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Resumen

Introduccion: Después de un trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH), la reconstitucion de las células
natural killer (NK) es la principal barrera contra las infecciones virales. Objetivo: Determinar que el conocimiento sobre la
cinética de la reconstitucion de las células NK posterior al TCPH contribuye a un eficiente monitoreo del trasplante, lo que
incrementa la posibilidad de éxito de este. Método: Se incluyeron 21 pacientes sometidos a TCPH, asi como un grupo control
de individuos clinicamente sanos. En diferentes momentos después del trasplante (intervalo de 21 a 670 dias), mediante ci-
tometria de flujo se cuantificaron las células NK CD3- CD16+ CD56+ en muestras de sangre periférica. Resultados: La
recuperacion de las células NK ocurre entre los tres y seis meses y entre los 10 y 12 meses postrasplante; su numero fue
significativamente menor (en comparacion con el grupo control) en el tiempo restante del monitoreo. Conclusiones: E/
primer periodo de recuperacion de las células NK ocurre entre los tres y seis meses posteriores al trasplante. La reconstitucion
es transitoria y el numero de células NK varia en los primeros afios.

Células natural killer. Trasplante. Células hematopoyéticas. Reconstitucion celular.

Natural killer cell reconstitution after hematopoietic stem-cell transplantation in
children

Abstract

Introduction: After hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), natural killer (NK) cells reconstitution is the main barrier
against viral infections. Objective: To determine that the knowledge on the kinetics of NK cell reconstitution after HSCT con-
tributes to transplant efficient monitoring, which increases the possibility of its success. Method: Twenty-one patients undergo-
ing HSCT were included, as well as a control group of clinically healthy individuals. At different time points after transplantation
(range of 21 to 670 days), CD3- CD16+ CD56+ NK cells were quantified by flow cytometry in peripheral blood samples.
Results: NK cell recovery occurs at three to six months and 10 to 12 months post-transplantation; their number was signifi-
cantly lower (in comparison with the control group) in the rest of the monitoring time. Conclusions: The first period of NK cell
recovery occurs between three and six months after transplantation. Reconstitution is transient and the number of NK cells
varies in the first years.

Natural Killer cells. Transplantation. Hematopoietic cells. Cell reconstitution.
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|ntroducci6n

Las células natural killer (NK) se generan a partir
de un precursor linfoide proveniente de células pro-
genitoras de médula 6sea."? Su morfologia es similar
a la de los linfocitos T y B, pero son profusamente
granuladas y se identifican por la ausencia de CD3
(molécula exclusiva de los linfocitos T) y la expresion
de CD16 y CD56 (mas de 90 % de las células NK en
sangre periférica expresan ambas), si bien existen
subpoblaciones con los fenotipos CD16- CD56+ y
CD16+ CD56-, que constituyen entre 5y 10 % del
total de este tipo de células.® Las NK son la primera
barrera de defensa contra los patédgenos (principal-
mente virus) y las células tumorales. Su activacion e
inhibicion acontece tras el reconocimiento de alelos
del antigeno de leucocitos humanos (human leuko-
cyte antigen, HLA) a través de receptores similares a
las inmunoglobulinas que inhiben a las células asesi-
nas, los cuales pueden interaccionar con un unico
alelo del HLA o con varios.*

Independientemente de la fuente de injerto (médula
Osea, sangre periférica movilizada o células de cor-
dén umbilical), la reconstitucion de la poblacién de
células NK se alcanza después de uno a dos meses
del trasplante de células progenitoras hematopoyéti-
cas (TCPH) de origen alogénico. En general, las célu-
las NK que se generan durante este periodo no
derivan de la expansion de las células NK maduras
del injerto, sino principalmente de la diferenciacion y
maduracion de las células progenitoras.5®

Ademas, en los trasplantes alogénicos se puede
producir alorreactividad de las células®" provenientes
del injerto (células maduras) o de las generadas en
el receptor después del TCPH, evento que puede
tener un efecto citotdxico sobre las células tumorales
que resistieron o reaparecieron después del TCPH."

La reconstitucion de las células de la inmunidad
innata es critica en los pacientes con inmunosupre-
sion, asi como en los receptores de TCPH (alogénico
0 autodlogo), debido a su papel en el control de las
infecciones. En el ultimo caso, dado que la reconsti-
tucion de las células T y B requiere al menos seis
meses, es relevante la pronta recuperacion de las
estirpes celulares asociadas al control de los patdge-
nos, como las células NK.

La reconstitucion de las células NK posterior al
TCPH requiere tiempo para alcanzar la homeostasis
de esta estirpe celular en los primeros afios posterio-
res al trasplante alogénico. El monitoreo de este

proceso contribuird a una valoracion integral del
receptor de un trasplante, al incluir exdmenes de labo-
ratorio y seguimiento clinico, con la finalidad de
aumentar la posibilidad de éxito del procedimiento.

Método

Se realizé un estudio observacional, prospectivo y
descriptivo de niflos sometidos a TCPH de tipo alo-
génico entre enero de 2017 y enero de 2018 en la
Unidad de Trasplante de Células Progenitoras y el
Laboratorio Clinico del Hospital Infantil de México
“Federico Gémez”. El protocolo fue autorizado por los
Comités de Investigacion, Etica y Bioseguridad del
hospital. Los padres, tutores o cuidadores otorgaron
por escrito su consentimiento previa informacion del
objetivo de la investigacion.

Los pacientes recibieron un régimen de acondicio-
namiento mieloablativo o de intensidad reducida (de
acuerdo a la patologia de base) y posteriormente se
infundié al menos una dosis de 2 x 10° CD34+/kg de
peso corporal. Se incluyd un grupo control (n = 20)
integrado por individuos clinicamente sanos, sin fie-
bre, diagndstico de infeccién ni en tratamiento con
antibidticos o antivirales en los ultimos cinco dias.

Desde el dia 21 hasta el dia 670 de la etapa pos-
trasplante, de cada individuo se recolectd aproxima-
damente 1 mL de sangre periférica. La biometria
hematica se realiz6 en equipo Coulter LH 780®
(Beckman Coulter, Brea, CA, Estados Unidos) para
determinar el nimero de leucocitos totales, asi como
el porcentaje de linfocitos del individuo. Se realizé la
fenotipificacion y cuantificacion de las células NK
(CD3- CD16+ CD56+) mediante citometria de flujo;
se analizaron al menos 50 000 células. Se realizaron
las determinaciones y se calcularon los valores abso-
lutos (nimero de células por litro) de células NK.
Ademas, se recolectaron datos de la genotipificacion
del HLA obtenido previamente en el Laboratorio de
Histocompatibilidad.

Resultados

Durante el periodo de enero de 2017 y enero de
2018 se incluyeron 21 pacientes sometidos a TCPH.
Los diagndsticos por los cuales fueron referidos a la
Unidad de Trasplante de Células Progenitoras
Hematopoyéticas fueron los siguientes: leucemia lin-
foblastica aguda, 38.09 % (n = 8); aplasia medular,
28.57 % (n = 6); leucemia mieloide aguda, 19.04 %
(n = 4); otros tumores sdlidos, 14.28 % (n = 3)
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= Leucemia aguda linfoblastica = Leucemia aguda mieloide

= Aplasia medular Otros (tumores solidos)

Diagndsticos por los que se realizo trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas.
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Cinética de la reconstitucion de las células NK después del
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. Los valores se
transformaron a logaritmos y se presentan los valores de p conforme
la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.0001) y la comparacion multiple.
p =0.043, **p = 0.0059, ***p < 0.0001.

(Figura 1); nueve pacientes (43 %) fueron del sexo
masculino y 12 (57 %), del femenino; la edad oscild
entre uno y 17 afos (Tabla 1).

Algunos pacientes recibieron un régimen de acon-
dicionamiento mieloablativo y otros de intensidad
reducida (segun la patologia de base) antes del tras-
plante de células hematopoyéticas alogénicas prove-
nientes de sangre periférica, posterior a la movilizacion
con factor estimulante de colonias granulociticas en
el donador. La compatibilidad entre el donador y el
receptor fue definida con base en la genotipificacion
de los alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C y HLA-DP en dos
pacientes y en los 19 restantes ademas se analizaron

Caracteristicas demograficas de los pacientes sometidos
a TCPH y de los sujetos clinicamente sanos del grupo control

Sexo
Masculino 9 (43 %) 17 (85 %)
Femenino 12 (57 %) 3 (15 %)
Edad
Intervalo 1a 17 afios 8 a 17 anos
Media 7 anos 6 meses 10 afios 1 mes
Mediana 8 anos 5 meses 9 anos

TCPH = trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

HLA-DQ y HLA-DR. En la Tabla 2 se indican los ale-
los compartidos y si se tratd de un trasplante haploi-
déntico cuando el donador fue uno de los padres.

Para analizar la cinética de reconstituciéon de las
células NK en los 21 pacientes se realizaron 105
determinaciones, con un promedio de cinco por
paciente (minimo dos y maximo 11). Los valores obte-
nidos se agruparon por periodos: de 21 a 90 dias, de
91 a 120 dias, de 121 a 180 dias, de 181 a 240 dias,
de 241 a 300 dias, de 301 a 360 dias y mas de 360.
Todas las categorias se compararon con los valores
obtenidos en los individuos clinicamente sanos
(Tabla 3 y Figura 2). El origen de las células identifi-
cadas en las primeras semanas podria deberse a la
expansion de las células incluidas en el injerto (dado
que no se realiza un enriquecimiento de las células
CD34+), en tanto que las detectadas posteriormente
serian las generadas en el receptor a partir de pre-
cursores celulares, principalmente del donador, como
lo demuestra el 95 % de quimerismo detectado en
células de sangre periférica (Figura 3).

Se observaron diferencias significativas respecto a
los nimeros absolutos de células NK en los pacientes
sometidos a TCPH: durante todo el periodo de estudio
fueron inferiores a los del grupo control (Tabla 3 y
Figura 3).

Discusion

De acuerdo con lo observado en los pacientes ana-
lizados, la recuperaciéon temprana de las células NK
acontece en el periodo de tres a seis meses postras-
plante; sin embargo, se observan momentos en los
que el numero absoluto es menor, por lo que diversos
eventos como infecciones y enfermedad injerto contra
hospedero (EICH) podrian afectar negativamente a la
reconstitucion de las células NK.
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Tabla 2. Dosis celular del trasplante, régimen de acondicionamiento y compatibilidad del HLA

Dosis celular CD34+/kg Régimen de acondicionamiento Compatibilidad de alelos del HLA*

1.71 x 107 Fludarabina/ciclofosfamida Haploidéntico
2 7.4 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
3 6.7 x 10° Ciclofosfamida/etopdsido/radioterapia Alogénico (8/8)
4 3.19 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
B 5x 106 Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
6 1.03 x 107 Busulfan/fludarabina Haploidéntico
7 4 x10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
8 8 x 10° Busulfan/ciclofosfamida/radioterapia Haploidéntico
9 7.09 x 10° Fludarabina/ciclofosfamida Haploidéntico
10 1.47 x 10° Busulfan/ciclofosfamida/radioterapia Alogénico (8/8)
1 5x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
12 1.11 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
13 1.73 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
14 2.52 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
15 1.54 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (11/12)
16 6 x 10° Fludarabina/ciclofosfamida Haploidéntico
17 6 x 10° Busulfan/ciclofosfamida/radioterapia Alogénico (12/12)
18 1.23 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
19 1 x 106 Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (12/12)
20 9.92 x 10¢ Fludarabina/ciclofosfamida Haploidéntico
21 4.8 x 10° Busulfan/ciclofosfamida Alogénico (11/12)

HLA = human leukocyte antigen.
*Alelos compartidos/alelos determinados.

120

99 99 99
100

o 95 o 98 98 98
0 | | | ‘ ‘ ‘

22-28 29-45 46-90 91-120 121-150 151-180 181-240 241-300 301-360

8|

o

6!

o

4

o

2

o

M Porcentaje de quimerismo

Figura 3. Cinética del quimerismo celular posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. Media obtenida en los diferentes
tiempos postrasplante.
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Valores de las mediciones de células NK/L en las diferentes determinaciones realizadas

21-90 91-120 121-180 180-240 241-300 301-360 +360
Valor minimo  0.018 x 10°  0.0321 x 10® 0.0065 x 10°® 0.00016 x 10® 0.000011 x 108 0.0208 x 10° 0.00040 x 10® 0.183 x 10®
Percentil 25  0.161 x 108 0.0778 x 10® 0.051 x 108 0.0167 x 10®  0.00743 x 108 0.0563 x 10® 0.0730 x 108 0.283 x 10°
Mediana 0.635 x 108 0.205x 108 0.0115x 10® 0.0909 x 108  0.0854 x 10® 0.0819 x 10® 0.124 x 108  0.582 x 108
Percentil 75 0.144 x 108 0.406 x 108 0.0335 x 108 0.258 x 10° 0.231 x 108 0.135x 108 0.295x 10®  0.874 x 108
Valor 0.794 x 108 0.633x 108 176 x 108  0.765 x 108 0.335x 108  0.5.82x 108 0548 x 108  1.31 x 108
maximo
Media 0.114 x 108 0.252 x 10°8 0.289 x 10®  0.165 x 10° 0.126 x 108 0.1.47 x 108 0.183 x 10®  0.605 x 10°
Desviacién 0.160 x 108 0.203x 108 0.442x 10® 0.232 x 108 0.126 x 108  0.1.95x 108 0.148 x 108  0.334 x 10°
estandar
Error 0.0296 x 108 0.0642 x 108 0.111 x 10®  0.067 x 10° 0.0419x 108  0.074x 10® 0.0316 x 108 0.0927 x 108
estandar
IC a95 % 0.0530 x 108 0.107 x 108 0.0531 x 10® 0.0172x 108  0.0292 x 10°®  0.034 x 10® 0.118 x 10®  0.403 x 10°
limite inferior
IC a95 % 0.174 x 108 0.398 x 108 0.525 x 108  0.312 x 108 0.223 x 108 0.327 x 108 0.249 x 10¢  0.807 x 108
limite superior
Comparacion Si No No Si Si No Si —
con el grupo  (p < 0.0001) (p=0.0059) (p=0.0059) (p =0.043)
control,

diferencia (p)

No se encontrd diferencia significativa al analizar el
nimero de células NK en 36 muestras de pacientes
con EICH versus 69 muestras de pacientes sin EICH
(datos no mostrados), ni tampoco al comparar las
cuantificaciones de muestras que presentaban o no
agentes virales: poliomavirus BK, citomegalovirus,
adenovirus, Epstein-Barr (datos no mostrados), por lo
que se considerd que la reconstitucion de células NK
en este grupo de pacientes no fue afectada significa-
tivamente por esas entidades clinicas.

Lo anterior podria deberse a que en los cuatro
pacientes en quienes se detecté ADN viral del polio-
mavirus BK se redujo el tratamiento inmunosupresor
con la finalidad de permitir la funcion eficiente de las
células (expansion y capacidad efectora, como la pro-
duccion de interferén-gamma y la citotoxicidad).
Cuando el ADN viral detectado fue del virus Epstein-
Barr, citomegalovirus o adenovirus (carga viral inferior
a 1000 copias/mL de plasma) se continud con el tra-
tamiento estandar y el monitoreo constante de las
cargas virales, pues se pretendia que hubiera un con-
trol de la infeccion por el propio receptor. Con el pro-
pdsito de reducir la severidad de la EICH se intensificd

el tratamiento inmunosupresor, medida que también
se realiza cuando el numero de células NK se encuen-
tran dramaticamente disminuidas, para favorecer la
proliferacion de dichas células.

Se ha descrito que la recuperacion de las células NK
en los pacientes sometidos a TCPH acontece en los
primeros dos meses,®'*"S pero que puede retrasarse
hasta seis meses en los pacientes con infecciones
(principalmente fungicas) en los primeros 100 dias pos-
teriores al trasplante.”® Este fendmeno se observd en
los pacientes analizados, en quienes se documentaron
diversos eventos adversos (infecciones y EICH) durante
los 100 primeros dias (se identifico virus Epstein-Barr,
citomegalovirus, adenovirus en cuatro pacientes y EICH
en dos, quienes a lo largo del primer afio no tuvieron
una reconstitucién eficiente de células NK).

Segun la literatura, durante el primer mes de la
etapa postrasplante el nimero de células NK debe
ser > 0.75 x 10%/L cuando la fuente de obtencion de
las células CD34+ es la médula dsea; cuando las
células CD34+ son recolectadas de sangre periférica,
la reconstitucion se obtiene a partir de los cuatro
meses en pacientes pediatricos.'® En una serie de
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pacientes se logrd identificar que la reconstitucion
alcanzo6 una mediana de 305 células NK/uL (rango de
30 + 1200) para el dia 130 en promedio.” Los anterio-
res valores son superiores a los obtenidos en los
pacientes y el grupo control de la investigacion aqui
presentada, por lo que la comparacion numeérica entre
las diferentes series no es pertinente dadas las dife-
rentes caracteristicas de cada grupo, en las cuales
influyen diversos factores externos:

- Enfermedad por la que se realiza el TCPH.

- Esquema de acondicionamiento (el cual aunado
a la administracion de 50 mg/kg/dia de ciclofos-
famida en los dias 3 y 4 postrasplante, como
medida profilactica para la prevencion de EICH
agudo, generd una disminucién de la linfopoyesis
en nuestros pacientes y, por ende, la recupera-
cién de las células NK fue afectada durante los
primeros 90 dias de la etapa postrasplante).

— Tipo de trasplante.

- Tipo de donador y compatibilidad de HLA (13
TCPH de la serie aqui descrita [62 %] fueron de
tipo alogénico con donador 100 % compatible,
dos TCPH [9.5 %] fueron de tipo alogénico con
donador 90 % compatible y seis [28.5 %] fueron
de tipo haploidéntico).

Al comparar el nimero de células NK en los pacien-
tes sometidos a TCPH versus el de los individuos
control se observd diferencia significativa en algunos
periodos (Figura 2), lo cual evidencia que la reconsti-
tucion fue transitoria y deficiente en algunos casos,
probablemente debido al secuestro de células NK en
el sitio blanco de la infeccion (es decir, vias urinarias
en el paciente en quien se identificé virus BK) o a la
migracién de células a tejidos especificos en los casos
de EICH (tejido cutaneo y hepatico). El mayor nimero
de células NK en la etapa postrasplante se observo
en las cuantificaciones realizadas entre los 91 y 120
dias, con una distribucion homogénea, de lo que se
infiere que existié reconstitucion retrasada de células
NK en los pacientes, considerando los datos reporta-
dos en la literatura. Otro factor que influye en la cuan-
tificacion de células NK es la inmunomodulacion en la
etapa postrasplante, que se realiza como parte del
seguimiento al mantenimiento del trasplante.

Existen dos factores que influyen directamente en
el retraso de la reconstitucion inmunitaria después del
TCPH:

- El dafo celular en el microambiente generado

por el régimen de acondicionamiento.

- La lenta generacion de novo de células del sis-
tema inmunitario derivadas del donador,”" por lo

que una de las estrategias para favorecer una
reconstitucion inmune eficiente es la proteccion
del microambiente del receptor.'

En la presente investigacion unicamente se analiza-
ron los ndmeros absolutos y porcentajes de células NK,
sin embargo, la homeostasis del sistema inmune
depende también de la capacidad funcional de las mis-
mas, ya que las capacidades efectoras de las células
NK pueden ser eficientes en la produccion de citocinas,
anticuerpos o capacidad citotéxica aun sin que se
alcancen los valores observados en los sujetos sanos.

En los receptores de TCPH, quienes se encuentran
inmunosuprimidos, ocurren eventos de estimulacion
antigénica debido a infecciones virales o bacterianas
oportunistas; por lo tanto, la participacién de las célu-
las NK es fundamental al ser la primera linea de
defensa inmunoldgica y su reconstituciéon es impor-
tante para el éxito del trasplante a largo plazo.!®*'

La evaluacion de la funcién de las diferentes pobla-
ciones de células NK en los receptores de células
progenitoras hematopoyéticas puede ayudar al disefio
de nuevas intervenciones terapéuticas dirigidas a
potenciar los efectos del TCPH.!®22
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