionamiento de la donadora.

RESULTADOS DE HLA PACIENTE:
A* 10 B*35 DRB1*16 DQB1*05
A* 01 B*35 DRB1*11 DQB1*07

RESULTADOS DE HLA DONADORA
A* 10 B*35 DRB1*16 DQB1*05
A* 01 B*35 DRB1*11 DQB1*07

Se elige la opcién de sangre periférica movilizada para llevar a cabo la recoleccién de
Progenitores Hematopoyéticos. Se coloca a la donante un catéter por puncion de vena

subclavia, para llevar a cabo este procedimiento.
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Informe de consentimiento del Donador.

Antes del procedimiento para la recoleccion de progenitores hematopoyéticos de
sangre periférica movilizada, se informé al donante (en este caso por ser menor de
edad, a sus padres) por medio de un consentimiento informado el procedimiento y los
riesgos que se corren al ser donador.

Protocolo: Administracion del farmaco factor estimulante de colonias de granulocito,
por via subcutanea por 5 dias previo a la coleccidon para movilizar las células de la
medula 6sea hacia la sangre periférica y permitir la recoleccion por aféresis. El efecto
esperado por dicho farmaco se documenta al tercer y quinto dia de tratamiento por
biometrias hematicas. La aféresis puede realizarse como un procedimiento
ambulatorio, sin embargo se requiere una serie de colecciones separadas de
aproximadamente 3 — 4 horas cada una. Para la recoleccion el donante tendra una
linea intravenosa larga colocada en una vena grande de un brazo o sitio similar.
Riesgos: El factor estimulante de colonias puede producir una sensacién similar a la
del catarro comun con dolor muscular o articular, dolor de cabeza fiebre y en menor
posibilidad una alergia en la piel. Dichas molestias son controlables y transitorias.
Asociado a la recoleccién de progenitores hematopoyéticos, se da aviso de dolor en el
sitio de insercidn del catéter intravenoso asi como un periodo de inmovilidad,
relacionado con la duracién del procedimiento. Se explica que el principal riesgo de la
colocacion de un catéter central es el anestésico, aunque también se toma el riesgo de
infecciones y menos frecuentes riesgo de neumotdrax y hemotorax.

La extraccion y retrasfusion de sangre y la administracion de otros liquidos, produce
variacion del volumen de sangre del paciente, la presion arterial puede caer a niveles
muy bajos y el paciente puede presentar un estado de choque; el exceso de liquido
vuelto al enfermo puede provocar una edema pulmonar. Por ello los signos vitales del
donador son observados estrechamente. La fuerza de centrifugacién de la maquina de
aféresis puede desencadenar una destruccion de globulos rojos del donador
(hemolisis) la por lo cual de debe estar vigilando continuamente la sangre que pasa
por el procedimiento de plasmaferesis. El uso de anticoagulantes para evitar que la
sangre coagule durante el procedimiento puede producir que el calcio disminuya en la
sangre, lo que produce temblores musculares, adormecimiento de los labios y manos,
convulsiones, arritmia cardiaca y paro cardiaco, por lo que sera vigilado estrechamente

para detectar cualquier anormalidad.
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Acondicionamiento. Periodo en el que se eliminan las células de la médula 6sea para

dar espacio al nuevo injerto.

Dia de Inicio: 15 Julio de 2005 (Dia de ingreso, dia -10)

El paciente recibié Difenilhidantoina, un medicamento para evitar convulsiones,
iniciandolo un dia antes del Bisulfan y continuandolo por 6 dias.

- Bisulfan 4 mg/kg/Dia. Administrado por cuatro dias (del dia -9 al dia -6).

- Ciclofosfamida 40/mg/kg/dia Administrado por dos dias (del dia -5 al -4).
El seguimiento de los efectos de la quimioterapia fue revelado con datos de la
biometria hematica, obteniendo hemoglobina de 13.3, leucocitos totales de 900 y

neutroéfilos totales de 145.

Una vez firmado el consentimiento de autorizacién, se inicia el tratamiento,
administrando el factor estimulante de colonias de granulocito, para preparar a la
donadora para la colocacion del catéter. Para la colocaciéon del catéter se anestesia al
donador para llevar a cabo el procedimiento.
Después de la regresion anestésica, la donadora regreso a su casa y posteriormente
se presenta a media noche al hospital con dolor en el brazo, por tanto se toma
radiografia revelando:

- Que el catéter rasgo hasta perforar vena y pleura.

- Hemoneurotorax: coleccion de sangre y aire en el térax del lado derecho, lo

cual hace que el pulmon se colapse y empiece a acumular sangre.

Se ingresa a la donante a terapia intensiva, colocando un sello de agua (manguera
conectada a un secuenciador) para evitar la entrada de aire al pulmén, (haciendo
funcién de presion negativa). Se le administran antibidticos y cuidados hospitalarios.
Se presenta el caso al Comité de Etica y se decide que la donadora no debe de ser
sometida a mayores riesgos. La donadora egreso después de 7 dias de

hospitalizacion.

Al presentarse el incidente y con el receptor en tratamiento de acondicionamiento, se
inicia la busqueda de un donador no emparentado para transplante de medula 6sea.
La busqueda concluyo con la opcion de una unidad de progenitores hematopoyéticos
de SCU en el BSCU CordMX.
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La solicitud de busqueda de la unidad para trasplante fue atendida por el BSCU del

CNTS reportandose paciente con edad de 40 dias, diagnostico IDCS probable

sindrome de Omenn, con resultados de HLA y requerimiento de una unidad con

prioridad de urgencia debido al tratamiento mieloablativo al cual se habia sometido al

paciente.
El BSCU

con compatibilidad 3/6 en HLA. Es decir:

RESULTADOS DE HLA PACIENTE:

A* 10
A* 01

B*35
B*35

DRB1*16
DRB1*11

RESULTADOS DE HLA UNIDAD DE SCU:

A* 02
A* 24

B*35
B*35

DRB1*16
DRB1*04

DQB1*05
DQB1*07

DQB1*03
DQB1*03

realizé una busqueda de unidad compatible encontrando solamente una

La unidad de sangre de corddn umbilical fue estregada lista para el trasplante en

menos de 72 horas de haber recibido la noticia del problema con el donador.

Nota: En el afio 2005, las disposiciones establecidas por NECORD, aun aceptaban el trasplante de CPH

con una incompatibilidad de 3 antigenos, en casos de extrema urgencia, compensados con dosis celular

alta.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Datos de la unidad

La unidad de SCU provenia del inventario del BSCU del CNTS CordMX.

Validacién del Proceso

Fecha del Proceso 06/04/2004 Hora del Proceso 08:13

Fecha de Parto 05/04/2004 Hora de Parto 10:58

Tiempo de inicio (h) 21 Peso Inicial (g) 132.5

Peso de la bolsa (g) 33.3 Volumen HES(mL) 22.3
Contaje Inicial GB

No. GB Inicial (x106) 10.5 (x108) 11.7
Contaje Final GB

No. GB Final (x106) 39.4 (x108) 9.25 x 108
CD34+ V Totales

% Recuperacion 79 cdl/21mL (x10°) 3.7 x 10°
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Grupo Sanguineo

| Grupo

0

Factor Rh

| POSITIVO

6.2 Trasplante progenitores hematopoyéticos provenientes de Sangre de Cordén

Umbilical

Para el trasplante la unidad fue liberada el dia 26 de Julio del 2005.

Dia de la infusion: 26 Julio de 2005 (Dia cero).

El trasplante fue llevado a cabo utilizando progenitores hematopoyéticos de sangre de

cordén umbilical por via de catéter central.

7. RESULTADOS

7.1 Evolucién del trasplante
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Nacimiento de Paciente Masculino: Se comienza el acondicionamiento de Ia medula

* Presenta dificultad respiratonia. Requiriendo ventilacion mecanica Osea para recibir tratamiento a partir de
durante 48 Horas. progenitores hematopoyéticos. Dicho
* Se diagnostica Neumonia: Tratamiento antibiotico por 11 dias. acondicionamiento consiste en realizar espacio
* Presenta eritrodermia generalizada: descamacion desde las 48 | fisico en ella, es decir matar a la medula
horas de vida. !
- bl fislomeli . R
Presenta pr de )\ 1gocele: fue cerrado por cirugia ) Bisulfan 4 mg/kg/Dia.

y colocacion de Valvula ventriculo peritoneal. Adirastvade por cuabos

Se realiza el Dx de Inmunodeficiencia Combinada Severa y se envia feiataag
| para su tratamiento al INP | Ciclofosfamida

40/mg kg/dia Admmistrado
|por dos dias (dia -3 al -4).

|

* A suingreso se encuentra con dx de neumonia. dermatosis

generalizada e inmunodeficiencia combinada severa. Se inicai tratamiento Después de la regresion anestésica, el paciente se
con prednisona, v antibiotico, mejorando el patron fespiratorio. presenta a media noche con dolor en el brazo, por tanto
* Colocacion de Cateter femoral por venodiseccion. se toma radiografia revelando: Que el catéter rasgo
* Dermatosis generalizada que respeta palmas y plantas contituida por hasta perforar vena y pleura y Hemoneurotorax:
areas eritematosas. con descamacion profusa, cabello abundante sin coleccion de smgje.y aite en el torax del lado derecho,
| cejas ni pestafias con ulcera iregular superficial en mano izquierda. | . lo cual hace que el pulmon se colapse y empiece a
acumular sangre.

* Desaparece enitrodermia, aun con descamacion superficial.
: Desapa:rgce dermatosis por lo‘ que se disminuye prednisona. - ¢ discute en el Comité de Etica v se decide quela
| * Se administra Gamaglobulina intravenosa. | donadora no debe de ser sometida a mayores riesgos.

Se decide llevar a cabo 1a recoleccion de
Progenitores Hematopoyéticos por medio

Se reporta Hemodinamica y ventilatoriamente de movilizacién de sangre periférica, para Al ser conocido el desafortunado incidente, se inicia la
estable, tolerando via oral. Tratamiento de realizar posteriommente la recoleccién. Se busqueda de un donador no emparentado para
Prednisona. Fluconazol, Antibiotico y se decide colocar al donante un catéter por transplante de me.dqla osea La busqueda concluyo con
| administra_Gamaglobulina Intravenosa. | puncién de vena subclavia, para la 1a opcidn de una unidad de progenitores
obtencion de céfulas de sangre periférica hematopoyéticos de SCU en el BSCU CordMX en menos de 48 horas.
Ingresa al Programa de TMO. sin poraEese: Launidad fue trasfundida por medio de un catéter. puesto que los progenitores
antecedentes de aplicacion de BCG ni hematopoyéticos encuentran y se infunden en el espacio medular disponible.
| trasfusiones. Donador HLA Identica. | = —— YA Berao e T i T e 5 e
del conteo de 500 nevtrofilos totales con vna svolucidn satisfz ia despuds de la
I T I ] N S S | WAl . S SR I S (S M) M S S I R ST Vic S e SR T | (R | (i R
I it t + T I I T NN NN SN A I T3 & % 5 a0 I 7SN TER R B T 7 [ T T T
2 . . s .
DS M 2 e b 7defumio 15 de Junio 30 de Junio 1 e o 26 de Juo 2 d Agosto
31 de Mayo (Dia -10) Diacero)  (



Seguimiento durante el periodo post trasplante:

Durante su estancia hospitalaria, el paciente fue acondicionado a un aislamiento
estricto por medio de la técnica de aislamiento invertido. En esta técnica el paciente es
dejado libre en una habitacion limpia con filtros de aire para controlar la calidad de aire
y que esté libre de agentes patégenos y las personas que entren en contacto con él,
seran totalmente protegidas con batas limpias, cubre bocas, cofias, botas y guantes,

ademas de llevar realizar una limpieza de manos antes de entrar a la habitacion.

El paciente recibio profilaxis (tratamiento preventivo para evitar infeccion):
- Ciprofloxacina (antibi6tico).
- Aciclovir (Antiviral).

- Anfotericina B de dispersion coloidal (antifungico).

(Dia +5). Se inicio un tratamiento con factor estimulante de colonias granulociticas, con

una dosis de 10 mg/kg/dia, el cual fue administrado durante un periodo de 30 dias.

Se aplico un esquema de inmunosupresion con Metrotexate para evitar reaccion
injerto contra huésped, el cual fue aplicado desde el dia -1 con una dosis de 15
mg/m?/dosis, y con dosis al dia +6, +9 y +11 a una dosis de 10mg/m?/dosis. Ademas
de aplicar ciclosporina A desde el dia +1 a dosis de 5mg/kg/dia y posteriormente

manteniendo la dosis de acuerdo a los niveles séricos.

7.2 Injerto de transplante

Fecha de implante: (Dia +7)

Basandose en los resultados de laboratorio, se realizo un seguimiento del trasplante
mostrando en la siguientes graficas el comportamiento de las diferentes lineas

celulares, el seguimiento de los leucocitos totales muestra claramente la accion del

tratamiento de preparacién de la médula 6sea y la respuesta del trasplante.
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COMPORTAMIENTO DE LOS GLOBULOS BLANCOS
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El trasplante implanto al dia +7, considerando que las células implantaron a partir del
conteo de 500 neutrdfilos totales con una evolucion satisfactoria después de la

trasfusion. El paciente egreso en el dia +36 para manejo ambulatorio, con buena
evolucion y datos normales.

Comportamiento de Neutrofilos Segmentados (absolutos)




Si bien es importante el conteo de neutrdfilos totales, también se realizo el seguimiento
de otras lineas celulares, para observar el comportamiento del trasplante, obteniendo

los resultados observados en las siguientes graficas.

Graficas de la serie blanca:

Comportamiento de Neutrofilos v Linfocitos Durante Trasplante
LR R R R R R SRR R R A . B e SRR R R R P e R R R R R R R R .
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-40 Di 70
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67




El seguimiento de la serie roja se realizo basandose en la cuenta de eritrocitos,
hematocrito y hemoglobina total, asi como el seguimiento del conteo de plaquetas,

observando los cambios que tuvo durante el trasplante.

Graficas de la serie roja:

Comportamiento de la Serie Roja Durante el Trasplante

40 -30 -20 -10 " 0 10 20 30 40 50 60 , 70
Dias

* Eritrocitos

Niveles de Hemoglobina y Hematocrito durante Trasplante

/ \')-i-."_‘
-

40 -30 -20 -10 0 10 20 0 40 50 60 70
3 Dias

* Hemoglobinag/dl  * Hematocrito(%)
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Grafica de plaquetas totales:

Comportamiento de Plaquetas durante el Trasplante

40

-30 20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70

* Plaguetas (106uL}

7.3 Vida Post Trasplante

La evolucion del paciente fue transcurri6 sin problemas infecciosos vy

satisfactoriamente hasta el dia +75.

En el dia +76 el paciente reingreso al hospital con datos de deficiencia respiratoria,
con un indice de Silverman Anderson de 6, fiebre de 39° C, taquicardia, deficiencia
respiratoria, polimneico, hemoglobina de 10.8, leucocitos totales de 10,700, plaquetas
101,000. (Probable infeccion).

Se toma carga viral, PCR para citomegalivirus y se le da una cobertura antibiotica y
antiviral.

El paciente no respondié y presento crisis convulsivas de dificil control, edema
cerebral y hemorragia ventricular. Falleciendo al dia +90 del transplante como
consecuencia de dafio por probable infeccion viral y dafios neuroldgicos.

La probable infeccion viral, no se pudo documentar con resultados de laboratorio

puesto que los estudios fueron negativos.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

El tratamiento inicial al momento de la llegada del paciente al INP, obedece a la
respuesta inicial como tratamiento a un proceso infeccioso debido a la cantidad de
leucocitos totales (21,00/uL) y a un cuadro de neumonia ya tratado con anterioridad. El
primer tratamiento aplicado fue el esquema antibiético. Aunque en la quimica aparece
un funcionamiento renal normal, los sintomas cutaneos como la eritrodermia y
descamacion, el historial clinico, datos clinicos como hepatoesplenomegalia y
leucocitosis, datos infecciosos como neumonia y una ulceracion en mano izquierda y
aumento en las inmunoglobulinas IgG (1150, siendo normal de 240 a 869) asi mismo
de IgE (10,854 siendo normal de 0-87) y el historial familiar, respaldan el diagnostico
de inmunodeficiencia combinada severa. Asi, la primera intencidén es estabilizar al
paciente para iniciar tratamiento para control de una IDCS. Se administran supresores
de la respuesta inmunitaria, y con el tratamiento antibiético se logra controlar los
sintomas de infeccidon asi como cutaneos. Al mantener controlada la reaccion cutanea
y cubierta con un esquema profilactico para infecciones, se realiza el protocolo para
administrar un Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos.

Dentro del protocolo, en primera instancia se busca un donador emparentado, la
segunda opcidn seria uno no emparentado (medula ésea), y en tercera una unidad de
sangre de cordén umbilical. Se localiza a un donador emparentado con HLA 6/6, por lo
tanto se realizan los preparativos dando consentimientos informados a los padres de
ambos pacientes. Una vez aceptando los padres se realiza el procedimiento y se
acondicionan ambos pacientes. El efecto de la quimioterapia se ve reflejado en el

comportamiento segun los resultados de laboratorio.

Es importante destacar que el trascurso de este tratamiento se ve afectado su
donador, lo cual dificulta el estado del paciente, sin una unidad de progenitores
hematopoyéticos, las probabilidades de supervivencia disminuian, puesto que al dia -
10 (15 de julio) ya habia sido acondicionado. Gracias a la infusién de una unidad de
progenitores hematopoyéticos de sangre de cordon umbilical, solo se tuvo retraso de
un dia de lo planeado originalmente, sin afectar el estado del paciente, asi el paciente
tuvo la oportunidad de aumentar las posibilidades de injerto sin mantenerse mas
tiempo con el esquema mieloblativo acondicionador. Es de destacar que estos
resultados sean con una unidad compatible 3/6 ya que la compatibilidad HLA en los
trasplantes de sangre de corddn umbilical realizados hasta 2008 fue de 9.9% 6/6,
41.4% 5/6, 46.3% 4/6 y 2.4% 3/6, es decir una incompatibilidad de 3/6 solo era usado
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en pocos casos y en este tipo de padecimientos el trasplante, auguraba éxito en 50%
de los pacientes.

A pesar de la diferencia de compatibilidad al utilizar una unidad 3/6, la concentracién
de células progenitoras, si cumplia con lo indicado, en ese afio se recomendaba una
dosis de 100,000 células CD34+ /kg peso del paciente, el paciente pesaba 3 kg, por lo
que la dosis suministrada sobrepasaba por mucho la concentracién necesaria de
células, lo que dio por resultado un injerto temprano en el receptor al dia +7 post-
trasplante, a diferencia del dia +22 que es el tiempo normal de injerto de una unidad
de SCU.

Los progenitores hematopoyéticos fueron emergentes por la urgencia, con paciente

acondicionado y donador impedido a ultima hora.

La recuperacién de la cuenta total de leucocitos se ve claramente hasta el dia +10, sin
embargo el comportamiento de los neutrdéfilos revela que en el dia +7 ya habia un
conteo de neutrofilos mayor a 500 y mantenido por tres dias, confirmando el injerto del
trasplante. Posterior al dia de injerto (+7) se observa un aumento contante del conteo

de los leucocitos totales.

Se administro al paciente una dosis de medicamentos inmunosupresores, que le
ayudaran a soportar el trasplante, fueron administrados desde el dia -1 y su efecto
para evitar una EICH se vieron reflejados en los cambios posteriores al injerto en el
conteo de leucocitos totales, ya que no se reportaron infecciones durante y post
trasplante; el conteo de ciclosporina en sangre se mantuvo por debajo del nivel
permitido como esquema de inmunosupresion, a la par se realizaron estudios
constantemente para ver funcién renal y hepatica, reportandose todo en valores

normales.

Los Neutroéfilos mostraron un comportamiento que obedece la tendencia de la
quimioterapia, a partir del dia -10 y mostraron una clara recuperacién a partir del dia
+7 (500 neutrofilos) de igual manera que los leucocitos totales obedecen a cambios en
sus niveles, sin embargo se mantienen en una tendencia a subir sus minimos
constantemente, a partir del dia +25 los neutréfilos no se vuelven a ver en cifras

menores a 1000/uL, también obedecen a la tendencia del tratamiento inmunosupresor.

La ciclosporina fue aplicada desde el dia +1 y se mantuvieron niveles séricos de esta

durante su estancia hospitalaria, ademas de que el metrotexate seguia teniendo
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efecto, pues se aplico hasta el dia +11, por lo cual la carga de inmunosupresores para
estos dias afecto la recuperacion de las cantidades normales y mantuvo al paciente
sin EICH.

El comportamiento en general de las extirpes celulares de la serie blanca muestra que
los monocitos al entrar al hospital se mantenian en valores de hasta 2000/uL y que al
igual que los linfocitos estos fueron disminuyendo. La aplicacion de la quimioterapia
provoco que los monocitos también disminuyeran hasta valores casi de cero y
posterior a la infusion estos casi no se recuperaron durante los primeros dias, al igual
que los neutrofilos y linfocitos estos mantuvieron algunos signos de recuperacion a
partir del dia +11 sin embargo estos también se mantienen bajos como los linfocitos,
no asi los neutrdéfilos, los cuales ya para el dia +25 muestran valores normales e
incluso rebasan por mucho los valores normales, sin embargo no hay registros de que
el paciente haya sufrido alguna infeccién grave o EICH. Los basofilos y eosindfilos
muestran un comportamiento bajo desde el inicio y este no cambia durante
tratamiento, estancia hospitalaria y post trasplante se observa una variaciéon en los
eosindfilos, pero esto es cuando el paciente ya casi se da de alta, lo cual indica que no

causan algun problema en la salud del paciente.

En el caso de los eritrocitos, sus valores postrasplante oscilan entre los 3 y los 5.5,
teniendo variaciones en su comportamiento, sin embargo nunca bajando de 3.2 hasta
mas del dia +50. Estas variaciones se pueden explicar debido a la produccién de los
nuevos eritrocitos, resaltando que la disminucién y aumento de estos también es
afectada por la produccion y disminucion de la actividad de los nuevos progenitores
hematopoyéticos afectados por el efecto de inmunosupresores, sin embargo por la
vida media de los eritrocitos, los circulantes en sangre no permiten que la cantidad de
estos disminuya drasticamente como en la serie blanca, de la cual su produccion fue
destruida y el numero en sangre si disminuye casi hasta valores de cero por la vida

media mas corta de estos.

El numero total de eritrocitos en un principio es alto, considerando que el paciente se
observa con 5x10%/uL y con una hemoglobina de 17mg/dL y en hematocrito de 52%,
sin embargo durante la estancia hospitalaria estos valores se ven reducidos hasta
tener eritrocitos de 3.2x10%/uL y con una hemoglobina de 10mg/dL y en hematocrito de
30% siendo estos valores antes del acondicionamiento para trasplante, estos valores

aun disminuyen discretamente durante el acondicionamiento para trasplante (a partir
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del dia -10), sin embargo el dia de la trasfusion se observa una aumento notable en

los tres valores, y posterior al trasplante estos se mantienen.

Las plaquetas tienen un comportamiento distinto a la serie roja y blanca. Como en las
series anteriores las plaquetas disminuyeron con el tratamiento mieloblativo, durante el
tiempo de injerto se observa una tendencia a recuperar el numero de plaquetas, sin
embargo a partir del dia +10 estas tienden a disminuir e incluso llegan hasta valores
de 38x106/uL para volverse a recuperar la produccion y mantenerse estable aunque

con valores bajos, al igual que las demas series hasta después del dia +50.

A partir del dia +55 se observa un aumento considerable del numero de leucocitos,
siendo estos en su mayoria neutréfilos, sin cambio en las otras lineas celulares. Dos
dias después se observa una disminucion de todas las estirpes celulares, leucocitos,
serie roja y plaquetas para dias después empezar a reportar valores normales de
leucocitos y empezar observar de nuevo una normalizacion de los valores de serie roja
y un aumento de plaquetas.

El paciente fue dado de alta hospitalaria el dia +36 sin embargo estuvo todo el tiempo
bajo observacion médica y con su tratamiento con inmunosupresores. A pesar de los
diferentes cambios en la produccién celular, el paciente se reporto sin problemas

infecciosos ni EICH.

9. CONCLUSIONES

Las inmunodeficiencias combinadas severas asi como la mayoria de enfermedades
hematolégicas no pueden tratarse con trasplantes autdlogos, puesto que el error
genético o deficiencias en el funcionamiento persisten y los pacientes son candidatos
a recaidas. El tratamiento a seguir en este tipo de pacientes es un trasplante de
progenitores hematopoyéticos alogénico, procedentes de las 3 fuentes: medula 6sea,
movilizacion a sangre periférica o sangre de cordén umbilical.

El objetivo de este trabajo fue mostrar la eficiencia que tiene un banco de cordén
umbilical, al tener un inventario de unidades de sangre de corddn umbilical,
perfectamente estudiadas y validadas para uso en trasplante.

Mientras que la busqueda de un donador relacionado o no relacionado de médula
Osea puede llevar un promedio de 3 a 6 meses, las unidades de corddn umbilical

pueden estar disponibles para trasplante entre 24 a 72 horas y son una herramienta
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util en caso de emergencias, en donde la vida de un paciente depende exclusivamente
de la existencia de una unidad compatible.

Las directrices para efectuar trasplantes de cordén umbilical han cambiado
notablemente en los Ultimos 7 anos, mientras en 2005, fecha en que se realizo este
trasplante, se permitian los trasplantes con unidades 3/6 en caso de emergencia, en la
actualidad 2012, las directrices van dirigidas a trasplantar unidades con un minimo de
incompatibilidad de 2 antigenos, es decir unidades 4/6, 5/6 o 6/6 y con un
compatibilidad total del antigeno DR en alta resolucion.

Ahora, una vez superada la busqueda de unidad compatible HLA con un minimo de
4/6, se da prioridad a la celularidad, recomendandose dosis minimas de 170,000
células CD34/ kg de peso del paciente.

En el caso del paciente tratado, la dosis celular utilizada facilité el injerto, ya que se
administro una concentracion de 1.2 X108 células CD34/ kg de peso del paciente, lo
que acelero el injerto al dia +7.

La sangre de corddon umbilical, representa una opcion segura y accesible para el
trasplante de progenitores hematopoyéticos en diversas enfermedades hematolégicas
y onco-hematoldgicas, lo cual nos lleva a reforzar los programas de donacion altruista
de cordon umbilical para tener inventarios nacionales disponibles para toda la

poblacion mexicana.
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