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Resumen

Las complicaciones del trasplante alogénico de cé- ciones bacterianas y reactivacion de citomegalovirus
lulas progenitoras hematopoyéticas (TACPH) rela- (CMV), entre otras. La existencia de polimorfismos
cionado incluyen tiempos variables de engrafiment, en genes no HLA que codifican citoquinas proinfla-
enfermedad injerto contra huésped (EICH), infec- matorias tales como el factor de necrosis tumoral
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alfa (TNF) e interferén gamma (IFNG) condiciona-
ria la aparicion de estas complicaciones. Se evalud
el impacto de la variante +1349 CAn del gen INFG
y del polimorfismo -308 G/A de TNF en el engraft-
ment y en la EICH en 148 receptores de TACPH
realizados en los centros participantes. Con respecto
al engraftment tardio (=15 dias), el analisis multiva-
riado confirmo el poder predictivo desfavorable del
genotipo CAnol12/nol2 (baja produccion) de IFNG
(OR 3.9; p=0,003), médula 6sea (MO) como fuente
de células progenitoras (OR 4,6; p=0,013) y bacte-
riemia (OR 3,0; p=0,033). En relacion a EICHa 3-4,
las variables independientes fueron el genotipo de
baja produccion de IFNG (OR 0,1; p=0,008), bac-

Abstract

Complications of allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation (allo-HSCT) include variable
engrafiment times, acute (aGVHD) and chronic
(cGVHD) graft-versus-host diseases, bacterial infec-
tions and reactivation of cytomegalovirus (CMV),
among others. The existence of polymorphisms in
non-HLA genes that encode pro-inflammatory cy-
tokines such as tumor necrosis factor alpha (7NF)
and interferon gamma (/FFNG) would condition the
appearance of these complications. The impact of
polymorphic variants +1349 CAn of INFG gene and
-308 G/A of TNF was evaluated on the engraftment
and GVHD in 148 allo-HSCT recipients with sib-
ling donors. In the multivariate analysis, the geno-
type CAnol2/nol2 (low production) of INFG (OR
3.9, p=0.003), bone marrow (BM) as source of pro-
genitor cells (OR 4.6, p=0.013) and bacteremia (OR

Introduccion

El trasplante alogénico de células progenitoras
hematopoyéticas (TACPH) es una modalidad te-
rapéutica con potencial curativo que ha permitido
incrementar la sobrevida de pacientes con patolo-
gias hematoldgicas. Este potencial curativo se basa
fundamentalmente en el reemplazo del sistema he-
matopoyético del huésped por el del donante y la
accion anti-tumoral per se del injerto. Aunque los
resultados han mejorado considerablemente a lo
largo de los afos gracias a cambios en los regime-
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teriemia (OR 3,3; p=0,048) y presencia de CMV
(OR3,3; p=0,046). Y con respecto a EICHc, el ries-
go fue influenciado por el genotipo -308 GG (pro-
duccioén baja) de TNF (OR 3,3; p=0,038), SP como
fuente (OR 5,0; p=0,028), acondicionamiento mie-
loablativo (OR 3,3; p=0,014) y antecedente de EI-
CHa 2-4 (OR 2,6; p=0,029). Aunque es necesario
confirmar estos hallazgos, el genotipo de baja pro-
duccion de IFNG se asocio con engraftment tardio
y menor EICHa, mientras que los genotipos de baja
produccion de TNF se relacionaron con mayor inci-
dencia de EICHc. Las variantes polimorficas estu-
diadas contribuirian al desarrollo de complicaciones
en pacientes con TACPH relacionado.

3.0, p=0.033) maintained their predictive power
with respect to late engraftment (>15 days). Gen-
otype of low IFNG production (OR 0.1, p=0.008),
bacteremia (OR 3.3, p=0.048) and presence of CMV
(OR 3.3, p=0.046) showed a significant association
with aGVHD 3-4. And with respect to cGVHD, the
genotype -308 GG (low production) of TNF (OR
3.3, p=0.038), PB as source (OR 5.0, p=0.028), my-
eloablative conditioning (OR 3.3, p=0.014) and pre-
vious aGVHD 2-4 (OR 2.6, p=0.029). Although it is
necessary to confirm these findings, the genotype of
lower IFNG production was associated with a later
engraftment and less severe aGVHD and genotypes
of lower TNF production was related to a higher in-
cidence of cGVHD contributing to the development
of complications in allo-HSCT.

nes de acondicionamiento € inmunosupresion y una
mejora significativa en el cuidado post trasplante,
este procedimiento se halla asociado a una alta mor-
bi-mortalidad. Las complicaciones inherentes inclu-
yen, entre otras, tiempos variables de engrafiment
y la enfermedad injerto contra huésped tanto aguda
(EICHa) como conica (EICHc)!.

Durante la etapa de acondicionamiento se produce
una “tormenta de citoquinas” a partir de células T
activadas y natural killer danando los tejidos blan-
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co. La liberacion de citoquinas pro-inflamatorias
tipo T-helper 1 (Thl) incluye a interferon gamma
(IFN-y) y al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
afectando la respuesta inmune a la infeccion o el alo
reconocimiento®”. Los genes que codifican para
ambas citoquinas poseen polimorfismos que modu-
lan su produccion: el polimorfismo de nucleotido
simple (SNP) -308 G/A TNF, ubicado en su region
promotora, y la variante de repeticion CA presente
en el primer intron de IFNG®19,

Estas variantes y otras caracteristicas inherentes al
paciente junto a otros factores relacionados al pro-
cedimiento pueden incrementar el riesgo y la seve-
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ridad de las complicaciones que surgen luego de la
intervencion"!V, Por lo tanto, nuestro objetivo fue
valuar el impacto de estas variantes polimdrficas en
el engraftment y en la incidencia y severidad de la
EICH.

Material y métodos

Se analizaron retrospectivamente 148 receptores de
TACPH relacionados realizados en los centros par-
ticipantes entre 01-2000 y 03-2015, con una media-
na de seguimiento de 4,4 afos. Las caracteristicas
principales de la cohorte se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de la cohorte N (%)
Edad (media, rango), afos 33 (1-64)
<16 afios / >16 afios 17 (11,5) / 131 (88.,5)
Género Femenino / Masculino 59 (39,9) /89 (60,1)
Fuente CMSP /MO 125 (84,5) /23 (15,5)

Enfermedad de base

Mieloide vs no mieloide

77 (52,0)/ 71 (48)

Estadio

Temprano / Tardio

63 (47,0)/ 71 (53,0)

Régimen de acondicionamiento

Mieloablativo / Intensidad reducida

53 (35,8) /95 (64.,2)

Engraftment <15 dias / >15 dias 90 (63,4%) / 52 (36,6%)
EICH agudo Grados 0-1/2/3-4 90 (62,9) /34 (24,5) /19 (13,3)
EICH crénico No / Si 90 (62,5) /54 (37.5)
Bacteriemia No / Si 110 (74,3) / 38 (25,7)
CMV No / Si 51(38,9)/80(61,1)

EICH: enfermedad injerto contra huésped;, CMV: citomegalovirus,
CMSP: células madre de sangre periférica, MO: médula osea

El presente trabajo cuenta con la aprobacion de los
Comités de Etica de los Institutos de la Academia
Nacional de Medicina y del Hospital Universitario
Austral.

Para el analisis de las variantes polimorficas se utili-
76 ADN obtenido de muestras pre-trasplante almace-
nadas empleadas para estudios de HLA. La variante
de repeticion +1349 (CA)n de IFNG (rs3138557) se
estudio segun la metodologia descripta previamente
por Dufour et al, 2004®. EI SNP-308 G/A de TNF
(rs1800629) se estudié mediante High Resolution
Melting (HRM) utilizando oligonucleotidos previa-
mente publicados®?.
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El analisis estadistico fue realizado utilizando SPSS
version 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). El test
exacto de Fisher fue utilizado para el analisis esta-
distico de variables categoricas. Modelos de regre-
sion logistica segin el método Forward Wald fueron
utilizados para el analisis multivariado en los cuales
se incluyeron factores que mostraron un nivel de
significancia estadistica p<(,2 previamente. Los re-
sultados se expresaron conforme a la razon de las
razones (odds ratio: OR) y sus respectivos interva-
los de confianza (IC) 95%. El nivel de significancia
estadistica fue establecido en p< 0,05 y la tendencia
entre 0,05-0,1.
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Resultados

Al evaluar los pacientes con respecto al engraftment
(=15 vs <15 dias) (Tabla 1), el genotipo CAno12/no012
(baja produccion) de IFNG (27/46, 59% vs 24/75,
32%; p=0,005), médula 6sea como fuente (14/52,27%
vs 8/90, 9%; p=0,007) y bacteriemia (19/52, 36% vs
17/90, 19%; p=0,027) se asociaron significativamente
con engraftment tardio. Estos factores mantuvieron
su independencia en el analisis multivariado (OR 3,9,
p=0,003; OR 4,6, p=0,013; OR 3,0, p=0,033, respec-
tivamente). El genotipo GA-AA (alta produccion) de
TNF mostro una tendencia (11/44, 25% vs 9/75, 12%;
p=0,079), mientras que las restantes variables anali-
zadas no influyeron significativamente (Figura 1).

Los pardmetros que mostraron una correlacion sig-
nificativa con EICHa severo (grados 3-4) fueron el
genotipo CAnol12/no12 (baja produccion) de IFNG
(3/18, 17% vs 48/104, 46%; p=0,021), bacteriemia
(9/19, 47% vs 25/124, 20%; p=0,018) y presencia
de CMV (11/17, 65% vs 39/110, 35%; p=0,032). El
analisis multivariado confirmo el rol protector del
genotipo asociado a menor produccion de IFNG (OR
0,1, p=0,008); mientras que, la presencia de bacte-
riemia (OR 3,3, p=0,048) y CMV (OR 3,3, p=0,046)
incrementarian su riesgo de aparicion (Figura 2).

Con respecto a la EICHc, las variables que se aso-
ciaron significativamente fueron el genotipo 308
GAAA (produccién intermediaalta) de TNF (4/47,
9% vs 17/72, 24%; p=0,048), acondicionamiento
de intensidad reducida (13/54, 24% vs 40/90, 44%;
p=0,020), engrafiment tardio (13/50, 26% vs 39/89,
44%; p=0,045) y EICH severo (34) (27/54, 50% vs
23/86, 27%; p=0,007). En el analisis multivariado
mantuvieron su poder protector el genotipo de pro-
duccion intermedia-alta de TNF, acondicionamiento
de intensidad reducida, agregandose médula osea
como fuente de CPH (OR 0,3, p=0,038; OR 0,3,
p=0,014; OR 0,2, p=0,028, respectivamente). Ade-
mas confirmé el riesgo del antecedente de la EICHa
clinicamente significativa (grados 2-4) (OR 2,6,
p=0,029). La incompatibilidad género donante-re-
ceptor mostrd una tendencia (32/54, 59% vs 39/90,
43%; p=0,085), mientras que el resto de las varia-
bles analizadas no se asociaron significativamente
(Figura 3).
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Figura 1
OR-(IC95%) Variable
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¥ Regresion Logistica
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Figura 3
OR (IC95%) Variable
Valor p: *Test exacto de Fisher
Y Regresion Logistica
EICHa 3-4 vs 0-2
p=0,007*; p=0,014¥

e
—_———

Engraftment 215 dias vs <15 dias
p=0,045*

Estadio Tardio vs Temprano
p=0,588*

Edad paciente 240 vs <40 afios
p=0,479*

Acondicionamiento RIC vs MA
p=0,020*; p=0,014¥

— Edad donante <30 vs 230afios
p=0,386*

Compatibilidad género donante-receptor
p=0,085*

CMV No vs Si
p=0,454*

Enfermedad de base mieloide vs No miel.
p=0,492*

Genotipo TNF Alta vs Baja
- == p=0,048*; p=0,038¥

Bacteriemia Si vs No
p=0,557*

- Genotipo IFNG Baja vs Int-Alta
p=0,570*

Fuente MO vs SP
p=0,153*; p=0,028¥

0,03125 4

Od(ds ratio (OR) de los factores en relacion a las com-
plicaciones asociadas al trasplante de células madre
hematopoyéticas. Figura 1. Engraftment tardio (=15
dias). Figura 2. Enfermedad injerto contra huésped
agudo. Figura 3. Enfermedad de injerto contra hués-
ped cronico. Los resultados de los OR y de los res-
pectivos intervalos de confianza (IC 95%) se muestran
en escala log2. Lineas azules: * test exacto de Fisher;
lineas rojas: ¥ regresion logistica, método de Forward
Wald.

RIC: régimen de intensidad reducida; MA: régimen
mielo-ablativo,; miel.: mieloide; MO: médula osea;
SP: sangre periférica.

Discusion

En el presente trabajo se evalu6 la contribucion de
variantes polimorficas de los genes IFNG y TNF,
junto a otros parametros clinicos, en relacion con el
tiempo de engrafiment y la incidencia y severidad
de la EICH.

El genotipo de menor produccion de IFNG se aso-
ciaria con un engraftment mas tardio y menos EI-
CHa severo. Las escasas series publicadas, mayo-
ritariamente provenientes de Polonia, muestran
hallazgos contradictorios en relacion al impacto de
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estas variantes en relacion a la EICH!"'?, sin an-
tecedentes en relacion al tiempo de engrafiment.
Previamente hemos observado que este genotipo
se asocia a menor sobrevida global relacionada a
una mayor tasa de recaida, manteniendo su valor
predictivo en aquellos pacientes que recibieron un
régimen de acondicionamiento de intensidad redu-
cida". IFN-y es uno de los principales mediadores
de la respuesta Thl, la cual estimula el desarrollo de
EICH. Los niveles de IFN-y se incrementan en las
fases tempranas post-TACPH, durante el desarrollo
de la EICHa y su expresion puede ser observada en
biopsias de las lesiones cutaneas generadas®?.

Las variantes genotipicas de TNF, otra de las cito-
quinas participantes de la respuesta Thl, no afec-
tarian la aparicion de la EICHa, coincidiendo con
la mayoria de los estudios previos!'"). Aunque hay
escasos trabajos que evaltian la relacion de estas va-
riantes en relacion EICHc!"), pudimos observar que
un genotipo de menor produccion de TNF se rela-
cionaria con mayor riesgo. En ciertos fenotipos de
EICHc se observa disminucion de la actividad de
TNFa a expensas de una mayor produccion de cito-
quinas anti-inflamatorias con perfil Th2(%,

Dentro de las restantes variables evaluadas en nues-
tra serie, pudimos confirmar que la utilizacion de
MO como fuente de CPH se asocia con un engraft-
ment mas tardio y menor riesgo de EICHc, también
observado al utilizar regimenes de acondiciona-
miento de menor intensidad'>'?), La compatibilidad
de género donante receptor mostrd una tendencia a
un mayor tiempo de engrafiment y disminuiria el
riesgo de EICHc. Esta compatibilidad desfavorece-
ria el engraftment rapido de plaquetas (>20x10°/L al
dia 12) en pacientes trasplantados con LMA con SP
como fuente!'.

Luego del acondicionamiento, los pacientes son
susceptibles a reactivaciones virales, incluyendo al
CMYV, y a infecciones bacterianas o fungicas, ya que
la reconstitucion inmune de las células T es pobre y
tardia. La aparicion de infecciones bacterianas re-
trasaria el engraftment y seria, al igual que la anti-
genemia/reactivacion de CMV, un factor de riesgo
para el desarrollo de EICHa. El tratamiento profi-
lactico contra la EICH puede favorecer la aparicion
de infecciones oportunistas o la reactivacion viral”
que, al desencadenarse, requieren ajustes en la te-
rapia inmunosupresora. [FN-y regula positivamente
la expresion de moléculas HLA clase II en las cé-
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lulas presentadoras de antigenos, y la presencia del
genotipo de baja expresion seria perjudicial en este
contexto!®.

Nuestros resultados sugieren que la presencia de
estos polimorfismos influye en el desarrollo de las
complicaciones relacionadas al TACPH. La detec-
cion de las variantes genotipicas de estas citoquinas
puede ser facilmente realizada en conjunto a la de-
terminacion del perfil HLA de los pacientes y podria
ser un parametro a tomarse en consideracion para
adaptar las terapias inmunosupresoras en conjunto a
otros factores usualmente evaluados.
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