Convocatoria de septiembre de 2012

DEPARTAMENT DE MEDICINA

Modificacion de la respuesta alérgica en
pacientes sometidos a trasplante autélogo de

UNIVERSITAT

AUTONOMA DE

rogenitores hematopoyéticos
BARCELONA p g p y

Trabajo de Investigacion | Adriana Izquierdo Dominguez

Director del Trabajo de Investigacidon: Cardona, Victoria; Vilardell,
Miquel.
Tutores del Trabajo de Investigacion: Labrador, Moises; Sala
Anna.




Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes sometidos a trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos

INDICE

1. Resumen

2. Introduccion

3. Revision y actualizacion bibliogréafica

4. Hipotesis

5. Objetivo

6. Material y Métodos

7. Resultados

8. Discusion

9. Conclusiones

10. Documento Anexo | (Hoja informativa para el
paciente) Anexo Il (Consentimiento informado)
11. Bibliografia



Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes sometidos a trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos

MEMORIA

1. Resumen

Antecedentes: durante el procedimiento del autotrasplante de progenitores
hematopoyéticos se produce en el organismo una modificacion y reestructuracion del
sistema inmunitario. Este “reset” del sistema inmune se ha estudiado en diferentes
enfermedades autoinmunes, pero no en enfermedades alérgicas. El objetivo de nuestro
estudio es evaluar si los pacientes sometidos a autotrasplante pierden la sensibilizacion
alérgica.

Meétodos: estudio prospectivo observacional, donde se incluyeron 28 pacientes
sometidos a autotrasplante de progenitores hematopoyéticos, evaluados por historia
clinica, IgE total, ISAC, IgE especifica, antes y de 4 a 6 meses después del
autotrasplante.

Resultados: 6 pacientes resultaron alérgicos pre autotrasplante, en 5 (83%) de ellos la
IgE especifica junto con la sintomatologia alérgica desaparecieron post autotrasplante.
Cuando se compard la IgE total pre autotrasplante de los pacientes alérgicos y los no
alérgicos se encontraron diferencias significativas (p=0.013), no asi cuando se comparo
la IgE total post autotrasplante de ambas poblaciones.

Conclusiones: Segun los datos preliminares parece haber una pérdida de la respuesta
alérgica, tanto ““in vivo” como ““in vitro”. Sin embargo, serén necesarios estudios méas

amplios para obtener resultados con més potencia estadistica.
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2. Introduccioén

En la patogénesis de la enfermedad alérgica las células del sistema inmune
(mastocitos, eosinofilos, células T y células B) juegan un papel fundamental. La
exposicion del sistema inmune a un alérgeno genera una respuesta especifica contra €l
en ciertos individuos, sensibilizando células efectoras; tras una segunda exposicién
frente al mismo alérgeno en algunos pacientes puede producirse una respuesta inmune
secundaria generado por las clonas de linfocitos que ya habian reconocido el alérgeno
previamente. Esta segunda respuesta es mas rapida, mayor y cualitativamente diferente
que la primera respuesta debido a la memoria inmunoldgica. Esta memoria
inmunolégica es parcial, ya que frente a cada nuevo encuentro se expandira, no
solamente la misma clona de linfocitos especificos sino también se reclutardn nuevos
linfocitos virgenes los cuales pueden tener una vida media mas larga al resto de
linfocitos generados por expansion clonal, en respuesta al mismo alérgeno. Los
linfocitos implicados en la respuesta secundaria se conocen como células de memoria.
Las células de memoria pueden ser tanto del tipo B como T. Los alérgenos son
absorbidos a través de las mucosas, presentados por las células presentadoras de
antigeno a las células T CD4 y promoviendo la diferenciacion de éstas a células Th2.
Las células Th2 producen citocinas como la interleucina (IL) 4 y la 1L-13, que inducen
un cambio de clase de inmunoglobulina a IgE y posteriormente se desarrollan células de
memoria T y B alérgeno-especificas. La respuesta alérgica se inicia con una fase de
reaccion inmediata que ocurre cuando el alérgeno (segundo contacto) se une a la IgE
fijada al receptor de alta afinidad Fc en la superficie de los mastocitos y basofilos,
liberandose mediadores inflamatorios, como la histamina, produciendo los sintomas

tipicos de la alergia como la rinitis, conjuntivitis o la anafilaxia.
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3. Revision y actualizacion bibliogréafica

Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

Consiste en la infusion de precursores hematopoyéticos a un receptor que ha
sido previamente acondicionado para recibir el injerto y constituye una terapéutica Util,
en ocasiones Unica, para una gran variedad de enfermedades hematoldgicas y no

hematoldgicas.

La fuente clasica de los progenitores hematopoyéticos para el trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es la médula ésea (MO). Sin embargo, en
la actualidad la fuente principal es la sangre periférica, por su mayor facilidad de
obtencion. En el caso del trasplante autélogo, la sangre periférica representa mas del
90% de los trasplantes. También se emplean para este fin células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) de la sangre periférica (SP), del cordén umbilical (CU) o del
higado fetal. De ahi que el término trasplante de céelulas progenitoras hematopoyéticas

sea preferible al de trasplante de médula 6sea.

La introduccion de este proceder en la practica clinica no ha sido una tarea
simple. Los problemas relacionados con el acondicionamiento del receptor, los estudios
de histocompatibilidad, las alteraciones inmunes que aparecen en el periodo post
trasplante, 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 TCHP uno de los mas complejos dentro

del campo de la trasplantologia moderna.
Los tipos de TCPH puede clasificarse como:

Alogénico: efectuado entre individuos de una misma especie. El procedimiento implica
la infusion de CPH 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 realizacion de este
tipo de trasplante es la disponibilidad de un donante HLA compatible (habitualmente
familiar). Sin embargo, los avances obtenidos en la inmunologia y la biologia

molecular, asi como la creacion de registros de donantes de médula y bancos de sangre
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de cordon, han permitido ampliar las posibilidades de encontrar donantes

histocompatibles no relacionados.

A pesar de que la pareja donante-receptor sea idéntica para los antigenos mayores del
sistema HLA, existen otros antigenos de compatibilidad menores, lo que puede
provocar que en este trasplante exista una doble barrera inmunologica, y puede ocurrir

que:

a. El receptor rechace las celulas infundidas (rechazo del injerto).
b. Las células inmunocompetentes infundidas pueden reconocer como extrafias las
células del receptor y reaccionar contra ellas, lo que se conoce como enfermedad

injerto contra huésped (EICH).
Ventajas de este tipo de trasplante:

e Setrasplantan CPH sanas.

» Efecto injerto contra tumor.
Desventajas:

e Restringido a una minoria (posibilidad de donante, grupos étnicos, edad, estado
general).

o Posibilidad de EICH.

e Mayor rechazo.

o Necesidad de inmunosupresién mas agresiva.
Este tipo de trasplante comprende las siguientes variantes:

o Hermanos HLA-idénticos: la mayoria de los trasplantes alogénicos se hacen con

este tipo de donante.’

« Familiares parcialmente compatibles: para los pacientes que no cuentan con un

familiar HLA idéntico, el trasplante haploidéntico de un familiar es una opcién.?

La mayor desventaja es el aumento del riesgo y gravedad de la EICH aguda y
cronica, aunque la deplecién de linfocitos T puede disminuir esta complicacion.
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e No familiares, total o parcialmente compatibles: mas del 25% de los trasplantes
alogénicos son de este tipo. A pesar de la cantidad de donantes disponibles en el
registro internacional, es dificil encontrar uno para muchos pacientes,
particularmente para las minorias étnicas y raciales.?

e Sangre de corddn umbilical

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 inmunologicas.
Ventajas:

e Poca o ninguna posibilidad de EICH.

« No necesita inmunosupresion.
Desventajas:

o No-efecto injerto contra tumor.

e Mayor posibilidad de recaidas.

Autbélogo o autotrasplante: La experiencia acumulada con el trasplante alogénico,
permitié comprobar in vivo el efecto curativo sobre algunas neoplasias hematoldgicas
del uso de altas dosis de quimioterapia. Sin embargo, el aumento de la dosis se
encuentra limitado por la aparicion de toxicidades graves. De esta forma, la necesidad
de garantizar una funciébn hematopoyética correcta tras un tratamiento
quimiorradioterdpico en dosis elevadas, junto con las limitaciones del trasplante
alogénico, ha sido lo que llevo al desarrollo del autotrasplante en los Gltimos afios. Este
tipo de trasplante consiste en obtener células progenitoras hematopoyeéticas 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 extraccion de la médula se realizan de
forma similar al trasplante alogénico, pero la inmunosupresion post trasplante no es
necesaria lo que disminuye las complicaciones. Es importante la criopreservacion de las

células en este tipo de trasplante.
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En la actualidad, la fuente mas utilizada para el autotrasplante son las células

obtenidas de la SP por medio de procedimientos de aféresis.
Ventajas de este tipo de trasplante:

e No requiere la basqueda de un donante.

e Menor toxicidad relacionada con el proceder.

e Se puede realizar a pacientes de mayor edad (60 - 65 afios).

e No existen las complicaciones indeseables de EICH.

o Permite la realizaciéon de consolidacion en los tumores sélidos, en el momento
en que la masa tumoral es menor.

e Se necesita un nimero menor de células para la reconstruccién medular que en
el trasplante alogénico.

e Es una opcion en pacientes que por diferentes causas no pueden recibir un

trasplante alogénico.
Desventajas:

Las células recolectadas pueden tener una calidad deficiente.

« Existe el riesgo de contaminacion con células tumorales, aunque es menor con el
uso de SP.

e Mayor frecuencia de fallo en la recuperacion medular debido a defectos en el
microambiente medular, influido por la enfermedad de base y/o los tratamientos
previos.

e Aumento del porcentaje de recaida por enfermedad minima residual y no

existencia de efecto injerto contra leucemia.
Fuentes de células hematopoyéticas:

Médula 6sea: Al donante (o al paciente en el caso de un autotrasplante), se le practican
entre 100 y 200 punciones aspirativas en las crestas iliacas, con las que se obtienen
sangre medular. 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 TMO alogénico esta sangre medular se infunde 24 horas después
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de finalizado el régimen de acondicionamiento por via intravenosa.

Sangre periférica: Las células pueden ser recolectadas después de la utilizacion de
varios métodos como el uso de quimioterapia, de factor estimulador de colonias (FEC)
o0 de ambos. Después del cuarto o quinto dia de la movilizacion, las células se recolectan
por aféresis, 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.

La movilizacién inducida por quimioterapia, que se emplea en los trasplantes autélogos,
se puede lograr con el uso de varios regimenes mieloablativos, siendo uno de los mas
utilizados la Ciclofosfamida (CFM). 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.”
Ventajas de esta fuente de CPH:

e No hay necesidad de empleo del quiréfano y se evitan todos los riesgos que esto
conlleva.

e Obtencidn de un mayor nimero de células hematopoyeéticas.

« Répida recuperacion hematoldgica después del implante.

e Menor posibilidad de obtencion de células malignas.

o Disminucidn del riesgo de infeccion del material recolectado.

« Se pueden obtener células hematopoyéticas en situaciones en las que se dificulta

su extraccion de la médula 6sea (mielofibrosis, irradiacion pélvica, etc.)
Desventajas:

« Mayor posibilidad de desarrollar EICH dado el mayor contenido de células T.

» Necesidad del uso de factores estimuladores hematopoyéticos en personas sanas.

Corddn umbilical: 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.
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Para la obtencion de estas células se necesitan: mujeres sin historia obstétrica
patolégica, controles seroldgicos negativos durante la gestacion, ausencia de
antecedentes médicos maternos o paternos que supongan un riesgo de trasmision de
enfermedades infecciosas 0 genéticas a través de la sangre del cordén, desarrollo normal
del parto y consentimiento informado firmado por la madre. Se deben excluir partos
antes de las 32 semanas, fiebre en el momento del parto mayor a38° C, inmunizacion

feto-materna y signos de sufrimiento fetal.

Los resultados serolégicos, junto con el volumen, celularidad, estudio HLA y grupo
sanguineo, se guardan en un registro confidencial autorizando el uso terapéutico de la

donacion.

Mecanismo de accion del Autotrasplante sobre enfermedades autoinmunes

Durante los ultimos 10 afios mas de 1000 pacientes con enfermedades
autoinmunes recibieron trasplante autélogo de células hematopoyéticas. Este nuevo
tratamiento se ha utilizado en esclerosis sistémica, artritis reumatoide y lupus
eritematoso sistémico,® con el objetivo de la busqueda del desarrollo de tolerancia.’
Tolerancia es la incapacidad del sistema inmune para generar una respuesta frente a
antigenos, ya sean propios o extrafios.® La posibilidad de usar el trasplante autélogo
como tratamiento de enfermedades autoinmunes se origind en los hallazgos de
remisiones de enfermedades autoinmunes coexistentes, en pacientes que eran

trasplantados por enfermedades oncoldgicas.

El mecanismo de generacion de tolerancia del sistema inmune especifico o
adaptativo frente a los antigenos propios, se ha estudiado ampliamente y todavia es
objeto de investigacién’. La rotura de esta tolerancia es el mecanismo patogénico
comun de la mayoria de las enfermedades autoinmunes, en las que existe produccion de
anticuerpos contra antigenos propios del paciente. Hasta ahora se aceptan dos
mecanismos principales para la diferenciacion de los antigenos propios de los ajenos
por parte del sistema inmune. El primer mecanismo es el la eliminacion de aquellos
timocitos (linfocitos T inmaduros) que reconocen antigenos propios en el timo
(Tolerancia central). ElI segundo es la inactivacion periférica de los linfocitos

autorreactivos (Tolerancia periférica).’
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Una vez que se ha roto la tolerancia frente a antigenos propios y el sistema
inmune ha iniciado una reaccidon contra un antigeno propio, no se requiere de la
persistencia del estimulo que lo inicio®, por eso aunque la infeccién o lesion que

desencadeno el proceso autoinmune haya desaparecido, la enfermedad continua.

Cuando se ha iniciado la destruccion de antigenos propios, los restos pueden ser
transportados por fagocitos a érganos linfoides secundarios donde son procesados por
los linfocitos B, estos internalizan los nuevos antigenos, los procesan y presentan a
linfocitos T, que si reciben sefiales coestimuladoras adecuadas pueden activar al
linfocito B para que produzca anticuerpos contra estos nuevos antigenos de origen
propio: Autoanticuerpos. La continua destruccion del 6rgano diana perpetua el estimulo
para la produccion de antigenos y la variabilidad en la produccion de los linfocitos B

incrementa la especificidad y respuesta.

El trasplante de células hematopoyéticas permitiria reiniciar el proceso y detener
el dafio celular y con esto parar el ciclo de produccién de autoanticuerpos.’® Al
detenerse la funcion inmune por completo de forma transitoria, habria tiempo para la
reparacion tisular y volver a “ocultar” los antigenos propios y generar nueva tolerancia a

antigenos propios en el sistema inmune regenerado.

Con este procedimiento se espera reiniciar el sistema inmune y colocarlo en un

estado inactivo a partir del cual se recupere la tolerancia hacia los antigenos propios.

Es una opcidn curativa para estas enfermedades autoinmunes, aunque su utilidad
estd condicionada por la alta toxicidad de la terapia de acondicionamiento como
principal problema, reservandola para paciente con peor prondstico y precisando una
evaluacion precisa del balance riesgo/beneficio asi como la seleccion adecuada de los

pacientes.

Alergia mediada por IgE, una enfermedad de las célulasBy T

Las personas atépicas presentan una predisposicion innata a desarrollar alergia.**
La sensibilizacién alérgica (respuesta primaria) ocurre probablemente en los primeros
afios de vida de las personas.’> Los alérgenos solubles se relacionan con pequefias

cantidades de particulas alergénicas (ej. polenes) que son absorbidas a través de la
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mucosa respiratoria o gastrointestinal, promoviendo la diferenciacion de las células T
CD4 a células Th2. Las Th2 producen citocinas que inducen cambio de clase de
distintas inmunoglobulinas a inmunoglubulina E (IgE) y posteriormente se desarrollan
células de memoria T y B alérgeno-especificas. Mientras en las fases inmediatas
predominan los sintomas mediados por la IgE, las reacciones tardias son
principalmente mediadas por las células T.**

La prevalencia de alergia en los paises industrializados ha superado el 20%, con
méas de 700 millones de personas afectadas en todo el mundo. Sin embargo la
mortalidad causada por las enfermedades alérgicas es relativamente baja, la calidad de
vida es significativamente afectada por el asma, la rinitis y los eccemas.* La
presentacion clinica de la alergia mas dramatica es la anafilaxia, que amenaza la vida,
afectando a pacientes pediatricos y adultos (0.05%-25)". Estudios familiares
multigeneracionales indican claramente un fuerte componente genético de
enfermedades atdpicas, uno de los estudios revelé que el 51% de nifios con historia
familiar de atopia desarrollaron enfermedades alérgicas durante los primeros 5 afios de
vida.*® Por lo tanto, los nifios en los cuales ambos padres padecen graves enfermedades
alérgicas como a alimentos 0 himenopteros tienen un riesgo sustancial a desarrollar
reacciones alérgicas graves.'” Para tales personas son beneficiosas las estrategias de

prevencion alérgeno-especificas.'®

En individuos susceptibles, la respuesta alérgica del sistema inmune tiene un
amplio rango de enfermedades, desde la rinitis alérgica hasta la anafilaxia. El distintivo
de la reaccion alérgica tipo | es la formacion de inmunoglobulina E, anticuerpos contra
proteinas del entorno inocuas para pacientes no atopicos, conocidas como alérgenos. La
caracteristica mayor del sistema inmune es que es autotolerante.'® La autotolerancia es
mediada por mecanismos que ayudan en la expresion de autoantigenos por varias

subpoblaciones de células hematopoyeéticas.

Implicaciones terapéuticas dirigidas contra la alergia

a. Intervenciones especificas
Inmunoterapia

Hasta la fecha, el Unico tratamiento causal de la alergia mediada por IgE es la

inmunoterapia especifica. La inmunoterapia esta en uso desde hace mas de 100 afios,
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incluso antes de la identificacion de alérgenos. En estos métodos, los extractos
contienen alérgenos sintetizados y se administran en dosis crecientes, en la presencia de
adyuvantes. Se describen numerosos mecanismos inmunoldgicos para modular el
sistema inmune durante la inmunoterapia.’® La induccién de anticuerpos blogueantes
1gG especificos es uno de los eventos moduladores mas caracteristico, como también es
el cambio de respuesta de Th2 a Th1.?’ Recientemente se ha sugerido el rol que

cumplen las células T reguladoras dependientes de IL-10 y TGF-B.%

Los extractos utilizados para la inmunoterapia especifica contienen alérgenos
adicionales y materiales no alergénicos. Por lo que la efectividad es en algunos casos
limitada y se asocia a riesgos sustanciales, como reacciones anafilacticas o induccion de
sensibilizacién a alérgenos adicionales.”? La alternativa son los alérgenos
recombinantes. En los ultimos 20 afos se han aislado y recombinado las secuencias
genéticas del DNA de los alérgenos mas comunes, de este modo se pueden reproducir
con alta pureza.”® Los alérgenos recombinantes no contienen componentes desconocidos
y pueden ser realizados con precision al perfil de sensibilizacién de cada individuo.*
Ademas muchas de las modificaciones de alérgenos recombinantes han sido realizadas
con la finalidad de mejorar sus propiedades. Alérgenos hipoalergénicos derivados de
alérgenos modificados con alergenicidad reducida, llevaron a una reduccion de efectos
IgE mediados, pero preservaron la inmunogenicidad mediada por células T.* Estos
recombinantes y alérgenos hipoalergénicos son los candidatos méas atractivos para la

inmunoterapia, pero aun no estan disponibles para la practica clinica diaria.
Terapia con anticuerpo anti IgE: Omalizumab

Es un tratamiento indicado para el asma, basado en disminuir los niveles de IgE
circulante. Es un anticuerpo monoclonal humanizado contra la porcion Fc del receptor
de la molécula de IgE. Es altamente efectiva en disminuir los niveles de IgE en sangre.
Sin embargo, su uso esta limitado por el alto coste y el requerimiento permanente de su

aplicacion. La administracion es mediante inyeccién subcutéanea.®
b. Estrategias de intervencion alérgeno e IgE independiente.
Terapia inmunosupresora antiproliferativa

Las células plasméticas de memoria secretan anticuerpos IgE especificos y son

de tipo humoral. Representan un desafio terapéutico no satisfecho, porque son

13



Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes sometidos a trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos

resistentes a los tratamientos convencionales, en particular a los medicamentos
inmunosupresores y antiinflamatorios. Una vez en su lugar de supervivencia las células
plasmaticas secretan anticuerpos resistentes a las amenazas ambientales y a los
tratamientos inmunosupresores. Como se ha demostrado en modelos murinos con lupus
eritematoso sistémico, tratados con ciclofosfamida en donde no mostraron reduccién en
la vida media ni en el nimero de células plasmaticas autorreactivas, inclusive a altas

dosis de tratamientos continuaron generando anticuerpos.”’

Cura de la alergia por destruccién de la memoria de los alérgenos. Tratamiento con
Rituximab-AntiCD20

El CD20 es una proteina expresada en la superficie de las células B. Este es el
objetivo del anticuerpo monoclonal Rituximab. La terapia de depleccion de las células
B en humanos se ha cumplido con éxito en el tratamiento de enfermedades autoinmunes
y enfermedades malignas de las células B. sin embargo, este tratamiento elimina las
células B CD27+ hasta los 6 meses. Estas células expresan CD20. Las células
plasmaticas de la medula désea casi no expresan CD20. En consecuencia, Rituximab
puede inducir un descenso de todas las inmunoglobulinas incluyendo la IgE en el suero
de los pacientes. Los anticuerpos autorreactivos y protectores se reducen a diferentes
grados, indicando que algunas células secretan anticuerpos patologicos generados antes
del inicio clinico de la enfermedad, mientras otras son secretadas por nuevas

generaciones, probablemente células plasmaticas de vida media mas corta.?®
Quimerismos moleculares en alergia

Dada la evidencia que el quimerismo molecular es capaz de inducir tolerancia en
trasplante y autoinmunidad, recientemente se ha investigado si esta estrategia puede ser

usada para establecer una tolerancia genuina en alergia IgE mediada.

El grupo de Ulrike Baranyi y colaboradores desarroll6 un protocolo
experimental para la generacion de tolerancia de la alergia IgE mediada®. Se utilizé el
polen de gramineas, dada la relevancia clinica, de Phleum pratense (Phl p5) que es
altamente inmunogénico por via subcutanea con adyuvante (hidroxido de aluminio) en
un modelo murino de ratones BALB/c. Fusionando la proteina completa Phl p5 a un
péptido marcado y un péptido transmembrana, generando la expresion de Phl p5 unido

a membranas de células hematopoyéticas. La mieloablacion del receptor se reconstruyo
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con transduccion de la médula 6sea, dando como resultado un quimerismo molecular
multiestirpe estable a largo tiempo. La persistencia del quimerismo multiestirpe para
este tiempo es indicativo de éxito en la transduccion del verdadero HSC. El cual es

confirmado por la presencia del quimerismo secundario del trasplante de medula 6sea.

La completa ausencia de respuesta frente a isotipos de alta afinidad de Phl p5 se
observo en todos los quimerismos, a pesar de repetidas inmunizaciones post trasplante
de médula 6sea con Phl p5 y se confirmd que era especifica generando respuesta frente
a un alérgeno no relacionado del polen de abedul: Bet v1. Los quimerismos Phl p5
mostraron una normal efectiva inmunidad celular y humoral contra alérgeno Bet V1,
demostrando la especificidad de la tolerancia. La tolerancia de la célula efectora se

mostro in vitro en ensayos con basofilos y con prick test in vivo™.

Depleccion del sistema inmunologico de memoria seguido de trasplante de células

hematopoyéticas.

La terapia experimental emergente es la quimioterapia inmunoablativa seguido
del trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos, para pacientes gravemente
afectados logrando un tratamiento libre de enfermedad y remision del 50% de los
pacientes refractarios al tratamiento convencional. Alexander et al, reportaron una
reconstitucion a largo término de las células B y T y, cambios serolégicos en 7
pacientes con LES durante un méximo de 8 afios después del tratamiento. Ellos
observaron que la inmunoablacion a altas dosis de quimioterapia, metilprednisolona y
globulina anti-timocito fue eficiente y las células T y B, la vida media de las células

plasméticas, incluyendo células autorreactivas.*

Se han publicado 3 casos de remisién de enfermedades alérgicas después de
trasplante alogénico de células hematopoyeticas de donadores sanos. El primer reporte
(Wahn et al®?) fue de un paciente que recibié un trasplante alogénico de su hermana
HLA idéntico por anemia de Fanconi. Antes del trasplante el paciente desarrolld
anafilaxia durante un acto quirdrgico debido a alergia al latex, presentando IgE
especifica a latex elevada (>100 KU/L) asi como frente a multiples aeroalérgenos.
Después del trasplante los niveles de IgE especifica a latex y aeroalérgenos fueron
indetectables a los 14 meses y se mantuvieron indetectables a los 20 meses post

trasplante.
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El segundo reporte (Koharazawa et al®®

) un paciente con leucemia mieloide
cronica y 20 afios de historia de eccemas, luego del trasplante de donador sano HLA
similar desaparecieron los eccemas a los 70 dias del trasplante y sigue sano 4 afios post

trasplante. Desafortunadamente no reportan los niveles de IgE especifica, o total.

El tercer reporte (Hourihane et al**

) describe un paciente con inmunodeficiencia
no clasificada de células T y B, con asma, eccema leve y episodios de angioedema en
relacion a la ingesta de cacahuete. Con niveles elevados de IgE especifica en suero para
cacahuete (23 KU/L). Despues del trasplante alogénico de donante no relacionado, el
paciente no presenta manifestaciones clinicas y, sus niveles en suero de IgE total que
eran muy elevados (2533 IU/ml) luego del trasplante fueron normales (100 1U/ml)
hasta 17 meses después. Se repitieron los test cutdneos que fueron negativos y se realizd
test de provocacion oral con 8gr de cacahuetes que toler6 sin incidencias. El paciente
continta consumiendo cacahuetes y mantequilla de cacahuetes sin problemas hasta 24

meses post trasplante.

Hasta la fecha no se han publicado los efectos de trasplante autélogo de células

hematopoyéticas en reacciones alérgicas IgE mediadas.
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4. Hipotesis

La hipdtesis del trabajo es que en el trasplante autdlogo de células
hematopoyéticas se someten las células a modificaciones permanentes en las
poblaciones linfocitarias (“reset”), pudiendo hacer que se pierdan las clonas especificas
contra alérgenos, y que por lo tanto, desaparezca la IgE especifica y la reactividad del

individuo.
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5. Objetivos
Obijetivo principal

Valorar si los pacientes sometidos a autotrasplante de progenitores hematopoyéticos

pierden la sensibilizacion alérgica especifica.
Obijetivos secundarios

Describir las caracteristicas clinicas alergolégicas de los pacientes sometidos a

autotrasplante pre y post intervencion.

Correlacionar los niveles de IgE total pre y post autotrasplante en los pacientes alérgicos

y no alérgicos.
Determinar la IgE especifica para cada alérgeno pre y post autotrasplante.

Describir los datos demogréaficos de los pacientes estudiados.
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6. Materiales y Métodos

Se han estudiado pacientes programados para autotrasplante de progenitores
hematopoyéticos. Se ha realizado una historia clinica dirigida y medicion de IgE
especifica y total en suero, previos al procedimiento y 6 meses después de haberse
realizado el autotrasplante.

Disefo: Estudio piloto transversal prospectivo observacional.

Tamafio de la muestra: Dado el ndmero reducido de pacientes sometidos a
autotrasplante de progenitores hematopoyéticos, se incluyeron todos los pacientes
adultos programados para autotrasplante desde mayo de 2010 hasta marzo de 2012 en el
Hospital Vall d"Hebron.

El proyecto se realizd en el Servicio de Alergologia conjuntamente con el
Servicio de Hematologia de nuestro Hospital. Se utilizaron las instalaciones del Instituto
de Investigacion y el laboratorio de Inmunologia.

Procedimientos: El trabajo de investigacion fue aprobado por comité ético de

investigacion clinica del Hospital. Los pacientes firmaron consentimiento informado
para ser incluidos en el estudio y se les otorg6 un documento de informacion explicativo
sobre el estudio y en el que se informaba sobre la obtencidn de una muestra adicional de
sangre.

Se realiz6 inicialmente una historia clinica dirigida, mediante un cuestionario
donde se obtuvieron datos demograficos (sexo, edad, antecedentes familiares de atopia,
antecedentes laborales, comorbilidades) y caracteristicas clinicas relacionados con
sintomas alérgicos (rinoconjuntivitis, asma, alergia alimentaria) de todos los pacientes,
y se explico el procedimiento. Se procedi6 a la extraccion de 5 ml de sangre en tiempo 0
y posteriormente nueva extraccién de 5 ml de sangre en tiempo 1 (coincidiendo con otra
analitica programada de control al cabo de 4 0 6 meses). En el suero obtenido de dichas
muestras se determin0 la IgE especifica frente a alérgenos moleculares, mediante
técnica de micromatriz ImmunolSAC (Phadia, Sweden, ahora ThermoFisher Scientific).
Posteriormente se realizd una segunda medicion de IgE especifica a aquellos alérgeno
que resultaron positivos en el ISAC, mediante InmunoCAP (Phadia, ahora Thermo

Fisher Scientific, Uppsala, Suecia) pre y post trasplante a los pacientes alérgicos para
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compararlas en unidades cuantitativas de KU/L (se considero positivo superior a 0.1
KU/L®).

Descripcion de la técnica ISAC CAP

Las micromatrices de proteinas constituyen, basicamente, un inmunoanalisis
multianalitico miniaturizado y suponen el complemento ideal a la tecnologia de los
alérgenos recombinantes. Sus bases se desarrollaron a partir de la aparicion de la
tecnologia de las micromatrices (microarrys) de DNA.

El microarray de DNA es una tecnologia basada en la hibridacién molecular: en
una matriz de vidrio, silicona, o nylon, se sitlan o “anclan” sondas (“spots”) de
oligonucledtidos (fragmentos de DNA) conocidos, y en una ubicacion precisa. Sobre
ellos se sitian o “hibridan” fragmentos de DNA desconocido, procedentes de tejidos o
muestras de pacientes. Las bases complementarias se reconocen y se visualiza su
hibridacion mediante el uso de sustancias fluorescentes, aunque también se puede
utilizar quimioluminiscencia o radiactividad. La miniaturizacion permite el anclaje, en
unos pocos centimetros, de cientos de “spots” de oligonucleotidos, alineados en filas y
columnas, cada uno de los cuales se corresponde a una secuencia especifica del DNA.
De ésta reaccion se obtiene un puzzle en el que la lectura de los puntos marcados
permite identificar la presencia o ausencia de los diferentes fragmentos, y componer un

cuadro genomico, o huella genética, para la muestra problema.

Una variante de la técnica es la aplicada al diagnostico de la alergia frente a los
tradicionales métodos inmunoquimicos. En la micromatriz “Biochip Immuno CAP
ISAC” las proteinas alergénicas, en su forma biologica activa, estan solidamente
ancladas a la superficie del chip y se enfrentan a muestras de plasma o suero problema,
en un metodo de una sola etapa. Del analisis de las imé&genes obtenidas se obtiene un
informe sobre 103 alérgenos (actualmente 112). Se busca una reaccion antigeno-
anticuerpo sobre un soporte o matriz, utilizando pequefiisimas cantidades de alérgeno y

suero problema (solo 20ul), con tiempo de incubacidn que no supera los 120 minutos.

Criterios inclusion:
e Pacientes sometidos a trasplante autdlogo de células hematopoyéticas.

e Pacientes que firmen el consentimiento informado.
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e Pacientes adultos (mayores de 18 afios).

Criterios exclusién:

e Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.

Analisis de datos: se utilizo el programa SPSS version 15.0 (SPSS Inc, Chicago I,

USA) y el programa Prisma 5 (GraphPad Software, la Jolla, Calif, USA). Las variables
cuantitativas se describieron como media + DS (desviacion estandar); y para las
variables cualitativas en términos de nimero de observaciones y porcentajes relativos
para cada categoria. Los niveles de IgE total y especifica se describen en mediana y
rango intercuartilico (RIC).Para comparar los niveles de IgE pre y post trasplante total y
la IgE especifica de los pacientes se utilizo el test no paramétrico de los rangos de
Wilcoxon para datos apareados. Para comparar las variables categoricas con las
variables cuantitativas no apareadas se uso el test U-Mann-Whitney. Un valor de P de

0,05 o inferior bilateral fue considerado significativamente estadistico.
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7. Resultados

Se incluyeron un total de 28 pacientes sometidos a autotrasplante de

progenitores hematopoyeticos.

El 50% eran hombres, con una edad media de 60,5 afios (rango 20-70 afos),
todos recibieron acondicionamiento y ciclos previos de quimioterapia. Todos los

trasplantes aut6logos se realizaron por extraccion de sangre periférica (no medula 6sea).

En la tabla 1 se describen los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de
los pacientes incluidos. En la tabla 2 se describen las caracteristicas hematoldgicas de
todos los pacientes estudiados, 15 pacientes presentaron comorbilidades asociadas como
diabetes, hipertension arterial o dislipemia, 10 pacientes se encontraron en remision

completa de su enfermedad en el momento del autotrasplante.
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Tabla 1.- Datos demogréaficos v caracteristicas clinicas

Antecedentes Clinica
familiares de Alérgica pre IgE total
Paciente Sexo Edad atopia Animales TASP pre TASP
1 mujer 62 No Gato RAM 2
2 mujer 60 No No RC 2
3 mujer 55 No Pajaro RC 3.83
4 mujer 60 Si Perro RC 85
5 hombre 41 No Perro RC 22,2
6 hombre 38 No Cobaya No 2
7 hombre 58 No No ASMA 2
8 mujer 61 No Perro RC 11.7
9 hombre 20 Si Perro RC/ASMA/AA 130
10 hombre 66 No Pajaro No 15.6
11 mujer 68 No No RC 2
12 hombre 68 No Gallina No 330
13 mujer 34 Si Perro DA 24
14 hombre 70 Si No RC/ASMA 23,2
15 hombre 57 Si No RC/ASMA 12,5
16 hombre 70 No Perro No 2
17 hombre 65 Si Perro RC 2
18 hombre 63 No No No 14.7
19 mujer 63 No No Himendpteros 850
20 mujer 46 Si No No 67
21 hombre 64 Si Gato No 32
22 hombre 48 No No RC 2
23 mujer 54 si Pajaro No 12
24 mujer 24 Si No No 11.8
25 hombre 68 No No RAM 35
26 mujer 47 No No RC 2
27 mujer 66 No Pajaro No 234
28 mujer 63 No Gato RC/AA 1

Abreviaturas:

RC rinoconjuntivitis, AA alergia alimentaria, RAM

reaccion adversa a

medicamentos, DA dermatitis atopica, TASP trasplante autdlogo sangre periférica, IgE

inmunoglobulina E.
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Tabla 2.- Caracteristicas hematoldgicas

Comorbilidades

Paciente asociadas Motivo TASP Remision
1 si Linfoma cerebral primario Parcial
2 no mieloma multiple Completa
3 si linfoma B difuso células grandes Completa
4 Si linfoma folicular Parcial
5 no leucemia aguda mieloblastica Completa
6 no linfoma B difuso células grandes Completa
7 si Linfoma cerebral primario Parcial
8 si mieloma multiple Parcial
9 si linfoma Hodking Completa
10 Si mieloma multiple Parcial
11 Si linfoma B difuso células grandes Completa
12 Si linfoma T Completa
13 No linfoma Hodking Parcial
14 Si mieloma multiple parcial
15 Si mieloma multiple parcial
16 Si linfoma células del manto parcial
17 Si linfoma Hodking parcial
18 Si linfoma B difuso células grandes completa
19 Si linfoma células del manto completa
20 No linfoma B difuso células grandes parcial
21 No linfoma B difuso células grandes completa
22 No linfoma células del manto completa
23 No linfoma Hodking completa
24 No Meduloblastoma completa
25 No linfoma células del manto completa
26 No mieloma multiple completa
27 No linfoma B difuso células grandes completa
28 Si mieloma multiple parcial

Abreviatura: TASP trasplante autdlogo sangre periférica

Los resultados de la IgE total en las muestras pre autotrasplante mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.013) entre los valores de IgE total de los
pacientes alérgicos (mediana 68,10; RIC 12,5-850 KU/L) versus los valores IgE total de
los pacientes no alérgicos (mediana 2,91; RIC: 2-85 KU/L) pre trasplante, tal y como se

muestra en la figura 1A.
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Figura 1. A IgE total pre trasplante en pacientes alérgicos y no alérgicos. Figural.B IgE

total post trasplante en pacientes alérgicos v no alérgicos.

Cuando se analizaron los datos post trasplante no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los valores de IgE total entre las dos poblaciones de
pacientes alérgicos y no alérgicos post trasplante autélogo de progenitores

hematopoyéticos. Los resultados se muestran en la figura 1B.

De los 28 pacientes incluidos, 6 presentaron IgE especifica positiva frente a
alérgenos moleculares en el diagnostico por componentes (ISAC). Como se muestra en
la tabla 3
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Tabla 3.- Resultados ISAC con niveles positivos en 6 pacientes.

Paciente ISAC

Paciente 5 Phl p1 0.8 ISUs
Phl p2 0.7 ISUs

Paciente 9 Ani s1 5 1SUs

Paciente 12 Phl pl 1 1SUs
Plaa2 1.2 ISUs
Cupal 0.8 ISUs

Paciente 14 Cyndl 32 ISUs
Phl p1 45 ISUs
Phlp2 17 ISUs

Phl p5 10 ISUs

Paciente 15 Der f2 0.7 ISUs
Der p2 0.8 ISUs
Ves v5 0.8 ISUs

Paciente 19 Pol d5 1 ISUs
Ves v5 0.6 ISUs

ISUs (unidades estandarizadas para ISAC)

De los 6 pacientes alérgicos pre trasplante el 83,3% fueron hombres, con una
edad media de 53,1 afios (rango 20-70 afios). La mitad tenia antecedentes familiares de
atopia y convivia con animales domésticos. Se describen las caracteristicas

demogréficas en la tabla 4.
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Tabla 4.- Caracteristicas demogréaficas de los pacientes alérgicos.

Paciente Sexo Edad A.F. Antecedentes Animales Motivo Remision Ciclo
Atopia Laborales domésticos TASP previo
QT

5 Hombre 41 - Comercial Perro LAM Completa Si

9 Hombre 20 + Estudiante Perro Hodking Completa Si

12 Hombre 68 - Administrativo Gallinas LinfomaT  Completa Si

14 Hombre 70 + Metallrgico No MM Parcial Si

15 Hombre 57 + Pintor No MM Parcial Si

19 Mujer 63 - Administrativa No LC Manto  Completa Si

Abreviaturas: QT quimioterapia, TASP trasplante aut6logo sangre periférica, A.F. antecedentes
familiares, LAM leucemia aguda mieloide, MM mieloma mdltiple, LC Manto leucemia células
del manto.

Después de 4 o 6 meses del autotrasplante se procediéd a la realizacion de
medicién de las IgE especificas por InmunoCAP pre trasplante y post trasplante de
forma simultanea para cada alérgeno al que habian resultado positivos inicialmente
mediante diagndstico por componentes antes del trasplante (tabla 3). En la tabla 5 se
muestran  los resultados de los niveles cuantitativos de IgE especifica mediante
InmunoCAP, pre y post trasplante.
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Tabla 5.- Cuantificacion de IgE especifica pre y post TASP

Paciente Alérgeno IgE especifica pre TASP  IgE especifica post TASP
(KU/) (KU/)
5 Phleum 0.03 0
Apis 0.38 0.04
9 Anisakis 1.78 0.11
12 Phleum 0.23 0.69
Platanus 0.24 0.71
Ciprés 0.21 0.53
14 Phleum 3.8 0.13
15 D pteronyssinus 0.2 0
Vespula 0.03 0
19 Apis 0.2 0

Abreviaturas: IgE inmunoglubulina E, pre TASP pre trasplante autélogo sangre periférica, post
TASP post trasplante aut6logo sangre periférica, KU/L Kilo Unidades/Litro

No se encontraron diferencias significativas entre la IgE especifica de los
pacientes alérgicos pre y pos autotrasplante (p=0.16), a pesar que se observa un
descenso en la cuantificacion de la IgE especifica en 5 de los 6 pacientes, tal y como se

muestran en la figura 2.
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Figura 2.- IgE especifica en pacientes alérgicos pre y post autotrasplante

Pero al analizar los datos excluyendo al paciente 12 en quien aumentan los
niveles de IgE especifica, observamos que existen diferencias estadisticamente
significativas (p=0,02), entre los niveles de IgE especifica pre (mediana de 0,2; RIC
0,03-3,8 KU/L) y los post trasplante (mediana de 0,0; RIC 0,00-0,13 KU/L) de los

pacientes alérgicos, tal y como se muestra en la figura 3.
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Figura 3.- IgE especifica en pacientes alérgicos pre y post autotrasplante en 5 pacientes

Dada la muestra actual de pacientes solo se puede realizar andlisis descriptivo de
las caracteristicas de estos pacientes ya que los resultados obtenidos de comparaciones

estadisticas podrian darnos una informacion sesgada.

El paciente nimero 5, sensibilizado previamente al trasplante a polen de
gramineas con clinica de rinoconjuntivitis intermitente leve, que no requeria tratamiento

especifico. Refiere actualmente persistir asintomatico.

El paciente nimero 9, con antecedentes personales de atopia para acaros del
polvo con clinica de asma bronquial controlada y epigastralgia, fue estudiado en

Digestivo con resultados positivos de IgE especifica en sangre a Anisakis simplex.
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Clinica post trasplante, dos afios después 6h después de comer “paella” presento
urticaria generalizada y angioedema que persistio durante 3dias, que en urgencias se
atribuyd a su sensibilizacién a Anisakis, pero por el tiempo de evolucién no parece

haber sido la causa. Niega clinica respiratoria actualmente.

El paciente nimero 12, sensibilizado a polen de gramineas, platano de sombra y

ciprés sin clinica previa a trasplante ni posterior al trasplante.

El paciente nimero 14, con antecedentes personales de atopia, referia estudio
alergoldgico a los 35 afios de edad, con positividad cutanea a polen de gramineas con
clinica de asma bronquial persistente moderado, predominio estacional entre mayo y
junio, que requirié inmunoterapia especifica durante 2 afios para polen de gramineas
con mejoria parcial. Refiere actualmente estar asintomético post autotrasplante. En la
figura 4 y 5 se muestra el resultado de la determinacion de IgE especifica por ISAC

antes y después del trasplante.

Pre Autotrasplante Post Autotrasplante

Figura 4. ISAC de paciente alérgico a polen de gramineas Cynodon y Phleum
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IgE Pre autotrasplante

INFORMACION DEL MEDICO SOLICITANTE:

Médico Solicitante: Seccié d'Al-lérgia. Hospital Vall d'Hebron
Direccion:
1. Resumen de resultados positivos de IgE
Componentes aeroalergenos especie-especificos
Polen de gramineas
Grama mayor nCynd1 Graminea grupo 1 6,8 ISU-E | ]
Hierba Timotea Phip1 Graminea grupo 1 3.8 ISU-E | ]
Phip2 Graminea grupo 2 35 ISU-E | ]
nPhip 4 Enzima cortadora de berberina 1,2 ISU-E
Phip 5 Graminea grupo 5 1,2 ISU-E
Phip 6 Graminea grupo 6 04 I1SU-E
rPhlp 11 Proteina relacionada con Ole e1 0,6 ISU-E
Unidades Estandarizadas "ISAC" (ISU-E) Nivel
=03 Indetectable
03-09 Bajo
1-149 Moderado / Alto [ ]
=15 Muy Alto |

IgE post autotrasplante

INFORMACION DEL MEDICO SOLICITANTE:

Médico Solicitante: Seccid d'Allérgia. Hospital Vall d'Hebron

Direccion:
1. Resumen de resultados positivos de IgE

Componentes aeroalergenos especie-especificos

Polen de gramineas

Grama mayor nCynd1 Graminea grupo 1 0.4 1SU-E
Hierba Timotea rPhlip1 Graminea grupo 1 0,3 I1SU-E
Phip2 Graminea grupo 2 0,6 ISU-E
Unidades Estandarizadas "ISAC" (ISU-E) Nivel
=03 Indetectable
03-08 Bajo
1-14.9 Moderado / Alto | |
=15 Muy Alto [ ]

Figura 5.- Resumen de resultados de ISAC en unidades ISU para gramineas.

El paciente nimero 15, sensibilizado a veneno de véspula, con clinica hace
varios afios de reaccién exagerada local por picadura de avispa en la India,
posteriormente no ha presentado nuevas picaduras. También sensibilizado a acaros del
polvo, presenta clinica de bronquitis de repeticion que persisten actualmente post

trasplante.

La paciente namero 20, que refiere clinica de reaccion exagerada local en la
infancia por himenopteros, sin recordar si abeja 0 avispa y que posteriormente no ha

presentado nuevas picaduras.
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8. Discusion

Actualmente, no existen publicaciones que comparen la respuesta alérgica en
pacientes antes y después de un autotrasplante de progenitores hematopoyeéticos, por lo

gue no se pueden comparar los resultados obtenidos con otros estudios similares.

La prevalencia de atopia que se observa en la muestra es similar al de la
poblacién general que afecta entre un 20-25%%, por lo que los pacientes con
enfermedad linfoproliferativas no muestran mayor prevalencia de alergia. No obstante,
si se hall6 una diferencia significativa en el sexo entre ambas poblaciones de
“alérgicos” y “no alérgicos” de la muestra, 83% hombres contra 50% hombres,
respectivamente, siendo mas prevalente la atopia en hombres que en mujeres en

pacientes alérgicos.

También se observa en la muestra total de pacientes (alérgicos y no alérgicos)
una media de edad de 55.6 afios, con respecto a la poblacion general espafiola que se
sitta en los 40.8 afios segun el Instituto Valenciano de Investigaciones Econdmicas
(www.ivie.es), debido a la patologia de base que ha condicionado la indicaciéon del

trasplante autdlogo.

Como era de esperar hay diferencias significativas en los niveles de IgE total en
las dos poblaciones “alérgicos y no alérgicos” pre trasplante de sangre periférica, pero
no hay diferencias en los niveles de IgE total post trasplante de sangre periférica. Como
se ha comentado anteriormente, el procedimiento terapéutico podria inducir un descenso
de IgE total, debido al “reset” que se produce en el sistema inmunolédgico y la
restructuracion inmunitaria con la perdida de las células de memoria de tipo By T, con
descenso en la sintesis de inmunoglobulinas, como ya se ha estudiado en el caso de las

enfermedades autoinmunes™®.

Inicialmente se realizé un “screening” de la muestra mediante ISAC para
detectar la poblacion alérgica. La opcién de realizar una técnica in vitro en lugar de unas
pruebas in vivo se baso en la prioridad de causar las minimas molestas al paciente, y
aprovechar una extraccion sanguinea y programada. Posteriormente con la poblacién
alérgica se realizaron las mediciones in vitro mediante InmunoCAP, para obtener

resultados cuantitativos de la IgE especifica de mayor utilidad en la comparacion de las
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muestras pre y post autotrasplante, debido a que mediante la técnica por componentes
(ISAC) los resultados son semi cuantitativos y presentan gran variabilidad. Cabrera-

Freitag P et al®’

, estudiaron la variabilidad de la técnica diagnostica por microarrays
(ISAC) y sugieren la existencia de un problema técnico de adhesion del alérgeno al
porta resultando en una alta variabilidad en los resultados de los andlisis individuales,
destacan que es una técnica semi cuantitativa reproducible, pero no atil para el
seguimiento de los pacientes, sino para valoracion inicial. Por ello, recomiendan el uso

de pruebas cuantitativas como la IgE especifica para seguimiento de los pacientes.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
IgE especifica en los 6 pacientes alérgicos antes y después del autotrasplante, a pesar de
observar descenso o incluso desaparicion de la IgE especifica en 5 de ellos post
autotrasplante. Esto puede ser debido a que en uno de ellos, en el paciente 12 los niveles
de IgE especifica post trasplante se vieron aumentados ligeramente con respecto a los
niveles pre trasplante para pélen de platanus, gramineas y ciprés. A pesar de que
clinicamente dicho paciente no presento sintomas sugestivos de alergia antes ni

después del autotrasplante.

Si se analizan los datos excluyendo este paciente, con los restantes 5 pacientes,
existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IgE especifica pre y
post autotrasplante. Una de las posibles causas del aumento de la IgE puede atribuirse al
tratamiento coadyuvante administrado. Por ejemplo un estudio de Chalubinski M et al*®,
describen la sintesis de la IgE en sangre periférica por células mononucleares inducida
por glucocorticoides en pacientes atopicos y no atopicos. En este estudio el objetivo fue
comparar el efecto de los corticoides (budesonida) en la interleucina (IL)-4 impulsada
por la produccién de IgE in vitro en los sujetos alérgicos y no alérgicos y evaluar la
participacion de los distintos mecanismos intracelulares.
En dicho estudio se incluyeron 22 pacientes con asma alérgica y/o rinitis alérgica y 24
voluntarios sanos. Las células mononucleares se cultivaron durante 11 dias con IL-4 y
budesonida y las concentraciones de IgE en los sobrenadantes fueron evaluados por
inmunoensayos. Los marcadores de células T y B se evaluaron por citometria de flujo.
Vieron que la budesonida aumento la sintesis de IgE en mayor medida en pacientes
sanos que en los alérgicos (incremento medio de 16,5 versus 6,3 kU / L, p<.05

respectivamente) actuando a través del receptor de glucocorticoides. La budesonida
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también aumentd significativamente el porcentaje de células linfoplasmocitarias. Y
afiadido a la IL-4, la budesonida disminuy0 el porcentaje de las células T y CD40L (+),
pero aumentd fuertemente el porcentaje de células B. El inhibidor de la protein tirosin
quinasa  disminuyd, pero NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas) y los inhibidores de la protein quinasa A (PKA)
expresaron efectos moduladores sobre la sintesis de la IgE inducida por la budesonida.
Ellos concluyen que la generacion de IgE en células mononucleares inducida por
budesonida difiere en magnitud y parece implicar diferentes mecanismos en sujetos

atépicos y no atdpicos.

Una limitacion importante para estos resultados es que en general los niveles de
IgE especifica medidos en InmunoCAP presentan niveles més bajos en unidades de
KU/L. Ello podria deberse a que no se analiza mediante InmunoCAP medimos IgE
frente a un extracto alergénico completo y mediante ISAC a alérgenos individuales. Al
utilizar el extracto completo de una fuente alergénica, este puede contener moléculas
irrelevantes o representacion baja de algunas moléculas importantes o puede haber
variabilidad de la fuente bioldgica, en la estandarizacién o distintos lotes con
concentracion desconocida de alérgenos minoritarios. Haciendo que la reactividad
antigeno-anticuerpo de la IgE con las proteinas alergénicas se una a multiples proteinas
y no a una sola proteina purificada o a un recombinante, dando como resultado valores
mas bajos de IgE especifica a la fuente alergénica. Aunque también en la micromatriz
ISAC la reducida cantidad de proteina recombinante para cada alérgeno y el hecho de
analizarlas de forma conjunta, asi como la posible interferencia de otros isotipos sericos

no medidos (IgA, 1gG4...) podria interferir en el resultado.

Otra limitacion del estudio a destacar es el tamafio de muestra reducido de
pacientes alérgicos antes del autotrasplante. Se realiza una media de 2 autotrasplantes al
mes, equivalente a 24 autotrasplantes al afio aproximadamente, en el Servicio de
Hematologia del Hospital Vall d’Hebron en adultos. Si la prevalencia de atopia en la
poblacion general es entre 20-25% los datos concuerdan con la muestra obtenida. Se
debe seguir ampliando la muestra analizando todos los pacientes sometidos a
autotrasplante de progenitores hematopoyéticos para obtener resultados no solo

descriptivos.
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A pesar del nimero reducido de pacientes alérgicos, se observan cambios
clinicos relevantes, en tres pacientes la clinica alérgica desaparecio, en dos la clinica se
mantiene asintomatica y en uno no ha presentado nueva exposicion al alérgeno.
También se objetivan cambios de laboratorio pre y post autotrasplante de sangre
periférica, con pérdida de la IgE especifica en 5 de 6 pacientes alérgicos antes del
trasplante. Pudiendo objetivar una modificacién de la respuesta alérgica en los pacientes

sometidos a autotrasplante.

Todos los pacientes recibieron tratamiento mieloablativo y acondicionamiento
con distintos quimioterapicos segun la patologia de base y los protocolos utilizados en
nuestro hospital. Existen distintos articulos donde se utilizan tratamientos
mieloablativos y otros no mieloablativos para la supresion maxima del sistema inmune
utilizados hasta el momento para tratar enfermedades autoinmunes. Aunque se planted
analizar los resultados de a sensibilizacion segln el tipo de acondicionamiento

realizado, el reducido tamafio de la muestra imposibilita un analisis adecuado.

Aunque es posible que un porcentaje de pacientes puede ser curado de su
sensibilzacion alérgica, hasta que se pruebe lo contrario, el trasplante autélogo para las
enfermedades alérgicas no debe considerarse como una opcidn terapéutica viable, sino
mas bien como un cambio en la historia natural de la enfermedad. El trasplante autélogo
logra un restablecimiento y regeneracién del sistema inmunitario®® y por defecto el
nuevo sistema inmunoldgico genera auto tolerancia y/o tolerancia a alérgenos. Sin
embargo, la ablacién inmunoldgica, a pesar de la eliminacion de todas las células de
memoria reactivas, no se produce incluso ni con tratamientos agresivos de irradiacion

total presentes en los regimenes mieloablativos*.
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9. Conclusiones

Se trata de un estudio piloto para investigar el concepto de clonalidad y memoria
en la respuesta alérgica, en las que deben existir tanto LT como LB especificos para el
alérgeno. Segun los datos preliminares de este estudio parece haber una pérdida de la
respuesta alérgica en nuestra muestra de pacientes, tanto “in vivo™ por mejora en los
sintomas clinicos, como “in vitro™ por descenso de la IgE especifica a los alérgenos.
Sin embargo, serdn necesarios estudios mas amplios para obtener resultados mas
certeros que no sean tan solo descriptivos, asi como un seguimiento en el tiempo de la

evolucidn de estos pacientes respecto a su sensibilizacion alérgica.

A pesar de que el autotrasplante se ha ensayado en varias enfermedades
autoinmunes, las alternativas terapéuticas existentes en las enfermedades alérgicas
hacen improbable la utilizacion del autotrasplante con esta indicacion debido a otras

alternativas terapéuticas y al inaceptable riesgo beneficio del paciente.

38



Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes sometidos a trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos

10. DOCUMENTO ANEXO I y 11

1. INFORMACION PARA EL PACIENTE

Proyecto de investigacion titulado Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes

sometidos a trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos

Investigador principal Dr./a. Adriana lzquierdo Dominguez, Dra. Victoria Cardona
Dahl

Seccion de Alergologia. Servicio Medicina Interna

Objetivos:

Le solicitamos su participacion en este proyecto de investigacion cuyo objetivo
principal es profundizar en el conocimiento de factores modificadores de la respuesta
inmunologica que puedan influir en la enfermedad alérgica, en pacientes sometidos a

autotrasplante de progenitores hematopoyéticos .
Beneficios:

Es posible que de su participacion en este estudio no se obtenga un beneficio directo.
Sin embargo, la identificacion de posibles factores relacionados con la modificacion del
sistema inmune podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la sufren y

contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de esta enfermedad.
Procedimientos del estudio:

Si decide participar, se le realizard una entrevista clinica enfocada a saber si usted
tiene o no tiene alergia y se le extraera un tubo adicional de sangre (5 cc) antes de ser
trasplantado y a los 4 0 6 meses después del trasplante, coincidiendo con una analitica

que usted ya tenga programada.

Del tubo de sangre se obtendra suero en el que se mirara si tiene usted reactividad

alérgica (anticuerpos IgE) contra sustancias del ambiente o alimentos.

Si usted lo desea, se le informard de los resultados obtenidos en su caso y de la

significacion clinica de los mismos.

Molestias y posibles riesgos:
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La toma de muestras de sangre le puede provocar una sensacion de ardor en el punto en
el que se introduce la aguja en la piel y ocasionar un pequefio hematoma o una leve
infeccion que desaparece en pocos dias. Mas raramente puede aparecer mareo en el

momento de la extraccién de sangre.

Proteccidn de datos personales:

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los datos
personales que se obtengan serdn los necesarios para cubrir los fines del estudio. En
ninguno de los informes del estudio aparecerd su nombre, y su identidad no sera
revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del estudio, y en el caso de
urgencia médica o requerimiento legal. Cualquier informacion de caracter personal que
pueda ser identificable sera conservada por métodos informéaticos en condiciones de
seguridad por la Seccion de Alergologia, o por una institucion designada por ella. El
acceso a dicha informacion quedara restringido al personal de investigacion, designado
al efecto o a otro personal autorizado que estara obligado a mantener la confidencialidad

de la informacién.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales;
asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacion y cancelacién. Si asi lo

desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este estudio.

De acuerdo con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos
relevantes para su salud que se obtengan en el curso del estudio. Esta informacion se le
comunicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su decision se

respetara.

Si necesita mas informacion sobre este estudio puede contactar con la investigadora
responsable, la Dra. Adriana Izquierdo Dominguez de la Seccion de Alergologia. Tel.
(93) 274 61 69.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si decide no participar recibira
todos los cuidados médicos que necesite y la relacion con el equipo médico que le

atiende no se vera afectada.
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2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio:

Modificacion de la respuesta alérgica en pacientes sometidos a trasplante autélogo

de progenitores hematopoyéticos

Yo (nombre y apellidos):

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He hablado con:(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha y firma del participante Fecha y firma del investigador
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