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El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos representa la Unica
posibilidad de curacion para numerosos pacientes con hemopatias malignas.
Sin embargo, su principal complicacion, la enfermedad injerto contra huésped
(EICH), limita su eficacia, siendo la principal causa de morbimortalidad tras el

trasplante.
1.1. Inmunobiologia de la EICH.

De acuerdo al modelo propuesto por Ferrara®, el desarrollo de la EICH
pueden ser divididos en tres etapas secuenciales: activacion de las células
presentadoras de antigenos (CPAs), activacién de las células T del donante,
diferenciacién y migracién y por dltimo la activacién de la fase efectora “(figura
1).
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Figura 1. Las tres fases de la inmunobiologia de la EICH.

1.1. 1. Activacién de las células presentadoras de antigenos.

La fase temprana de la EICH se pone en marcha por el profundo dafio
causado en los tejidos sanos del receptor por el tratamiento de
acondicionamiento, a lo que se suman los tratamientos previos, la enfermedad

subyacente y los procesos infecciosos intercurrentes. Los tejidos dafados

' Tomado de la siguiente publicaciéon: Sun Y, tawara |, Toubai T, et al. Pathophisiology of acute graft
versus host: recents advances. Translational Research 2007 150(4): 197-214
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responden con multiples cambios, incluyendo la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias, tales como IFN a e IL-1. Estas "sefales de peligro" activan a las
CPAs del receptor, que incrementan la expresion de moléculas de adhesion,
moléculas coestimulatorias y antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH). La lesion del tracto gastrointestinal debido al
tratamiento de acondicionamiento es particularmente importante durante este
proceso porque favorece la translocacion sistémica de productos microbianos
inmunoestimulatorios tales como el lipopolisacarido (LPS), con la consiguiente
activacion de las CPAs. En este caso, el tejido linfoide del tracto gastrointestinal
es el lugar en el que se produce la interaccién inicial entre las CPAs y los

34

linfocitos T del donante*™. Las CPAs del huésped son por tanto criticas en

esta fase.
1.1.2. Activacion de células T, diferenciacion y migracion.

La interaccion entre células T del donante y CPAs del receptor conduce
a la activacion de las primeras. El receptor de célula T (TCR del inglés “T cell
receptor”’) del linfocito donante puede reconocer aloantigenos mediante
presentacion directa (CPAs del huésped) o indirecta (CPAs del donante, en
fases mas tardias)(figura 2). Para el desarrollo de la EICH se requiere que las
células inmunocompetentes del injerto reconozcan proteinas del complejo
mayor de histocompatibilidad no expresadas en el donante, siendo también
importantes las discrepancias a nivel de antigenos menores de
histocompatibilidad (mHA) en caso de sujetos HLA idénticos. Los mHA se
definen como aloantigenos capaces de generar una respuesta linfocitaria T
entre sujetos HLA idénticos y son péptidos derivados de proteinas
intracitoplasmaticas polimorficas que pueden presentarse en la membrana
celular asociados a moléculas HLA de clase | o Il ®. La presentacién de estas
proteinas se lleva a cabo tras un procesamiento en el que intervienen
complejos enziméticos a nivel citoplasmatico (proteosomas, animopeptidasas)
que dan lugar a péptidos de 8-10 aminoacidos. Estos son posteriormente
transferidos al reticulo endoplasmico mediante el transportador TAP
(“transporter associated with antigen procesing”) donde, tras un proceso de
maduracién en el gue intervienen enzimas como la tapasina, calnexina y

calreticulina, entre otras, se unen a moléculas HLA de clase | en el caso de
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proteinas endodgenas o a moléculas HLA de clase Il en el caso de proteinas
exdgenas. Una vez que el antigeno ha sido procesado y presentado por la
células dendritica, la interaccion del complejo HLA-antigeno con el receptor
TCR-CD3 conduce a la activacion de de sefales intracitoplasmaticas que
finalmente provocan la activacion linfocitaria. Por tanto, una vez que el linfocito
T interacciona con la CD se activan una serie de tirosina-kinasas que conducen
a la fosforilacion de ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) en
la region intracitoplasmatica del receptor TCR. Esto favorece el reclutamiento
de ZAP-70 que a través de la Fosfolipasa C (PLC) genera inositol
1,4,5.trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) aumentando los niveles de Protein
Kinasa-C y calcio (Ca®) en el citosol. El Ca** activa la fosfatasa Calcineurina
lo que produce el paso al nucleo de factores de transcripcion como NF-kB,
NFAT o JNK, induciendo la activacion y proliferacion linfocitaria. La
presentacion de antigenos de distintos érganos dianas por las CPAs del
huésped y del donante puede tener un papel diferencial en el dafio organico ©
® Se requiere ademas de la interaccion anteriormente mencionada la
participacion de moléculas coestimulatorias para la generacion de una segunda
sefial que haga posible la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos T2,
Existen dos grupos fundamentales de moléculas coestimuladoras, que
perteneces a la familia B7 y la del receptor TNF. Su papel en la EICH es muy
importante de modo que el bloqueo de sefales coestimulatorias positivas
(CD28, ICOS, CD40, CD 30, 4-1BB y ex 40) reduce la EICH en modelos
murinos mientras que el antagonismo de sefiales inhibitorias (PDI y CTLA-4)
exacerba la EICH. Los factores de transcripcion anteriormente mencionados
también son activados a través de las rutas de fosfatidil-inositol-3-quinasa
(PI3K)- Akt y MAP-kinasas, que dependen de la estimulacion del linfocito a
través de las sefiales co-estimuladoras. Finalmente, estas moléculas
coestimuladoras también actuarian a través de CARMA-1, una proteina de
membrana con actividad guanilato quinasa, que favorece el ensamblaje o

acumulacién de muiltiples receptores en un “inmunosoma”™®**% (figura 2).
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Figura 2. Vias de presentacion de antigenos en la EICH. Los antigenos enddgenos
liberados por autofagia pueden ser presentados por las células T CD4 a través de las
moléculas HLA clase II’

En cuanto a los subtipos celulares T que participan en este proceso,
existen dos subpoblaciones bien diferenciadas por las proteinas CD8 y CD4,
que son correceptoras para la porcién constante de las moléculas HLA clase | y
clase Il respectivamente. Ambas subpoblaciones son fundamentales en la

produccion de la EICH.

Las células T virgenes definidas por un fenotipo CD45RAP®® CD45RQO"
CCR7"% CD62LP pueden causar EICH ®%2Y_ En diversas publicaciones se
muestra como la expresién del marcador CD62L es critica para la regulaciéon de
la EICH por las células T reguladoras del donante. Por el contrario, la
capacidad de los linfocitos T de memoria para provocar EICH es menor, a
pesar de su capacidad para producir rechazo tras trasplante de 6rgano saélido.
En el mismo sentido la expresion de receptor de la quimiocina CC7 (CCR7 del
inglés “CC-chemokine receptor 7”) presente en las células "naive" es
fundamental para su desplazamiento a los ndédulos linfaticos. Modelos animales

con ratones deficientes para este receptor (CCR7-/-) muestran un desarrollo de

> Tomado de la siguiente publicacion: Paczesny S, Hanauer D, Sunz Y, et al. New perspectives on the
biology of acute graft versus host. Bone Marrow Transplantation 2010 45: 1-11.
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EICH atenuado mientras que mantienen el efecto injerto contra leucemia. Asi
mismo, linfocitos T CD45RA- especificos frente a CD19 (CAR+CD45RA-)
mantienen su actividad antileucémica mientras que presentan una menor

actividad alorreactiva ?? .

Los distintos subtipos de células T reguladoras CD4+CD25+ vy
CD4+CD25-IL10+, las células T gamma delta, las células T dobles negativas
(DN-), las células T-NK y las CDs reguladoras controlan las respuestas
inmunes mediante anergia o supresién activa de células T alorreactivas®=V .
Varios estudios han demostrado un papel critico de las células reguladoras del
donante CD4+CD25+Foxp3+ cuando se produce una EICH aguda. Dichas
células suprimen la expansion temprana de las células T del donante
alorreactivas y su capacidad para inducir EICH sin abolir el efecto injerto contra
leucemia 233, Sin embargo, estudios posteriores revelan que la coexpresion
de CD4 y CD25 es insuficiente para reducir la EICH. Parece que la presencia
de ARNmM para Foxp3 esta significativamente disminuida en las células
mononucleares de sangre periférica (SP) de los pacientes con EICH aunque

esta expresion no es especifica de células T con fenotipo regulador®* .

Las células del huésped NK.1+ son otro tipo celular que ha mostrado
capacidad para suprimir la EICH en un modo dependiente de L4 ©®. Las
células NK del donante son también capaces de afectar a la EICH a través de
la via de las perforinas que depende de IFN y, reduciendo la cantidad de CPAs
o mediante la secrecién de factor B de crecimiento transformante (TGF-8) ©7).

Las CPAs y la activacion de células T producen una cascada intracelular
que produce transcripcion de genes, incluyendo los de las citoquinas y sus
receptores. Las citoquinas Thl (IFN gamma, IL2 y TNF-a) estan implicadas en
la fisiopatologia de la EICH aguda. La produccién de IL2 por las células T del
donante constituye una de las principales dianas para la profilaxis y tratamiento
de la EICH, actuando a este nivel farmacos como los inhibidores de
calcineurina (ciclosporina (CsA) o tacrolimus (FK506)) y anticuerpos
monoclonales contra la IL-2 y su receptor (CD25). Sin embargo, datos
emergentes sefalan el papel clave de la IL2 es la generacion y mantenimiento

de las células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+, lo que sugiere que la
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prolongada interferencia con esta interleucina puede tener consecuencias a
largo plazo en el desarrollo de tolerancia inmunolégica ©®*Y. IFN gamma
puede jugar también un papel en la severidad de la EICH en los distintos
organos dianas. Las citoquinas Thl pueden ser reguladoras o inductoras de la
EICH dependiendo del grado de disparidad HLA, la intensidad del
acondicionamiento y los subtipos de poblaciones T implicados después del
trasplante. De ahi que, aunque la tormenta de citoquinas iniciada en la primera
fase se correlacionan con el desarrollo de EICH aguda, la polarizacion
temprana Thl de las células del donante podria a largo plazo atenuar la EICH,
lo que sugiere que cantidades de citoquinas fisiolégicas y adecuadas son
criticas para la induccion de la EICH mientras que una inadecuada produccion
(muy baja o muy alta) podria modular la EICH a través de mecanismos

negativos de retroalimentacion sobre las células T del donante activadas “?7.

Diferentes citoquinas que polarizan las células T hacia una actividad Th2
tales como IL4, G-CSF, IL18, IL11 y farmacos como sirolimus pueden reducir la
EICH. A pesar de todo, las subpoblaciones Thl y Th2 pueden ocasionar dafio
en diferentes 6rganos dianas y algunos estudios no son capaces de demostrar
un efecto beneficioso de la polarizacion Th2 en EICH aguda. El paradigma
Th1/Th2 en la inmunopatogénesis de la EICH aguda ha sido ampliamente

revisado, aun asi es complejo e incompletamente conocido 8.

La IL-10 juega un papel clave en la supresion de la respuesta inmune
pero su papel en la regulacion de la EICH experimental no esta bien definido,
aunque parece que existe una asociacion entre los polimorfismos genéticos de
IL-10 y la severidad de la EICH aguda. TGF, otra citoquina supresora, suprime
la EICH aguda pero exacerba la EICH crénica. El papel de otras citoquinas,
como IL-7, que promueve la reconstitucion inmune, o de IL-13 no esta claro.

Tampoco se conoce el valor de las células Th17 en este contexto ©76%).

Las células T del donante migran a los tejidos linfoides, reconocen
antigenos en células presentadoras del huésped o del donante y son activadas.
Salen posteriormente del tejido linfoide y se dirigen a 6rganos dianas en los
que ocasionan dafio tisular. Las interacciones moleculares necesarias para la

migracion de las células T y el papel de los 6rganos linfoides durante la EICH
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aguda es actualmente foco de interés. Las citoquinas juegan un papel clave en
la migracion de 6rganos linfoides y a sus dianas tisulares. Algunas citoquinas
tales como CCL2.5, CXCL2, CXCL9-11, CCL17 y CCL27 estan
sobreexpresadas y pueden jugar un papel critico en la migracion de
subpoblaciones linfocitarias a 6rganos dianas como el higado, el bazo, la piel y
los pulmones durante la EICH aguda. Los linfocitos T CXCR3+ y CCR5+
causan EICH aguda en el higado y en el intestino ®*®®. La expresién de CCR5
parece clave para explicar la migracion de células T reguladoras en la EICH.
Ademas de las citoquinas y sus receptores, la expresion de selectinas,
integrinas y sus ligandos también regula la migracion de células inflamatorias a
organos dianas. Por ejemplo, la interaccion entre la integrina a4f37 y su ligando
Mad CAM-1 es importante para reclutar linfocitos T del donante en las placas

©®)  También las

de Peyer y para la iniciacion de la EICH intestinal
interacciones con alLB2/ICAM1,2,3 y a4B1/VCAM2 son importantes para el
reclutamiento en pulmén e higado en los TPH experimentales ©®*. La expresién
de CD62L en las células T reguladoras del donante es critica para su funcién
en la EICH aguda, lo que sugiere que su migracion a tejidos secundarios es
importante para sus efectos regulatorios. Se especula con que el requerimiento
migratorio de células T del donante a 6rganos linfaticos especificos (por
ejemplo, las placas de Peyer) podria depender de otros factores tales como el

régimen de acondicionamiento y el medio inflamatorio ? (figura 3).
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Figura 3. Fisiopatologia de la EICH, subpoblaciones celulares implicadas. 3
1.1.3. Fase efectora de la EICH.

La fase efectora que genera el dafio en el 6rgano diana de la EICH
consiste en una cascada compleja en la que participan diversos tipos celulares
gque modulan las respuestas inflamatorias actuando de forma simultanea o
sucesiva. Ademas, participan en ella citoquinas inflamatorias que se liberan en
el tejido tras la actuacidon de otras citoquinas especializadas en el reclutamiento
de células efectoras. La expresion espaciotemporal de su gradiente podria
determinar no sélo la severidad de la EICH sino de los 6rganos afectados (piel,

higado e intestino) ¢+,

Los linfocitos T citotéxicos (CTL) son los principales efectores de la EICH
a través de una serie de vias, tales como la del ligando Fas-Fas (FasL), la de
la granzima-perforina o exocitosis de granulos o la de receptores de TNF como
DR, entre las que se encuentra la del ligando inductor de la apoptosis mediada
por TNF (TRAIL:ligando DR4,5)) o la de los inductores débiles de la apoptosis
similares a TNF (TWEAK, ligando DR3) 2™ La implicacién de estas
moléculas en la EICH ha sido testada utilizando células donantes en las que se
ha bloqueado el resto de las vias.

La perforina es almacenada en los granulos de los CTL y células NK
junto a la granzima y otras proteinas. Tras el reconocimiento de una célula
diana a través de la interaccion TCR-CMH, la perforina es segregada e
insertada en la membrana celular formando "poros perforantes” que permiten el
paso de las granzimas al interior de las células dianas. Esta entrada induce la
apoptosis a través de efectores como las caspasas(’®®” . El trasplante de
células T deficientes en perforinas se caracteriza por un marcado retraso del
inicio de la EICH en aquellos que solo existe disparidad en MiHA, cuando
existe disparidad CHM y MiHA y cuando existen incompatibilidades aisladas
HLA clase | o clase Il. Aunque la mortalidad y los signos histolégicos de la
EICH pueden inducirse en ausencia de perforinas, parece que su accion es

muy importante en lo que se refiere determinados tipos celulares como los

* Tomado de la siguiente publicacién: Ferrara JLM, Levine JE, Reddy P, et al. Graft versus host disease.
The Lancet 2009 373(2): 1550-1561.
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linfocitos T CD8+, de forma que, en modelos experimentales de trasplante con
disparidad CMH en los que estas células son deficientes en perforinas o
granzima B, se produce menos mortalidad. Esta via, sin embargo, parece
menos importante en comparacion con la via Fas/Fas L en la EICH mediada
por CD4 189,

La union a Fas produce también la formacibn de complejos de
sefalizacion inductores de muerte que también activan las caspasas. Fas, un
receptor de la familia TNF, se expresa en muchos tejidos incluyendo los
6rganos dianas de la EICH ®”. Su expresion puede ser estimulada por
citoquinas inflamatorias tales como IFN gamma y TNF alfa durante la EICH.
Fas L est4 también incrementado en las células T del donante, de forma que se
ha observado que las células T deficientes en esta molécula producen menos
EICH en el higado, en la piel y en los 6rganos linfoides ©®. Parece que esa via
es muy importante en la EICH hepética debido a la sensibilidad de los
hepatocitos a la citotoxicidad mediada por Fas, lo que se ha confirmado en
modelos murinos de hepatitis asi como mediante anticuerpos anti-Fas L que
disminuyen el dafio hepatico de la EICH. Aunque todo ello no ha sido
demostrado en modelos de EICH intestinal, parece que la via Fas-Fas L puede
tener un papel en este 6rgano diana debido a que los linfocitos epiteliales
intestinales presentan un potencial aumentado de muerte mediada por Fas L
9 Se han objetivado niveles aumentados de Fas L soluble y de Fas en EICH

aguda %99,

La utilizacion de un raton deficiente en perforina-granzima y en Fas L
proporciona una oportunidad para dirigir los estudios hacia otras vias efectoras
capaces de inducir patologia ligada a la EICH en los 6rganos dianas. La
participacion de otra via de sefalizacion de receptores de muerte, TNF/TNFR,
ha sido también evaluada. Los datos experimentales sugieren que esta via es
fundamental para la EICH gastrointestinal. Se ha identificado ademas otra
familia de receptores ligada a TNF inductora de apoptosis, que incluye TWEAK,
TRAIL y LTB/LIGHT, que parecen tener un papel en la EICH y en la

enfermedad injerto contra leucemia %%,
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La molécula perforina y las vias citotoxicas TRAIL estan asociadas con
la enfermedad injerto contra leucemia mediada por linfocitos T. Los datos
experimentales apoyan fundamentalmente la participacion de los linfocitos T
CD8+, fundamentandose en el papel dominante de esta poblacion efectora en
la mayoria de los modelos murinos 2. Sin embargo, las células T CD4+

pueden mediar el efecto injerto contra leucemia.

Las citoquinas inflamatorias producen amplificacion del dafio local y en
la promocion de la inflamacion, llevando a la destruccion del 6rgano diana en el
receptor. Los macrofagos, activados por IFN y durante la fase de presentacion
de antigenos, producen citoquinas inflamtorias como IFNa e IL-1 cuando se
estimulan por una sefial secundaria ©?. Este estimulo puede proceder del
receptor like-Toll (TLRs) a través de productos microbianos tales como el LPS,
debido al dafio derivado del régimen de acondicionamiento y la EICH intestinal
(100,101 " F| reconocimiento inmune a través de TLR y de vias no TLR (como
NOD) por el sistema inmune innato controla la activacion de las respuestas
inmunes adaptativas 1%?. Recientes estudios sugieren una posible asociacién
de los polimorfismos TLR/NOD vy la severidad de la EICH %1% LPS y otros
estimulos innatos pueden actuar sobre los linfocitos, queratinocitos, fibroblastos
de la dermis y macrofagos asociados al intestino, produciendo efectos
proinflamatorios que pueden jugar un papel directo en el dafio del érgano
diana. Datos experimentales en TPHs con disparidad CMH sugieren que bajo
ciertas circunstancias los mediadores inflamatorios son suficientes para causar
dafio de EICH, incluso en ausencia de dafio directo inducido por CTL. La
severidad de la EICH parece estar relacionada con el nivel de activacion de la
inmunidad innata y adaptativa asi como con la liberacion de citoquinas

(105-108) " Dpichas

proinflamatorias tales como TNF-a, IL-1 y Oxido nitrico
citoquinas son producidas por una abundancia de tipos celulares durante los
procesos de inmunidad innata y adaptativa; tienen efectos sinergisticos,
pleiotrépicos y redundantes en la activacion de las fases de la EICH. El dafio
organico podia ser inhibido mediante la infusién de anticuerpos monoclonales
anti-TNF-a, de modo que la mortalidad se reduciria del 100 al 50% mediante un
antagonista de esta citoquina °®. Datos experimentales sugieren que TNF a

esta implicado en diversas etapas de la fisiopatologia de la EICH. En primer
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lugar, TNF a causa caquexia, que es una caracteristica de la EICH; en segundo
lugar, induce maduracibn de las células dendriticas que afecta a la
presentacion de aloantigenos; en tercer lugar, recluta efectores T, neutrdéfilos y
monocitos en los Organos dianas a través de la induccion de citoquinas
inflamatorias; y, en cuarto lugar, causa dafio directo por induccién de apoptosis
y necrosis. EI TNF a activa las células T del donante directamente a través de
las vias de sefalizacibn TNFR1 y TNFR2. La primera de ellas promueve
respuestas T alorreactivas y la segunda es critica para la EICH intestinal .
Ademas de ser también una molécula efectora en la piel y en los tejidos
linfoides™® | puede estar implicada en la EICH hepética promoviendo la
migracion de células efectoras al higado. Diversos estudios demuestran niveles
aumentados de TNF a en el suero o niveles elevados de ARNm en células
mononucleares de SP en pacientes con EICH u otras complicaciones
endoteliales tales como la enfermedad venooclusiva hepéatica (EVOH) ¢4,
Los ensayos fase | y fase Il con antagonistas de TNF a reducen la severidad de

la EICH, lo que pone de manifiesto que se trata de un efector relevante ‘5116,

La segunda citoquina proinflamatoria que tiene un papel importante en la
fase efectora de la EICH es la IL-1 ", Su secrecién predominante se produce
en el bazo y en la piel, habiéndose objetivado aumento de ARNm para IL-1 en
células mononucleares de SP ¥ Se ha obtenido evidencia indirecta de su
papel en la EICH en receptores murinos sometidos a TPH. Los ratones que
reciben IL-1 desarrollan un sindrome de agotamiento que se asemeja a una
forma acelerada de la EICH y presentan una mortalidad incrementada. Sin
embargo, la administracion intraperitoneal de una forma soluble del receptor de
la IL-1 puede revertir el desarrollo de la EICH en la mayoria de los animales, lo
gue mejora su supervivencia. A pesar de ello, el farmaco no ha dado resultado

como profilaxis de EICH en ensayos randomizados %129 |

Como resultado de la activacion durante la EICH, los macr6fagos
producen oxido nitrico, que contribuye al efecto deletéreo de la EICH en los
tejidos dianas. El oxido nitrico también inhibe los mecanismos de reparacion de
la destruccion tisular impidiendo la proliferacion de células madres en la piel y

en el intestino. En humanos y en modelos animales, el desarrollo de la EICH
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esta precedido por un incremento en los niveles séricos de los productos de

oxidacion del 6xido nitrico *2¥*2®(figura 4).
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Figura 4. Expansion, circulacion y fase efectora de la EICH.*

1.2. Fisiopatologia de la EICH croénica.

La enfermedad injerto contra huésped crénica (EICHc) se inicia con la
expansion de linfocitos T del donante en respuesta a alo o autoantigenos, que
escapan a los mecanismos de deleccion a nivel timico o en sangre

periférica?”.

El papel de la auto o alorreactividad en el contexto de la EICHc constituye un
area de debate que permanece sin clarificar. Asi, la alorreactividad frente a
antigenos menores de histocompatibilidad explica la EICHc como una
manifestacion o fase tardia de EICHa. Sin embargo, las manifestaciones
clinicas de la EICHc frecuentemente se asemejan a las descritas en el contexto
de enfermedades autoinmunes. En este sentido, la EICHc depende de la
persistencia de linfocitos T que no desarrollan una respuesta inmunotolerante

frente a antigenos del receptor.

* Tomado de la siguiente publicacién: Holtan SG, Pasquini M, Weisdorf DJ. Acute graft-versus-host
disease: a bench-to-bedside update. Blood 2014 124(3): 363-372.
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Los avances en el conocimiento sobre la fisiopatologia de la EICH
cronica no se han producido, en parte, debido a la ausencia de apropiados
modelos experimentales. Aunque algunos modelos murinos producen ciertos
rasgos de EICH crénica, tales como la fibrosis cutanea y pulmonar, la nefritis
lipica o el dafio hepatico“?®, en contraste con dichos modelos, la cinética de la
EICH crénica en humanos es mas lenta. Incluso cuando la EICH cronica
aparece "de novo" y en ausencia de una activa inmunosupresion, no es posible
definir el impacto de la profilaxis de la EICH y de la EICH aguda subclinica en

el desarrollo de la EICH croénica.
1.2.1. EICH crénica y compatibilidad HLA.

Existen pocos estudios que correlacionen la disparidad HLA con la incidencia o
severidad de la EICH cronica. Algunos estudios han demostrado una
asociacion entre ésta y la disparidad HLA clase | (A,B y C) ®*3D aunque sélo
unos pocos modelos experimentales con disparidad CMH remedan algunos
rasgos de la EICH crénica. Por el contrario, los datos clinicos emergentes
muestran una fuerte correlacién entre la presencia de respuestas inmunes
contra miHAs expresados ubicuamente y EICH cronica. Dado que la EICH
cronica sucede después de un TPH alogénico, la EICH aguda es el principal
factor de riesgo y es posible que sea causada por células T que han
desarrollado una estimulacion crénica antigénica debido a la presencia de
miHAs ubicuos. La equivalencia de sus rasgos clinicos con los de las
enfermedades autoinmunes podria ser el resultado del dafio crénico tisular en
organos diana , debida a antigenos menores en la EICH cronica y a

autoantigenos no polimérficos en las enfermedades autoinmunes 32133,

Debido al fallo de los mecanismos reguladores (como consecuencia de la
EICH aguda o su tratamiento y/o profilaxis), es posible que las células T del
donante que reconocen epitopos de mi HAs puedan causar una EICH crénica a

largo plazo.

A pesar del evidente estado inflamatorio, tampoco hay datos experimentales
claros sobre el papel de las citoquinas proinflamatorias en la EICH cronica,
aunque se observan niveles elevados de TNF a y de transcripcion de IFN vy,

que podrian predecir el inicio de EICH crénica extensa “*¥. Algunos estudios

30



muestran también que los polimorfismos en IL-10, IL-1 alfa, IL-IRa e IL-6

muestran asociacién con EICH crénica 3%,
1.2.2. EICH cronica y células presentadoras de antigenos.

Al contrario que en EICH aguda, se conoce poco sobre los factores que inician
la EICH crodnica, lo que es debido en parte a la ausencia de modelos animales
satisfactorios. Dado que la EICH aguda previa es el mayor factor de riesgo para
la aparicion de EICH crénica, el dafio y la inflamacion causados por la EICH
aguda y su tratamiento podrian jugar un papel importante en el desarrollo de la
EICH cronica. La EICH sucede después, quizds tras una completa
reconstitucion inmune, y esto constituye una razon para que la presentacion

por CPA donantes sea importante en su patogénesis.

Todo ello se sustenta en las siguientes observaciones: 1) hay una correlacion
clinica entre la presencia de un elevado niumero de células mononucleares en
los progenitores infundidos y un mayor riesgo de EICH crénica ‘013613 2)jos
modelos experimentales que demuestran la naturaleza "autoinmune" de la
EICH crénica también sugieren un papel de las CPA derivadas del donante*®);
y 3) datos experimentales recientes demuestran en modelos de EICH crénica
mediada por Células T CD4+ con compatibilidad HLA y disparidad en miHAs
que, aunque tanto las CPA donantes como receptoras pueden iniciar la EICH
cronica, so6lo las donantes tienen un papel dominante en EICH crénica

|(139-141)

intestina . Menos es conocido sobre las subpoblaciones de CPAs que

inducen o mejoran la EICH cronica.
1.2.3. EICH cronicay células T.

Las células T del donante son un requisito absoluto para el desarrollo de EICH
aguda y cronica. El receptor T (TCR) de estas células reconoce aloantigenos
HLA/miHAs o antigenos no polimérficos directamente presentados por las CPA
del huésped o indirectamente presentados por las CPA del donante. La
activacion y diferenciacion T requiere la union del TCR y la coestimulacion a
través de una segunda sefial mediante la interaccion de moléculas
coestimulatorias de las células T con sus ligandos en las CPAs. Por ejemplo,

OX40 que se expresa en células CD4 se asocia con el inicio de EICH
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cronica®*?3). Un estudio reciente muestra que la coestimulacién dependiente
de CD80/86 es critica para la induccion de EICH cronica. También se
demuestra que esta coestimulacion es suficiente para ocasionar EICH crénica
cutdnea pero se requiere también la CD40 para ocasiona EICH crénica

| (139)

intestina Estos datos sugieren que existen distintos requerimientos

coestimulatorios segun el dafio del 6rgano diana.

Como hemos comentado anteriormente, las moléculas HLA clase | (A,B y C)
estimulan a las células T CD8+ y las de clase Il (HLA-DR, -DP, -DQ) estimulan
a las células CD4+. Los papeles individuales de estas células en EICH aguda y
cronica han sido exhaustivamente estudiados en modelos de raton. Las células
CD4+ virgenes, a través del contacto con su antigeno presentado por las
CPAs, se diferencian en Th1/Th2/Th17 o en células T reguladoras (Tr/Th3),
dependiendo de las citoquinas del medio. Si bien las citoquinas Th1(IFN
gamma, IL-2 y TNF alfa) estan implicadas en la fisiopatologia de la EICH
aguda, la produccion de IL-2 por las células T del donante es la principal diana
en las aproximaciones profilacticas y terapeuticas en EICH aguda y crénica.
Datos emergentes indican el importante papel de la IL-2 en la generacion y
mantenimiento de las células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+, sugiriendo
que la prolongada interferencia con IL-2 puede tener consecuencias en el
desarrollo a largo plazo de tolerancia a un TPH alogénico *****"_En lo que se
refiere a EICH crénica, parece que la polarizacién Thl reduce la EICH crénica
y el fenotipo Th2 la estimula®*®'*® aunque el paradigma Th1/Th2 en la

inmunopatogénesis de la EICH es complejo e incompletamente comprendido.

Las células T reguladoras secretan IL-10 o TGF-B(Th3). Algunos estudios han
demostrado una fuerte asociacion entre los polimorfismos de IL-10 y la
severidad de la EICH ™%,  TGF-beta, una citoquina supresora que atenda

EICH aguda y exacerba EICH crénica °V.

Varios estudios han demostrado un papel supresor en EICH aguda y crénica
para las células T reguladoras del donante CD4+CD25+Foxp3+ 2. En
pacientes con EICH cronica, existe un numero reducido de células T
reguladoras y deficiente expresion de Foxp3 en sangre periférica y en biopsias

de mucosas ****%®_ Sin embargo, un estudio clinico encuentra que los niveles
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de ARNmM para Foxp3 en el compartimento de las células T CD25+ no son

predictores de EICH crénicat**®

. Una posible explicacion seria, teniendo en
cuenta el impacto negativo de los inhibidores de calcineurina en las células T
reguladoras, que la EICH cronica se produzca o se exacerbe como
consecuencia de la supresion de las células T del donante aloreactivas tanto

citopaticas como reguladoras.

Los datos experimentales son consistentes con que las células T
aloreactivas virgenes (CD62L+) se asocian con EICH aguda, no sucediendo lo
mismo con las células T memoria. La expresion del marcador CD62L propio de
linfocito T virgen es critica para la modulacion de la EICH por las células T del

donante reguladoras **"%®)

. En contraste, se ha descrito que las células T
memoria del donante activadas por aloantigenos inducen colitis crénica y dafio
hepatico, lo que es mas concordante con los hallazgos habituales de la EICH
cronica®®. Un subtipo de poblacion T memoria CD8+CD62hi CD44lo que se
desarrolla durante la EICH aguda es capaz de autorrenovarse e inducir EICH
con rasgos parecidos a la forma crénica cuando se transfiere a receptores®?.
El mismo grupo sugiere que las células T CD4+del huésped derivadas del timo
también producen cuando son infundidas un cuadro clinico similar a la EICH
cronica. Otras observaciones han evaluado la correlacion entre la expresion de
CD6 y CD44hiCCR7+en las células T memoria CD8+ y CD4+ del donante,

sugiriendo un papel de las mismas en ambos tipos de EICH®Y.

El dafio timico por el tratamiento de acondicionamiento y la atrofia
asociada a la edad interrumpe la educacion en el timo de las células T y
favoreceria el desarrollo de EICH crénica por la emergencia de células T
autorreactivas dependientes del timo™®?. Se ha demostrado recientemente que
las células T del donante derivadas de la médula 6sea y dependientes del timo
gue escapan de la seleccion negativa tienen la capacidad de producir EICH
cronica, que se evita con la timectomia de los receptores previos al
trasplante®*®. Sin embargo, datos procedentes de modelos animales irradiados
subletalmente demuestran que el timo del huésped no es necesario para el
desarrollo de un cuadro autoinmune similar a la EICH crénica®®®. En conjunto,
podemos afirmar que, si bien las células T del donante maduras procedentes

del aloinjerto son necesarias y suficientes para producir EICH aguda, en la
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induccion de la EICH crénica juegan un papel tanto estas células como células
T del donante generadas a partir de las células madres hematopoyéticas
infundidas y dependientes del timo del huésped.

1.2.4. EICH cronica y linfocitos B.

Existe un papel potencial de las células B en EICH crénica con el que se
ha especulado ®®¥. Se basa fundamentalmente en cuatro observaciones: 1) la
presencia de anticuerpos frente antigenos de histocompatibilidad codificados
en el cromosoma Y®3); 2) niveles aumentados de células B con respuestas
TLR9 alteradas**¥; 3) niveles incrementados del factor activador de células B
(BAAF), que promueve la supervivencia y activacion de células B®®; y
A)niveles aumentados en modelos animales de autoanticuerpos“®®. Ademas,
existen datos emergentes sobre respuestas clinicas con rituximab que apoyan
el papel patogenético de los linfocitos B en EICH crénica®®167)  gjn
embargo, desconocemos si participan en el proceso como efectores, inductores

o amplificadores .

1.3. Clinica de la EICH.
1.3.2. EICH aguda

Clasicamente, la EICH aguda se define como aquélla que se produce
antes de los 100 dias antes del trasplante y la EICH crénica es la que aparecia
posteriormente®®®1"™_ La EICH hiperaguda, aunque infrecuente, es una forma
grave que ocurre en la primera semana postinfusion y se caracteriza por fiebre,
eritrodermia generalizada ,descamacion, hepatitis, inflamacién y sindrome de
capilaritis®’® . A raiz de la publicacion de los criterios de consenso del
"National Institute of Health Consensus Development Project" (NIH), se
describen también otras formas de expresion de la EICH: la EICH aguda tardia,
que se produce después del dia +100 postrasplante y un sindrome de
superposicion con rasgos de EICH aguda y cronica. Estos dos sindromes se
producen con mayor frecuencia después de un trasplante con

acondicionamiento de intensidad reducida "%, Esta conferencia establece
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gue son los signos y sintomas los que definen la EICH aguda o cronica y no su
momento de aparicion.

La EICH aguda es una entidad clinico-patolégica, que se produce por el
efecto citotoxico de los linfocitos del donante contra las células del huésped
(células epiteliales de piel y mucosa, células de los conductos biliares, de las
criptas en la mucosa intestinal o de la via aérea). Los principales 6rganos
dianas de la EICH son: la piel (81% de los pacientes), el tracto gastrointestinal
(54%) y el higado (50%).

a) Piel:

A menudo la primera manifestacion de la EICHa es un rash pruriginoso,
maculopapuloso, que aparece en el dia entre la segunda y la quinta semana
post-infusién, generalmente coincidiendo con el injerto leucocitario; puede ser
pruriginoso o doloroso y generalmente comienza con eritema en base del
cuello, orejas, hombros, palmas y plantas, recordando a una quemadura solar.
La necrosis epidérmica es la forma mas severa con formacién de bullas y
separacion epidérmica similar a la que se observa en la epidermiolisis tdxica.
La afectacion cutanea se clasifica en 4 grados, segun la severidad (tabla 2). El
diagnéstico diferencial de la EICHa cutanea incluye los efectos de la quimio 6
radioterapia, alergia a farmacos e infecciones virales; el diagnostico debe

confirmarse histolégicamente 7

b) Higado

La afectacién hepatica por EICH agudo es infrecuente en ausencia de
afectacion cutanea. Es caracteristica la ictericia con incremento de bilirrubina
conjugada y fosfatasa alcalina, reflejo del dafio a nivel de los canaliculos
biliares. Suele observarse también un incremento de transaminasas, aunque
pueden permanecer en niveles normales El diagnostico diferencial incluye:
enfermedad veno-oclusiva hepatica, infeccion (generalmente por virus), sepsis
y toxicidad por farmacos como metotrexate (MTX), ciclosporina-A (CSA) y
tacrolimus. Es infrecuente el fallo hepético debido unicamente a EICH aguda y
asi, la presencia de hipoalbuminemia debe hacer sospechar afectacion del tubo

digestivo o balance nitrogenado negativo mas que insuficiencia hepatica®™®. La
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biopsia solo sera necesaria en aquellos casos en los que no haya
manifestaciones de EICH en otros 6rganos aunque si €sta es necesaria, los
cambios histoldgicos observados en los conductos biliares son caracteristicos.

c) Intestinal

La afectacion intestinal es habitualmente la mas severa y dificil de tratar.
Las manifestaciones clinicas incluyen: anorexia, nauseas, vomitos, diarrea,
dolor abdominal de tipo cdlico y en casos graves hemorragia e ileo. En cuanto
a las caracteristicas organolépticas de la deposicion, ésta suele ser verdosa,
pudiendo presentar mucosidad y células de descamacién. El volumen de la
deposicion puede ser muy importante en los casos severos, siendo necesarios
una terapia trasfusional, fluidoterapia y soporte nutricional adecuados’®. El
diagnostico diferencial incluye: toxicidad gastrointestinal inducida por el
régimen de acondicionamiento o infecciones viricas o bacterianas, por lo que
es necesario realizar estudios microbiologicos seriados. Los hallazgos
endoscopicos son variables y a menudo inespecificos, desde la normalidad al
edema y el despegamiento de la mucosa; las lesiones pueden ser mas
prominentes en el ciego, ileon y colon ascendente pero pueden afectar también
al estbmago, duodeno y recto. La biopsia es obligatoria para el establecer el
diagnéstico definitivo de EICHa digestiva. Algunos pacientes presentan una
variante de EICH digestiva con afectacion predominantemente alta,
caracterizada por anorexia, dispepsia, hauseas y vomitos, sin diarrea; estos
pacientes suelen responder bien al tratamiento inmunosupresor aunque con

frecuencia desarrollan EICH crénica®’®

d) Hematopoyesis y sistema inmune

La EICHa afecta también al tejido linfoide y asi se observa en los
ganglios linfaticos una disminucion de los centros germinales y anomalias en
las poblaciones linfoides, como inversion del cociente CD4/CD8%'". Estas
alteraciones aumentan el riesgo de desarrollar infecciones severas

postrasplante.

e) Afectacion ocular
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Se han descrito sintomas oculares en pacientes con EICHa consistentes en
fotofobia, conjuntivitis hemorragica, formacion de pseudomembranas vy

logoftalmos y esta manifestacion se ha asociado a peor supervivencia®’®

El grado de afectacion de los principales érganos (piel, higado y tubo
digestivo) se combina para dar lugar a un sistema de clasificacion (tabla 1)*8%
183) que permite predecir la supervivencia de los pacientes. Una posible

limitacién de este sistema es la escasa concordancia entre médicos. A pesar

de ello, la clasificacion de Glucksberg continda siendo la mas empleada.

Tabla 1: Estadiaje EICH agudo.

Organo Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Piel Rash Rash Rash Eritrodermia
<25% SC 25-50% SC >50% SC generalizada
con bullas
Higado Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina
2-3mg/dI 3,1-6mg/dL 6,1/15mg/dL >15mg/dL
Intestino Diarrea Diarrea Diarrea Diarrea
>500mL/dia >1000mL/dia >1500mL/dia >2000mL/dia o
dolor abdominal
Severo con o sin
paralisis

1.3.2. EICH cronica.

La EICH cronica es la principal causa de muerte tardia no relacionada
con la recaida después del trasplante. La mediana de aparicién del EICHc es
de 201 dias tras el trasplante en caso de donante emparentado HLA idéntico,
159 dias tras trasplante de donante no emparentado con alguna disparidad
HLA y de 133 dias tras trasplante de donante no emparentado. Su
presentacion puede ser progresiva (EICH aguda activa que se transforma en
EICH cronica), quiescente (EICH aguda que se resuelve completamente y
posteriormente aparece la EICH cronica) o de novo.
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La clasificacion clasica del EICHc divide a los pacientes en limitado
(aquellos que no requieren tratamiento) o extenso (que requieren tratamiento

inmunosupresor) (tabla 4)1'%1°),

Tabla 4: Clasificacion de la EICHc en limitada o extensa:

A.- EICH cronica limitada: (1 y/o 2)

Afectacion cutanea localizada (< 50% de la superficie corporal) y/o

Afectacion hepatica limitada (alteracidn de tests de funcidn hepatica con bilirrubina

total < 3 mg/dl)

B.-Se considera EICHc extensa:

« Afectacidn cutdanea extensa (= 50% de la superficie corporal), o
« Afectacidn cutanea y/o hepatica limitada

asociado a la presencia de > 1 de los siguientes criterios:

m] Biopsia hepatica con histologia compatible con EICHc (hepatitis crénica agresiva,
puentes de necrosis, cirrosis hepatica) con bilirrubina > 3 mg/dl

a Test de Schirmer positivo (<5 mm))

m] Biopsia de mucosa oral o glandula salivar con histologia diagndstica de EICHc

a Alteracion pulmonar compatible con bronquiolitis obliterante sin evidencia de
causa viral en el estudio histoldgico

a Afectacion intestinal: malaabsorcidn y/o pérdida de peso > 15% debido a anorexia

sin causa evidente excepto la presencia de EICHc.

La clasificacion propuesta por el "National Institute of Health Consensus
Development Project"(NIH) establece 3 grupos de pacientes en funcion del
namero de érganos afectados por la EICHc y el grado de afectacion de
cada 6rgano. Si bien se recomienda tener una confirmacion histolégica ésta
no es obligatoria si el paciente presenta al menos un criterio “diagnostico”
(tabla 5). A cada 6rgano se le asigna una puntuacion de 0 a 3 segun el
grado de severidad de la afectacién por EICHc (tabla 6), de manera que la
EICHc se divide en: (1) leve: afectacion de uno o dos érganos (excepto el
pulmon) con una puntuacion maxima de 1; (2) moderada: 3 6 mas organos

afectados con una puntuacion maxima de 1 o siempre que un 6rgano tenga
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una puntuacion de 2 (salvo el pulmon en el que es suficiente una
puntuacién de 1); (3) grave: cuando al menos 1 6Organo alcanza una
puntuaciéon de 3 (o bien el pulmén alcanza una puntuacion de 2). Algunos

criterios han sido recientemente actualizados (tablas 5,6 y 7)°.

Desde el punto de vista histologico se definen 3 categorias: no EICH,
posible y probable. En el primer caso no hay evidencia de EICH, en el
segundo la hay pero existen otras posibles causas y en el tercero hay

evidencia sin otra causa o diagndstico competitivo.

Tabla 5. Clasificacién de la EICH en aguda o crénica

Categoria Momento de aparicion  Sintomas caracteristicos Sintomas
de EICHa caracteristicos
de EICHc
EICHa
Clasica <100 dias postrasplante Si No
Persistente, > 100 dias postrasplante Si No

recurrente, tardia

EICHC

Clasica Sin limite temporal No Si
Mixto Sin limite temporal Si Si
compuesto

> Tomadas de las siguientes publicaciones: 1) Filipovich AH, Weisdorf D, Pavletic S, et al.
National Institutes of Health Consensus Development Project on criteria for clinical trials in
chronic graft-versus-host disease:l. Diagnosis and staging working group report. Biol Blood
Marrow Transplant. 2005; 11: 945-55. 2)Jagasia N, Greinix H, Arora M et al. National Institutes
of Health Consensus Development Project on Criteria for Clinical Trials in Chronic Graft-versus-
Host Disease: |. The 2014 Diagnosis and Staging Working Group Report. Biol Bool and Marrow
transplant 2015; 21: 389
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Tabla 6: Criterios diagnosticos de EICHc

Criterios: Diagnostico Caracteristico Otros Comun con
EICHa
Piel Poiquilodermia; despigmentacion Alt sudacion Eritema
liguen plano ictiosis Rash
maculopapular
Cambios escleroticos Queratosis pilaris
prurito
Morfea, liquen Hipo / hiperpigmentacion
escleroso
Ufias Distrofia
Estrias longitudinales
Ufias quebradizas
Onicolisis
Pterigium ungueal
pérdida ungueal
Cuero Alopecia cicatricial Fragilidad capilar,
cabelludo
Lesiones descamativas  Encanecimiento prematuro
Lesiones papulo-
escamosas
Boca Lesiones liquenoides  Xerostomia, mucocele, Gingivitis
atrofia mucosa
Mucositis
pseudomembranas,
ulceras Eritema
dolor
Ojos Sequedad, dolor, Fotofobia,
conjuntivitis cicatricial,
queratoconjuntivitis hiperpigmentacién periorbital
seca (requiere
. blefaritis
Schirmer)
Genitales Liquen plano-like, Erosion, fisuras, Ulceras
liquen escleroso-like,
cicatrices o estenosis
femenino

vaginal, sinequias en
clitoris / labios
menores

fimosis o estenosis /
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masculino

Digestivo

Higado

Pulmonar

Muscular,
fascia

Hematologico

e

inmunoldgico

Otros

cicatrices de uretra o
meato

Membrana esofagica

Estenosis hasta 1/3
medio
(documentados por
endoscopia o
contraste)

Bronquiolitis
obliterante (BO)
diagnosticada por
biopsia

Fascitis, rigidez o
contracturas
articulares
secundarias a
esclerosis

BO diagnosticada por
espirometriay
radiologia

Miositis 6 polimiositis
(requiere biopsia)

Insuficiencia pancreatica Anorexia,

exocrina nauseas,
vomitos,
diarrea,
pérdida de
peso, retraso
crecimiento

(nifos)

Bilirrubina
total, fosfatasa
> 2 veces el
limite superior
dela
normalidad (N)

AST 6 ALT > 2 x
N

Bronquiolitis
obliterante
con neumonia
organizada

edema, calambres, artralgia,
artritis

Trombocitopenia, eosinofilia,
linfopenia,
hipo/hipergammaglobulinemia,
autoanticuerpos

Ascitis, derrame pleural o
pericardico, neuropatia,
sindrome nefrético, miastenia
gravis, alt conduccién a nivel
cardiaco, miocardiopatia

Otros indicadores, manifestaciones clinicas o complicaciones relacionadas con EICHc (indicar puntuacion 0 a 3 segun

que el grado de afectacion sea leve, moderado o severo)

Membrana esofagica

Ascitis

Derrame pericardico

Sindrome nefrético

Derrame pleural

Neuropatia periférica
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Miastenia gravis Miocardiopatia Eosinofilia > 0.5 x 109/L

Polimiositis Alteraciones en la conduccion Afectacion arteria coronaria

Plaquetas < 100x10° /L Comienzo progresivo

Otros

SCA: superficie corporal afectada; AC: actividades cotidianas; PFH: pruebas de funcién hepatica
(bilirrubina-BT, fosfatasa alcalina-FA, ALT); QS: queratoconjuntivitis seca; LSN: limite superior de la

normalidad; PFP: pruebas de funcién pulmonar (al FEV1 y DLCO se les asigna un valor de acuerdo al

siguiente criterio: > 80% = 1; 70-79% = 2; 60-69% = 3; 50-59% = 4; 40-49% = 5; < 40% = 6)

Tabla 7: Criterios histolégicos de EICH

Organo o Criterios minimos para EICH Criterios especificos para EICH crénico
sistema agudo o activo
Higado Valoracién global de dismorfia o Ductopenia, fibrosis portal, colestasis crénica refleja
destruccion de conductos biliares de cronicidad pero no es especifico de EICH cronico.
pequeiio calibre, colestasis, inflamacion
lobular y portal.
Tubo Apoptosis en criptas Destruccidn de glandulas, ulceraciones o fibrosis submucosa
digestivo podria reflejar severidad pero no es especifico de EICHc
Piel, en Apoptosis en membrane basal /
general mtlembram,e de M.alplglo o infundibulo o
raiz de foliculo piloso
Cambios vacuolares, inflamatorios
Satelitosis
Piel, liquen Combinacidn de ortoqueratosis epidérmica o
plano-like hipergranulosis o acantosis similar a liquen plano
Inflamacién, cambios liquenoides o vacuolares en unidades
ecrinas
Piel, morfea Engrosamiento de los depdsitos de colageno en la dermis o
sclerosis pandérmica
Adelgazamiento y homogeneizacion de los septos
subcutaneos
Piel, liquen Homogeneizacion /esclerosis de las papilas dérmicas con
escleroso- depdsito de coldgeno, melanofagos en la dermis papilar e
like infiltrado linfocitico.
Piel, fascitis Engrosamiento de los septos en las fascias con inflamacion

Orofaringe /

Infiltracién de linfocitos en mucosa
(exocitosis) y apoptosis variable.

adyacente / esclerosis subcutanea
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conjuntiva

Glandulas Infiltrado linfocitario periductal con dafio de los conductos

interlobulares, fibroplasia en el estroma periductal,

salivares ) ) " ) L
inflamacién plasmocitica, destruccion de tejido acinar.

Pulmon Cicatrices con infiltracidn eosinofilica en el epitelio
respiratorio, reduccién de la luz u obliteracién de la misma;
puede ir precedido de bronquiolitis linfocitica con fibrosis
intraluminal.

Rifidn Nefropatia membranosa, enfermedad de cambios minimos

1.4. Profilaxis y tratamiento de la EICH.
1.4.1. Profilaxis.

Teniendo en cuenta las distintas fases de la EICH, se pueden disefar
estrategias encaminadas a la prevenciéon (actuando fundamentalmente sobre
las fases 1y Il o el tratamiento (manipulando las fases Il y I11) de la misma .
El factor mas importante para prevenir la EICH es la eleccion del donante mas
adecuado, teniendo en cuenta el grado de compatibilidad HLA, la edad y el
sexo del donante, entre otros factores. En relacion con el primero de ellos, la
compatibilidad HLA, numerosos estudios han confirmado que, en el contexto
del trasplante alogénico de donante no emparentado, la identidad en 8
antigenos (o alelos) A, B, C y DRB1 entre donante y receptor permite alcanzar

unos resultados clinicos similares a los del trasplante de donante emparentado.

La combinacion de un inhibidor de calcineurina, ciclosporina o
tacrolimus, con metotrexate constituye aun en la actualidad la pauta de
profilaxis estandar. La adicion de globulina antitimocitica (ATG) a la profilaxis
de EICH se ha evaluado en numerosos estudios prospectivos aleatorizados,
siendo la conclusion comdn a todos ellos que permite reducir de manera
significativa el riesgo de EICH aguda y sobre todo cronica y, por tanto, con un
impacto favorable en la calidad de vida postrasplante, pero sin incrementar la
supervivencia a largo plazo e incluso con descenso de la misma en algun
estudio en el contexto del trasplante de intensidad reducida®®"®). Otra de las

estrategias ampliamente extendidas en la actualidad para la profilaxis de EICH,
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especialmente en el contexto de trasplante con acondicionamiento de
intensidad reducida es la combinacion de tacrolimus y mofetil micofenolato, si
bien algun estudio prospectivo con un escaso numero de pacientes concluy6
gue esta combinacion no modifica el riesgo de EICH ni la supervivencia en
comparacion con inhibidores de calcineurina/ metotrexate (CNI/MTX) pero que
permite un injerto hematopoyético mas rapido“®?-. Mas recientemente, se ha
publicado sobre un total de 500 pacientes que la combinacion de rapamicina y
tacrolimus incrementa de manera significativa la supervivencia hasta el 70% a
4 afos, por lo que numerosos estudios estan empleando esta combinacion

como grupo “control” frente al que comparar nuevas estrategias.

Frente a la deplecion inespecifica de linfocitos T, es posible disefiar
estrategias de profilaxis cuyo mecanismo de accion sea mucho més selectivo,
eliminando Unicamente linfocitos activados o en proceso de mitosis, que serian
los responsables de la enfermedad injerto contra huésped en fases tempranas
del periodo postrasplante inmediato. En este sentido, se posicionarian
farmacos como bortezomib °? o Ia ciclofosfamida cuya eficacia ha permitido
incluso la realizacion de trasplantes haploidénticos con una tasa de
enfermedad injerto contra huésped similar a la de trasplantes con un mayor
grado de identidad HLA®®:192),

1.4.2. Tratamiento.

El tratamiento estandar de la enfermedad injerto contra huésped
contindan siendo los esteroides, tanto en el contexto de la EICH aguda como
cronica. Tanto en el EICH agudo como en el cronico, el tratamiento tépico
constituye una herramienta clave para el control de la sintomatologia sin tener
que recurrir al incremento del tratamiento sistémico inmunosupresor; en este
sentido, la beclometasoma dipropionato ha mostrado su eficacia en estudios
prospectivos randomizados en combinacion con dosis bajas de 6-metil-
prednisolona, aumentando la tasa de respuestas®®® e incluso la supervivencia
a un afo en pacientes con EICH agudo digestivo e incluso permite obtener un
elevado porcentaje de respuestas en ausencia de tratamiento sistémico con

5199

esteroide . Igualmente, en el contexto del EICH crdénico permite obtener

respuestas mantenidas en pacientes con afectacion del tubo digestivo®®.
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Mas alla de la primera linea, no existe un tratamiento que pueda
considerarse estandar, ni en el EICH agudo ni en el cronico, si bien en relacion
con este Ultimo se han publicado algunas guias de consenso. Concretamente,
la guia britanica identifica la fotoaféresis, la pentostatina, el rituximab, el
imatinib o los inhibidores de mTOR®®® como opciones vélidas dentro de la
segunda linea de tratamiento. En esta segunda linea, el grupo aleman incluye
también el mofetil micofenolato™®”. En todo caso, es importante tener en
cuenta el érgano afectado a la hora de seleccionar uno u otro farmaco. Otras
estrategias como daclizumab, infliximab u otros anticuerpos monoclonales
dirigidos frente a citocinas implicadas en el proceso inflamatorio se proponen
como alterativas de tercera linea de tratamiento, con las que es posible obtener
tasas de respuesta muy elevadas (67-100%) si bien la supervivencia a medio
plazo de estos pacientes se ve afectada por el elevado riesgo de

infecciones*%1%9),

2. Vitamina D y sistema inmune.

La vitamina D bioactiva o calcitriol es una hormona esteroidea conocida
por su importante papel en la regulaciéon de los niveles de calcio y fosforo asi
como en la mineralizacion del hueso. EIl término vitamina D es impreciso y
agrupa a los distintos componentes que forman parte de esta familia de
hormonas esteroideas. La vitamina D3 , también conocida como colecalciferol,
se genera en la piel de los animales cuando se absorbe la luz solar por una
molécula precursora, el 7-dehidrocolesterol. De ahi que la vitamina D no sea
una verdadera vitamina , ya que individuos con exposicion solar adecuada no
requieren suplementacion con la dieta. La forma en que se encuentra en la
naturaleza se denomina vitamina D2 o ergosterol. Ninguna de estas formas son
activas sino que requieren de una progresiva hidroxilacion en el organismo

para llegar a su forma activa, el 1,25 dihidroxicolecalciferol. (figura 5).
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Figura 5. Metabolismo de la vitamina D°

Las acciones no clasicas de la vitamina D fueron identificadas hace 30

afios, cuando se detectaron receptores para la 1,25-dihidroxivitamina D3

(200-202)

(1,25(0OH)2 D3) en varias lineas celulares Estudios posteriores

demostraron que la unién de la vitamina a estos receptores promovia

respuestas antiproliferativas y prodiferenciacion en células cancerosas ?%32%%)

Dentro del espectro de los efectos no clasicos de la vitamina D, se incluyen

acciones sobre células del sistema inmune®°>2%)

En pacientes con
enfermedad granulomatosa como la sarcoidosis, se objetivan niveles elevados

de 1,25(0OH), vitamina D3 e hipercalcemia asociada. Se observa ademas un

® Tomado de la siguiente publicacién: Mora JR, lwata M, Ulrich H. Vitamin effects on the immune
system: vitamins A and D take centre stage. Nature Reviews 2008 8: 685-698
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aumento de la enzima 25-hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa (1 a hidroxilasa). Al
contrario que en sujetos normales en los que la actividad de esta enzima esta
localizada en el rifién, en pacientes con sarcoidosis se observa actividad de la
misma en macréfagos asociados a la enfermedad®’?'%. La desrregulacién de
la 1,25 (OH)2 D3 no esta restringida a la sarcoidosis sino que constituye un
rasgo comun en muchas enfermedades granulomatosas y en algunas formas
de cancer®?). La naturaleza precisa de la interaccién entre la vitamina D y el
sistema inmune tardé muchos afios en identificarse y existen aun muchas

interrogantes sobre dicha interaccion.
2.1. Vitamina D y la inmunidad innata.
2.1.1. Macréfagos, vitamina D y catelicidina.

Junto con las células NK y los linfocitos T citotoxicos, los macrofagos y
sus pecursores monociticos juegan un papel fundamental en el inicio de
respuestas no especificas frente a organismos patogénicos o frente al dafio
tisular. Este papel consiste en fagocitar patdgenos o detritus celulares y

después eliminar o asimilar el material.

Durante muchos afios se pensé que la accibn mas importante de la
vitamina D sobre los macréfagos era debida a su capacidad para estimular la
diferenciacion de los  precursores  monociticos a  macréfagos
maduros@?3205:212213) Este concepto se apoyé en observaciones que
mostraban diferente expresion del receptor de la vitamina D (VDR) y a-1
hidroxilasa en las diversas etapas de diferenciacion de los macréfagos.
Algunos estudios muestran que los macréfagos humanos son capaces de
sintetizar 1,25 (OH)2 D3 cuando se los estimula con IFN y®@#219 |a
confirmacion de este efecto sobre los monocitos se obtuvo en 2006 cuando
Robert Modlin llevé a cabo analisis con el objeto de definir genes de inmunidad
innata especificamente modulados en monocitos por Mycobacterium
tuberculosis. VDR y el gen que codifica para la 1- a hidroxilasa (CYP27B1)son
inducidos a través de la via del receptor " toll like" 2/1 (TLR 2/1). La interaccion
de TLR 2/1 con el precursor de la vitamina D (25 OH D3) estimula la expresion
de la proteina antibacteriana catelicidina®®. La regulacion de la transcripcion

de la catelicidina mediante la union de VDR a 25 (OH)D3 es posible porque su
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gen promotor contiene un elemento funcional de respuesta a la vitamina D3
(VDRE). Este elemento solo esta presente en los primates mas desarrollados,
lo que es sugestivo de que la regulacion de la vitamina D en esta faceta de la
inmunidad innata es un evento reciente del desarrollo evolutivo®7?®)  E
mecanismo preciso por el cual la activacion TLR induce la expresion de VDR y
de 1-a hidroxilasa no esta aclarado. El analisis de los eventos involucrados en
la regulacion transcripcional de CYP27 B1 sugiere que la interaccion con TLR
involucra a la via JAK/STAT, a las quinasas MAP y al factor nuclear Kappa beta
(NF-kB) y que todo ello se produce de forma sinérgica con la induccion de
CYP27B1 por IFN y. Otros estudios proponen que la induccién de CYP27B1
por TLR2/1 se produce indirectamente a través de la IL-15 e IL17A. La enzima
24-hidroxilasa, cuya funcion es inactivar a la 1,25 (OH)2 D3, es codificada por
un gen (CYP24) que es inducido por 25 OH D3 tras su activaciéon por TLR2/1

en los monocitos®%?29),

La regulacién de la proteina antibacteriana catelicidina por 1,25 (OH) D3
se describe en una gran variedad de tipos celulares ademas de en los
monocitos: queratinocitos, células epiteliales pulmonares, células mieloides y
células del trofoblasto placentario®®. Sin embargo, los mecanismos que
controlan la sintesis local de 1,25 (OH)2 D3 varian considerablemente. Aunque
la mayoria de los estudios sobre la inmunidad innata mediada por vitamina D
se centran en el papel de VDR unido a 1,25 (OH)2 D3 como regulador pivotal
transcripcional de catelicidina, es importante saber que otros ligandos pueden
interactuar con VDR, como sucede en las células epiteliales biliares en las que
la proteina antibacteriana es inducida por VDR a través de las sales biliares.
Dado que esto proporciona estabilidad a las sales biliares, se ha propuesto
esta aplicacion de la vitamina D para el tratamiento de la cirrosis biliar

primaria®?222%),

Parece demostrado que la vitamina D es un potente estimulador de los
mecanismos asociados con la eliminacion de patdgenos y que la aparicion de
este sistema en primates (incluyendo el Homo sapiens temprano), expuestos a
abundante cantidad de luz solar, constituyé una ventaja evolutiva . De hecho,
se trata de un sistema que dispone de mecanismos claves de control ; no solo

dispone de una enzima catabdlica , la 24-hidroxilasa, que atenua las
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respuestas a 1,25 (OH)2 D3, sino que presenta mecanismos de
retroalimentacion. 1,25 (OH)2 D3 se muestra como un potente regulador a la
baja de TLR2 y TLR4 en monocitos, suprimiendo las respuestas inflamatorias
gue son activadas por estos receptores. De ahi que, utilizando CYP24 y los
mecanismos regulatorios TLR, la vitamina D ayuda a promover respuestas
inmunes innatas previniendo el dafio tisular asociado a una inflamacion

excesiva®?*?®) (figura 6).
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Figura 6. Regulacion de la respuesta inmune por la vitamina D’.
2.1.2. Células dendriticas y presentacion antigénica.

La inmunidad innata es responsable de la presentacion de antigenos
resultantes de la eliminacién de patégenos y de restos tisulares a las células
pertenecientes a la inmunidad adaptativa. Aunque existen varios tipos tisulares
gue pueden desempefiar esta mision, las mas reconocidas de las células
profesionales presentadoras de antigenos son las células dendriticas. La
expresion de VDR en células purificadas dendriticas fue comunicada por
primera vez en 1987%?®. Estudios realizados posteriormente purificando células
dendriticas de la piel (células de Langerhans) evidenciaron que la 1,25 (OH)2

D3 podia atenuar el efecto de la presentacién antigénica®”. Sin embargo, el

" Tomado de la siguiente publicacién: Mathieu C, Adorini L. The coming of age of 1,25 dihydroxivitamin
D analogs as immunomodulatory agents. TRENDS in Molecular Medicine 2002: 1-6.
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papel de la vitamina D y sus metabolitos no fue dilucidado hasta el
advenimiento de los modelos de células dendriticas derivadas de monocitos.
En el afo 2000, estudios paralelos de los grupos de Adovini y Kunner
mostraron que la 1,25 (OH)2 D3 y sus analogos sintéticos inhibian la
maduracion de las células dendriticas derivada de monocitos, suprimiendo su
capacidad para presentar antigenos a las células T®*2%9) Con base en estas
observaciones, se propuso que la vitamina D podria promover la tolerancia y
esto fue estudiado en modelos de trasplante de islotes pancreaticos en los que
se observé menor tasa de rechazo en ratones tratados con vitamina D@, Esta
respuesta parece ser debida a una maduracion disminuida y a la afectacion
concomitante de los linfocitos T supresores o de las células T reguladoras @Y.
Otros datos indican que las células dendriticas expresan 1-alfa hidroxilasa de
forma similar a los macréfagos®?. La expresion de 1-a hidroxilasa y su
actividad se incrementa conforme se produce la diferenciacién de la célula
dendritica hacia un fenotipo maduro®®®. El tratamiento con 25 (OH) D3 suprime
la maduracioén de las células dendriticas e inhibe la proliferacion T, confirmando
la existencia de una via intracrina para la vitamina D similar a la observada en
macrofagos. Las células dendriticas maduras muestran bajos niveles de VDR
en relacion con las células dendriticas inmaduras o con los monocitos. Sin
embargo, sintetizan elevados niveles de vitamina D que actuaria sobre las
células dendriticas inmaduras, con alta expresion de VDR, previniendo su
futuro desarrollo. De este modo, la expresién de VDR y la accién paracrina de
la vitamina D permitiria por un lado una inicial presentacién antigénica y
respuesta de los linfocitos T y, por otro lado, el bloqgueo madurativo de las

células dendriticas, impediria la sobreestimulacién de los linfocitos T@%%.

Las células dendriticas mieloides son las presentadoras de antigenos
mas eficaces y las células dendriticas plasmacitoides son las mas
relacionadas con la tolerancia antigénica. La 1,25 (OH)2 D3 regula
preferentemente las células dendriticas mieloides, con lo que parece que el
efecto mas importante de la vitamina D es suprimir la activacion de células T.
Aunque los estudios sugieren una aparente insensibilidad de las células

dendriticas plasmacitoides a la 1,25 (OH)2 D3, es posible que la sintesis local
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de vitamina D por estas células podria participar en el mecanismo de

tolerancia al actuar sobre el receptor VDR expresado en células T3°2%0),
2.2-Vitamina D e inmunidad adaptativa.

Las poblaciones T y B pueden ser divididas en subpoblaciones
proinflamatorias, tales como los linfocitos T"helper'(Th)1 y Th1l7, o en
subpoblaciones antiinflamatorias, tales como los TH2 y las células B

reguladoras.
2.2.1. Vitamina D y linfocitos T.

Las células T no activadas expresan niveles indetectables de VDR, pero la
expresion del receptor se incrementa cuando la célula T prolifera tras la
activacién antigénica. La 1,25(0OH)2 D3 inhibe preferentemente las células T
"helper”, un subtipo de linfocito T efector estrechamente asociado con

respuesta inmune celular®?,

Varios estudios posteriores confirmaron esta
observacion y demostraron que el perfil de citoquinas de las células T humanas
tratadas con 1,25 (OH)2 D3 las identifica como células Th2, un subtipo de
linfocitos T asociado a inmunidad mediada por autoanticuerpos®%%?)  La
conclusién de estas observaciones es que la vitamina D podria limitar el
potencial dafio tisular asociado a las respuestas inmunes Thl. Sin embargo, la
validez de esta generalizacion fue cuestionada en modelos de ratén en los
cuales la vitamina D era capaz de inhibir las citoquinas asociadas a Thl (INF
gamma) y a Th2 (IL-4) ®*®_ Se ha observado en modelos animales en los que
las células inmunes no expresan VDR que existe una poblacién muy reducida
Thl. A lo largo de los afos, el repertorio de las células T se ha ido
incrementando con la caracterizacion de otro linaje celular diferente a Thl y
Th2, las células Th17, que segregan IL-17 y que tienen un papel esencial para
combatir ciertos patdgenos, participando ademas en mecanismos de dafio

tisular y de inflamacion®*424%,

El papel de la vitamina D como reguladora de
esta poblacion no esta bien delimitado pero es interesante sefialar que en
modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal el tratamiento con
vitamina D reduce la expresién de IL-17, mientras que la alteracidbn genética
qgue lleva a la pérdida de CYP27B1 y, por tanto, a la produccion de 1,25(0OH)2

D3 produce la elevacion de esta citoquina®®?*"). De ahi que sea posible que la
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vitamina D ejerza sus efectos sobre la inflamacion y la enfermedad autoinmune
a través de la regulacién de las células Th1l7. Un cuarto grupo de células T
CD4 ejerce funciones méas supresoras que efectoras y se conocen como
células T reguladoras. Teniendo en cuenta su papel supresor de la proliferacion
T, se sugirié que la vitamina D podria tener efecto sobre ellas y , en 2002, se
demostré que la 1,25 (OH)2 D3, en conjuncién con los esteroides, estimulaba
la produccion de IL-10 por las células T reguladoras CD4+CD25+?4249)  Otros
estudios indicaban que la vitamina D producia una diferenciacion preferencial T
reguladora en relacion con la induccibn de células dendriticas

tolerogénicas®%%39),

Sin embargo, parece probado que la vitamina D
incrementa la secrecion de IL-10 y de TLR9 por las células T reguladoras, con
lo que de algin modo constituye un sistema que une las respuestas inmunes y

adaptativas®?.

Por el contrario, las células T CD8+ muestran una pobre respuesta a la
1,25 (OH)2 D3®@3¥:2224 A pesar de la importante expresiéon de VDR que
presentan , la 1,25 (OH)2 D3 no parece tener un impacto significativo en
modelos animales como la encefalomielitis experimental autoinmune en los que

estan implicadas las células T CD8+(%%52%0),

Ademas de su efecto sobre determinadas poblaciones T, estudios
recientes muestran que la vitamina D puede ejercer también un efecto sobre el
fendmeno de "homing" o tropismo de las células T por tejidos especificos®®”.
Parece que la vitamina D inhibe la migracion de las células T a ganglios
linfaticos. Es posible que tenga también un papel activo en la afluencia de
linfocitos T a la piel regulando al alza el receptor 10 de citoquinas (CCR10),
cuyo ligando CCL27 es expresado por queratinocitos epidérmicos. Esta accion
sobre el fendbmeno "homing" se produce tanto por la 25 (OH) D3 como por la
1,25 (OH)2 D3y los autores sugieren que tanto las células dendriticas como los
linfocitos T son la fuente de actividad 1 alfa hidroxilasa'®*®. Sin embargo, la
vitamina D parece ejercer un efecto negativo sobre las citoquinas y sus
receptores en el tracto gastrointestinal. Parece que esta accidon es altamente
selectiva sobre las células T ya que estudios mas recientes sobre ratones
carentes del gen VDR han demostrado una migracion aberrante de células T

CD8, lo que parece aumentar el riesgo de colitis en estos ratones®®?.
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2.2.2. Vitamina D vy linfocitos B.

Ademas de la funcidn clasica de los linfocitos B como precursores de
células plasmaticas productoras de anticuerpos y, por tanto, como subtipo
celular sobre el que asienta la inmunidad humoral, se han descrito poblaciones
de linfocitos B cuya principal funcion es la produccion de IL-10 y que podrian
corresponder a subpoblaciones B reguladoras. Algunos modelos animales de
enfermedades autoinmunes han revelado que las células B reguladoras
productoras de IL-10 pueden suprimir los procesos inflamatorios. La IL-10
derivada de células B parece importante para la generacion y mantenimiento
de las células T reguladoras. En modelos en los que se bloquea la maduracion
de células B, existe una capacidad reducida para la induccion de tolerancia y
esta incapacidad estéd asociada con un potencial inadecuado de generacion de
células T reguladoras FoxP3+. Estos hallazgos son corroborados por modelos
murinos de artritis en los que la deficiencia de IL-10 derivada de células B
exacerba la enfermedad y presentan bajos niveles de células T reguladoras,
que se restablecen con la transferencia de células B productoras de IL-10%%"
267 Déficits en la funcion y frecuencia de células B reguladoras se han

comunicado en la esclerosis mltiple y en el lupus eritematoso sistémico 268270,

Al igual que las células T, las células B activas expresan VDR. Tal como
se mostré en estudios experimentales, las células B en reposo presentan bajos
pero claramente detectables niveles de ARNm para VDR®"?23)_ Después de la
incubacion con anti CD40/IL-21, se observa un incremento en la expresion de
VDR. La adicion de 1,25 (OH)2 D3, duplica la expresion de ARNm para VDR.
VDR parece ser funcional en células B activadas, lo que se concluye de la
induccién de ARN m para CYP24A1 en presencia de 1,25 (OH)2 D3%™. Estos
datos indican que el mecanismo de retroalimentacion negativo es operacional
en células B, dado que el ARNm para CYP24AL1 no es detectable en células B
en reposo. La adicién al sobrenadante de cultivos celulares de células B
activadas durante 48 horas genera la produccion de 1,25 (OH)2 D3, debido a la
presencia de CYP27B1 en el sobrenadante®”®. Las células B activadas son,
por tanto, capaces de metabolizar la vitamina D y responder a su componente
activo. Los estudios iniciales indicaban que la 1,25 (OH)2 D3 podria regular la

produccion de células B y la secrecién de inmunoglobulinas, de forma indirecta
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o de forma directa. La vitamina D podria actuar directamente sobre las células
plasmaticas, aunque se conoce poco sobre la expresion de VDR en estas
células. Estudios sobre perfiles de expresion génica en células plasmaticas
circulantes en pacientes con LES revelan que VDR esta regulado al alza en
relacion con las células B virgenes memoria®™. La vitamina D parece interferir
directamente en la generacion de células plasméticas, pero es menos probable
su efecto sobre la induccion de la apoptosis de células plasméaticas o sobre la
inhibicion de la secrecién de inmunoglobulinas . Estudios en los que se cultiva
célula B purificadas en presencia de vitamina D evidencian un descenso en el
porcentaje y en el nUmero absoluto de células plasmaticas asi como en los
niveles de IgA, 1gG e IgM, siendo los resultados contradictorios con IgE?762%8%,
La formacion de linfocitos B memoria también se ve inhibida por la 1,25 (OH)2
D3. Por tanto, los resultados de la vitamina D sobre las células B podrian
resumirse como disminucion del "pool" de células B memoria e inhibicion de la
generacion de células plasmaticas, con el consecuente descenso en la
secrecion de anticuerpos. Sobre células B virgenes, que constitutivamente
expresan VDR y CYP27B1, la respuesta a la vitamina D consiste en incremento
en la expresiéon de VDR , de 25 (OH) D3 y de la enzima degradante de 1,25
(OH)2 D3 CYP24AL1. Después de la activacion , mejora la expresion de VDR y
CYP27B1, lo que incrementa el nivel de 1,25 (OH)2 D3 y estimula el
mecanismo de retroalimentacibn negativo a través del aumento de
CYP24A1%™ . La participacion de las células B reguladoras en la homeostasis
inmune ejercida por la vitamina D parece confirmarse en modelos murinos de
enfermedades autoinmunes en los que se requiere una via funcionante
mediada por IL-10 para garantizar el efecto sobre la enfermedad de la 1,25
(OH)2 D3#223) Todas estas acciones sobre las células B se refuerzan de
forma indirecta a través de su efecto sobre los linfocitos T "helper".

2.3. Huella genética de la vitamina D en el sistema inmune.

El andlisis profundo genémico ha permitido definir una nueva perspectiva
sobre la vitamina D y su funcion en el ser humano. En los macréfagos, la
descripcion de niveles incrementados de VDR y de 1 a hidroxilasa (CYP27B1)
tras un desafio patogénico subrayo la importancia de sistema intracrino de la

(284,285)

vitamina D como mediador de la respuesta inmune Se sabe
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actualmente que los macrofagos y las células dendriticas son capaces de
responder a la 25 (OH) D3, el mayor metabolito circulante de la vitamina D, lo
que proporciona un vinculo entre lestas células y la vitamina D en los
humanos. La identificacion de cientos de genes dianas para la 1,25 (OH)2 D3
en células inmunes ha aportado también una nueva perspectiva sobre el papel

de la vitamina D en el sistema inmune adaptativo.

El primero de los estudios genomicos centrado en acciones
extraesqueléticas de la vitamina D fue publicado por John White y
colaboradores en la universidad McGill de Montreal y utilizé una combinacion
de arrays de DNA sobre genes regulados por la 1,25 (OH), D3 y estrategias in
silico ®82%)_ E| analisis profundo de las secuencias dianas que son capaces de
ligar a VDR revela elementos de respuesta (VDRE) que se localizan junto a
genes promotores de proteinas antibacterianas como la catelicidina (CAMP) y
la beta defensina 2 (DEFB4). S6lo CAMP parece ser inducida
transcripcionalmente en monocitos “*?. El mecanismo subyacente para la
regulacion diferencial de CAMP y DEFB4 por la 1,25 (OH)2 D3 fue determinado
en estudios posteriores. ElI primero de ellos describia la expresion
incrementada en monocitos de DEFB4 tras tratamiento con 1,25 (OH),D3 e IL-
1. Se requeria para ello la ocupacion cooperativa de VDRE por el NF-kB y por
otro lado la unién de VDRE con el gen promotor de DEFB4®#*¥ | La importancia
de NF-kB y de VDR como coinductores de la transcripcion de DEFB4 fue
reforzada posteriormente en estudios sobre la proteina NOD2 de los patégenos
intracelulares, inducida transcripcionalmente por la 1,25 (OH)2 D3, Las
células tratadas con 1,25 (OH), D3 y con el ligando de NOD, MDR, un producto
de la pared de los microorganismos Gram+ y Gram-, muestran una potente
induccion de DEFB4 dependiente de NF-Kbeta ?°¢%7  Sin embargo, la
induccion de CAMP es primariamente dependiente de la uniéon de VDR al
promotor VDRE. El elemento VDRE inicialmente identificado como el promotor
de CAMP parece ser especifico de los primates humanos y subhumanos®®®.
La adquisicién de un elemento VDRE para el gen CAMP parece haber ocurrido
por la introduccién de un elemento nuclear (SINE) que puso a CAMP bajo el
control del receptor VDR. Esta adaptacion especifica de los primates se ha

conservado en humanos y en primates del Viejo y del Nuevo Mundo, sugiriendo
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que el mecanismo transcripcional regulatorio de CAMP por la vitamina D
confiere ventajas bioldgicas. Se asume que este mecanismo podria estar
potentemente activado por los relativamente elevados niveles de 25 (OH)D3 y
de 1,25 (OH), D3 gue son caracteristicos de los primates no humanos. En el
hombre moderno, en el que el status de vitamina D es mas variable, el
mecanismo antibacteriano podria ser menos efectivo. Puesto que hay un
mecanismo hipotético que apoya el beneficio de la suplementacién con
vitamina D en la inmunidad innata, la cuestion mas importante radica en qué
variacion de los niveles de 25 (OH)D3 es capaz de producir una respuesta
inmune conducida por su metabolito activo 1,25 (OH),D3 y VDR. Para las
células, el reconocimiento y la respuesta a los patdégenos implica la
identificacion de patrones moleculares asociados a vigilancia de patégenos
(PAMPs) mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Entre
estos receptores se encuentra la extensa familia de los receptores "Toll like"
(TLR), proteinas trasmembrana no cataliticas que interaccionan con
especificos PAMPs®?®?. Muchos genes de macréfagos podrian estar regulados
diferencialmente por una lipoproteina de 19 Kd tipo PAMP que interacciona con
TLR1/2. En estudios genomicos sobre modelos de infeccion tuberculosa, el
estimulo TLR2/1 a través de esta lipoproteina induce la expresion de CY27B1ly
VDR, sugiriendo que en la respuesta macrofagica a Mycobacterium
tuberculosis esta implicado el sistema enddgeno intracrino de la vitamina D.
Los macréfagos tratados con el ligando TLR1/2 son reactivos a las formas 1,25
(OH)2 D3 y 25(0OH) D3 de la vitamina D, confirmando la eficacia funcional del
modelo intracrino. La inhibicién de la actividad 1 a hidroxilasa bloquea la accién
de la 25 (OH) D3, subrayando la importancia del metabolismo celular especifico
como determinante de la inmunorregulacion de la vitamina D®. La
estimulaciéon de TLR1/2 por Mycobacterium tuberculosis produce ademas la
induccion de la enzima catabdlica de la vitamina D (CYP24A1) y de la proteina
antibacteriana CAMP. La expresion de la otra proteina antibacteriana DEFB4
es resultado de la accién cooperativa entre la via TLR1/2, 1l-1, la via NOD2
MDP. Las proteinas antibacterianas tales como CAMP y DEFB4 juegan un
papel crucial en la muerte intracelular bacteriana mediada por vitamina D. Los
monocitos tratados con concentraciones crecientes del peptido CAMP

muestran una reduccién dosis dependiente de la internalizacion de
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Mycobacterium tuberculosis y una inhibicion similar en macréfagos sucede en
presencia de 25 OH D3, siendo este efecto interrumpido por los antagonistas
de VDR®®). La vitamina D y sus anélogos son capaces de promover autofagia,
siendo muy importante esta induccibn para provocar respuestas
antibacterianas a través de la vitamina D en la infeccion tuberculosa. La
sintesis intracrina de 1,25 (OH), D3 parece regular la expresion de otra
proteina antibacteriana, la hepcidina (HAMP) ©°*3%2) | 3 mayor funcién atribuida
a HAMP parece ser la supresion de la proteina de membrana ferroportina, la
Unica exportadora de hierro intracelular. Este vinculo en células como los
enterocitos, hepatocitos y monocitos juega un papel clave en la denominada
anemia de proceso cronico®?. Dado que los patédgenos como las bacterias
utilizan el hierro para mantener el crecimiento, la restriccion del hierro de la
circulacién proporciona una respuesta importante del huésped a la infeccion
sistémica®?. Sin embargo, para patdgenos tales como Mycobacterium
tuberculosis que evaden la vigilancia inmunologica a nivel intracelular, la
acumulacion de hierro en este entorno puede promover el crecimiento de
patdgenos intracelulares. La vitamina D en sus formas 25 OH D3 y 1,25 (OH)2
D3 suprime la transcripcion de HAMP en monocitos y hepatocitos, lo que lleva
a la liberacion del bloqueo a la ferroportina dependiente de HAMP,
favoreciendo el transporte del hierro y disminuyendo la concentracién del

mismo a nivel intracelular®®®,

La vitamina D ejerce también un efecto regulador sobre los monocitos
disminuyendo la expresiéon de TLR2 y TLR 4 en los mismos, lo que promueve
mecanismos de control que limitan la actividad antibacteriana y otras
respuestas inmunes. De este modo se previene la sobreelaboracion de la
respuesta inmune®®. La induccién por VDR en monocitos de CAMP y DEFB4

asi como la supresién de HAMP parecen especificas de primates®®?,

Los neutréfilos expresan VDR pero, al contrario que los monocitos y
macrofagos, no parecen expresar una enzima 1 a hidroxilasa funcional y no

estan sujetos a una activacion intracrina del sistema de la vitamina D.

Las células dendriticas, que pertenecen al mismo linaje hematopoyético

de los monocitos y de los macrofagos, expresan VDR y CYP27B1 y exhiben un
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D307 Tal como se ha comentado

sistema activo intracrino de vitamina
anteriormente, las células dendriticas utilizan un sistema paracrino de vitamina
D, en el que la diferenciacién hacia célula presentadora de antigeno implica
incremento de CYP27 B1 y paradéjicamente disminucion en la expresion de
VDR ©%®_ por tanto, las células inmaduras expresan VDR y responden a la
1,25 (OH)2 D3 producida por células maduras, con baja expresion de VDR. Tal
mecanismo persigue la maduracion de la célula dendritica y la promocion de la
activacion T y previene la sobreelaboracion de la respuesta inmune. Ademas,
la vitamina D ejerce un efecto diferencial segun se trate de una célula
dendritica mieloide, derivada de monocitos o plasmacitoide. Las primeras son
promotoras de la funcién de las células T virgenes ©° mientras que las
plasmacitoides estdan mas relacionadas con la atenuacion de la funcion de las
células T ©19 Todas ellas expresan niveles similares de VDR. In vitro, la 1,25
(OH), D3 regula preferencialmente la funcién de las células dendriticas
mieloides, suprimiendo la activacion de las células T virgenes. La vitamina D
generada por las células dendriticas plasmacitoides no interviene en su
maduracion pero actia de forma paracrina sobre células T que expresan VDR
(1D El efecto dominante en células dendriticas derivadas de monocitos es la
induccién de proteinas del citoesqueleto de forma similar a lo observado con
los glucocorticoides y activaciéon de vias metabdlicas tales como la de del

catabolismo de los carbohidratos y neoglucogénesis ©?.

En cuanto a la inmunidad adaptativa, las observaciones iniciales que
relacionaban a la vitamina D con el sistema inmune demostraron la presencia
de VDR en linfocitos activados. El desarrollo linfocitario tiene lugar en el timo
con la expresién de VDR en timocitos medulares®*®. Sin embargo, una vez que
las células abandonan el timo y se incorporan a la circulacion como células T,
la expresion de VDR se pierde hasta que estas células son activadas y
proliferan por mitégenos ©*3%), La 1,25 (OH), D3 es un inhibidor potente de la
proliferacion T, bloqueando la transicion en el ciclo celular de la fase temprana
G1 a la fase tardia. Se ha observado que la expresién de VDR y la capacidad
de respuesta a la 1,25 (OH), D3 son proporcionales a la tasa de proliferaciéon

celular ¥ Como se ha mencionado anteriormente, el efecto predominante de
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la vitamina D sobre la funcion inmune adaptativa consiste en la modulacion del

fenotipo T "helper".317-321)

La vitamina D también puede actuar sobre células T CD8 citotoxicas que

R®22323)  En ratones, las células CD8

expresan niveles elevados de VD
expresan la enzima activadora de vitamina D, 1- a- hidroxilasa ©*¥. Sin
embargo, en modelos experimentales de enfermedades autoinmunes mediadas
por linfocitos CD8, la vitamina D no parece representar algun papel. Recientes
estudios han mostrado un vinculo entre la vitamina D y una variante de las
células T CDB8, las células CD8 alfa alfa, que no son citotoxicas y juegan un
papel en la supresion de la inflamacién gastrointestinal®®®. Los ratones que no
expresan VDR exhiben bajos niveles de CD8aa, debido a la expresion
descendida del receptor de quimoquinas CCR9, previniendo el aflujo de células
T al tracto gastrointestinal. Ya se ha mencionado el efecto sobr el fendmeno
"homing" de células T ©®%). Los metabolitos de la vitamina D influyen en el
"fendmeno homing" T en otros tejidos. En la piel, la 1,25 (OH), D3 estimula la
expresion del receptor de quimoquina 10 (CCR10), que reconoce la

@27 Ademas de actuar

quimoquina CCL27 secretada por los queratinocitos
como moduladora del fenotipo Th y su funcion, la vitamina D puede actuar
sobre la inmunidad adaptativa promoviendo a las células T supresoras
conocidas como células T reguladoras®?®32%._ Se ha descrito también un efecto
directo de la 1,25 (OH), D3 mediante la generacién de CTLA4 en células T
reguladoras®®®. En algunos estudios, se sefiala la importancia en este efecto
de la vitamina D sobre la interaccion entre células dendriticas y T reguladoras
de la proteina de unién DBP, concluyendo que la forma no unida a dicha
proteina es la biol6gicamente activa para la generacibn de células T

reguladoras 39,

Como se ha comentado anteriormente, estudios tempranos establecieron que
la 1,25 (OH), D3 podria suprimir el desarrollo de las células B productoras de
inmunoglobulinas siguiendo el estimulo antigénico®?. Esto podria ser debido
a un mecanismo indirecto a través de la inhibicion Th o a través de un efecto
directo de supresion de la diferenciacion de las células B en dos de sus tipos,

las células memoria y las células plasmaticas. Analisis de arrays han
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identificado también a VDR como parte de los genes involucrados en la

formacién de centros germinales B 33338),

2.4. Estatus de la vitamina D y funcién inmune.

La mayoria de los andlisis gendmicos profundos que exploran los efectos
inmunomoduladores de la vitamina D in vitro se han focalizado en los
tratamientos que utilizan 1,25 (OH), D3 o sus sintéticos analogos. Sin embargo,
la induccién por patégenos de un sistema intracrino tal como el de los
monocitos/macréfagos sugiere que la regulacion in vivo es independiente de la
1,25 (OH), D3 sistémica. Probablemente, este sistema esté conducido
inicialmente por la activacion local de la 25 (OH) D3, la forma circulante
mayoritaria de la vitamina D y determinante del estatus de la vitamina D en

cada individuo.

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la insuficiencia en
vitamina D (niveles séricos inferiores a 30 ng/ml) se asocia con riesgo
incrementado de tuberculosis ®*3*2_ |os ensayos clinicos con suplementos de
vitamina D afiadidos a la antibioterapia convencional han presentado un éxito
variable. Cuando se empleaban 10000 Ul diarias de vitamina D, se demostr6
que las concentraciones séricas de vitamina D ascendian en pacientes
tuberculosos, pero no mejord el tiempo de conversién del esputo frente a los
pacientes incluidos en el grupo placebo. Sin embargo, en un subgrupo
especifico de enfermos con un polimorfismo de un Unico nucleétido Tagl en el
gen VDR si se demostrd dicha reduccion, sugiriendo que factores genéticos

pueden influir en la respuesta inmune al suplemento con vitamina D ©*2.

El vinculo entre vitamina D e infeccion no esta restringido a pacientes
con tuberculosis. En pacientes con sepsis, los niveles circulantes de 25 (OH),
D3 se correlacionan con las concentraciones séricas de CAMP e inversamente
con enfermedad critica en estos pacientes ®***%). Bajos niveles de 25 (OH)D3
estan vinculados a infecciones respiratorias como la gripe y, en pacientes con
insuficiencia renal cronica, se correlacionan con un aumento de la tasa de

infeccién y mortalidad ©49.
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La aplicacion de los analisis gendmicos profundos para evaluar el
impacto del estado sérico de la vitamina D en la funcion inmune es limitada.
Los analisis de arrays de expresion génica en células mononucleares
sanguineas de pacientes con niveles adecuados de vitamina D y con niveles
insuficientes revelan diferencias en la expresion de genes. Sin embargo,
después del suplemento con vitamina D, no se corrige esta diferencia en la
expresion génica, incluso aunque se hayan incrementado los niveles séricos de

vitamina D en los pacientes insuficientes G47.

En modelos animales, los analisis profundos de las respuestas inmunes
cuando existe un status alterado de la vitamina D presentan también
limitaciones®*®. Los ratones deficientes en vitamina D muestran una expresion
disminuida de angiogenina 4, una proteina antibacteriana que actia
minimizando la invasion de los tejidos por bacterias entéricas. Esto conlleva
elevados niveles de bacterias en el epitelio del colon y supone un compromiso
de la vigilancia inmune innata ©*°. Esta desrregulacién de la respuesta a las
bacterias entéricas parece presentar un vinculo con el inicio de la inflamacion
tisular asociada con algunos tipos de enfermedad inflamatoria intestinal. Es
posible que la vitamina D juegue un papel en la proteccion contra esta

enfermedad induciendo la proteina antibacteriana angiogenina 4 59,

Un reciente estudio sobre casi 34000 individuos muestra que los
polimorfismos de un uUnico nucleétido en el gen DBP son la clave del
condicionamiento genético del status bajo en vitamina D (niveles de 25 (OH)
D3 inferiores a 75 mM o 30 ng/ml). Variaciones genéticas en DBP influyen
sobre las concentraciones séricas de la proteina DBP, que, a su vez, estan
ligadas a los niveles séricos totales de 25 (OH) D3 y 1,25 (OH), D3. Las
variaciones genéticas de la proteina DBP podrian estar relacionadas con
diferentes afinidades de la 25 (OH) D3 con la proteina DBP ®%12%3)_ | a fraccién
libre no unida a DBP parece ser la forma en que la vitamina D accede a células
dianas como los monocitos, presumiblemente mediante difusion pasiva a través
de las membranas celulares por su composicion lipidica soluble (hipétesis de la
"hormona libre"). Las respuesta antibacterianas a 25 (OH) D3 son mas
acusadas con formas de DBP de baja afinidad que implican niveles elevados
libres de 25 (OH) D3 (54:3%%),
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2.5. Vitamina D y patologia humana.

Clasicamente se ha considerado que la vitamina D podia tener un papel en el
tratamiento de pacientes con sintomas de enfermedad 6sea , tales como el
raquitismo del nifio y la osteomalacia D el adulto, con niveles de vitamina D
inferiores a 25 nM . Aflios mas tarde se observd que niveles circulantes de
vitamina D inferiores a 75 nM se correlacionaban inversamente con los niveles
de hormona paratiroidea, con lo que se fij6 este nivel de vitamina D para hablar
de estado de insuficiencia de vitamina D ®**3%", Cuando hablamos de niveles
circulantes de vitamina D, hacemos referencia a la 25(0OH)D3, ya que las
concentraciones séricas de 1,25 (OH), D3 estan definidas por los reguladores
endocrinos de la enzima activadora de la vitamina D, la 1 a hidroxilasa; de ello
se deriva que el estado de vitamina D puede variar significativamente

dependiendo de factores econémicos, sociales y geograficos 8.
2.5.1. Vitamina D e infeccion.

La confirmacién de que la vitamina D inducia respuestas en las que
participaba la inmunidad innata a través de la activacion de la via TLR por
Mycobacterium tuberculosis proporciond una explicacion para la observacion
del efecto beneficioso de la exposicion a la luz ultravioleta en los pacientes
tuberculosos. En estudios in vitro, el suplemento con una Unica dosis oral de
2,5 mg mejoraba la capacidad de los macréfagos para combatir la infeccién

por micobacterias %%

. El beneficio potencial de la vitamina D en el tratamiento
de la tuberculosis se testé en un ensayo clinico en el que se suplementaba a
los pacientes tuberculosos con 0,25 mg de vitamina D, demostrandose que se
reducia el tiempo de conversion del esputo de positivo para la micobacteria a

negativo G,

La lepra, como la tuberculosis, es el resultado de una infeccién por
micobacterias y puede subdividirse en dos subtipos: lepra tuberculoide (T-lep) y
lepra lepromatosa (L-lep). Los analisis de arrays de ADN definen dos tipos de
perfiles genéticos para ambos subtipos: elevada expresion de CYP27B1,
CYP24Al y VDR en T-lep frente a un sistema D intracrino intacto en T-lep, que
es capaz de apoyar las respuestas antibacterianas a la vitamina D. En L-lep,

caracterizada por un alto nivel de infeccibn macrofagica y peor prondstico, al
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estar el sistema intracrino de la vitamina D alterado, la elevacion de la 25 (OH)
D3 sérica es menos efectiva para promover la regulacién intracrina de las
respuestas antibacterianas. Se desconoce por qué se produce esta alteracion
en pacientes con L-lep®¥%% Una posibilidad es que el perfil de citoquinas de
las células T caracteristico de la L-lep (IL4, IL10 e INF o/f) ejerza un efecto

perjudicial en la via TLR1/2-sistema de la vitamina D #¢3¢2),

No esta claro qué efecto, si hay alguno, presentan los patégenos virales
tales como la hepatitis C y el VIH sobre las acciones inmunes y adaptativas de
la vitamina D en el sistema inmune, aunque la infeccion por VIH de algunas

células parece suprimir la expresion de VDR 3530,

Los pacientes con enfermedad renal cronica en estadios finales y
sometidos a hemodidlisis presentan alto riesgo de infeccion y mortalidad
asociada. Estos pacientes son deficientes en vitamina D. Notablemente, los
niveles circulantes del factor de crecimiento fibroblastico (FGF23), que juega un
papel clave en la regulacién endocrina de la homeostasis del fosfato, estan
elevados de forma muy temprana en la enfermedad renal ©¢7*%®_Una de sus
acciones es inhibir la produccién de 25 (OH)D3 renal a través de la supresién

s 389370 Ademas

de CYP27B1, siendo este efecto directo sobre los monocito
de proporcionar una explicacion para el aumento del riesgo de infeccion en
pacientes con enfermedad renal crénica, estos resultados sugieren un vinculo

entre el sistema de la vitamina D y su antitesis endocrina.
2.5.2. Vitamina D y enfermedades inmunes
2.5.2.1 Vitamina D y esclerosis mdltiple.

Existen varios estudios epidemiolégicos en los que se comunica una
asociacion entre la insuficiencia de vitamina D y la incidencia y/o severidad de

@) Estas

la enfermedad autoinmune denominada esclerosis mdultiple
observaciones han sido reforzadas por el andlisis de modelos animales tales
como el de la encefalomielitis experimental autoinmune del ratén, que mostraba
un incremento en la severidad de los sintomas con la restriccion de la vitamina
D de la dieta. La administracion de 1,25 (OH), D3 a los ratones confiere

proteccion a los mismos a través de su efecto sobre la sintesis de citoquinas y
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sobre la apoptosis de células inflamatorias. Como hemos mencionado
anteriormente, parte de esta accion de la vitamina D es dependiente de la
actividad de la IL-10 ®72379),

2.5.2.2. Vitamina D y diabetes tipo 1.

Los resultados publicados sugieren que existe un vinculo entre el déficit
de la vitamina D y otra enfermedad autoinmune, la diabetes mellitus tipo 1,
habiéndose comunicado en adolescentes con esta enfermedad bajos niveles
de 25 (OH)D3 ®®%"®  varios estudios indican que algunos haplotipos VDR
confieren proteccion contra la diabetes y mas recientemente se ha comunicado
que las variantes genéticas de CYP27b1 afectan a la suceptibilidad de padecer
diabetes tipo 1 ©7%%9 En modelos de ratén de diabetes tipo 1, se ha
evidenciado una mayor severidad de la enfermedad en condiciones de

restriccion de vitamina D ®8V.
2.5.2.3. Vitamina D y enfermedad de Crohn.

Las respuestas inmunes desrreguladas observadas en enfermedades
inflamatorias intestinales tales como la enfermedad de Crohn parecen estar
ligadas a la vitamina D. Los pacientes con enfermedad de Crohn presentan
niveles descendidos de 25 (OH) D3 #8234 En varios modelos animales se ha
demostrado que la 1,25 (OH)2 D3 juega un papel fundamental en la
fisiopatologia de formas inducidas de enfermedad inflamatoria ©%°3%7. La
expresion de 1 alfa hidroxilasa ha sido detectada en el colon humano,
encontrandose la enzima activadora de vitamina D regulada al alza y su
expresion asociada a niveles elevados de 1,25 (OH)2 D3 en pacientes con
enfermedad de Crohn, indicando que, como en casos de sarcoidosis, la
sintesis localizada del metabolito de la vitamina D puede pasar a la circulacién

(388) | os estudios actuales tienden a

en casos de enfermedad persistente
considerar que en la iniciacion del mecanismo inmune iniciador de la
enfermedad de Chron se implican respuestas inmunes aberrantes contra la
microbiota entérica, en las que podria influir la vitamina D con su efecto sobre

la inmunidad innnata y sobre la inmunidad adaptativa 89,

2.5.3 Vitamina D en hemopatias malignas.
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Experimentos en los que se tratan lineas celulares de células madres
hematopoyéticas y lineas celulares leucémicas con la forma activa de la
vitamina D demuestran un incremento en la diferenciacibn monocito/macréfago
y un aumento en el nimero de células maduras que no se evidencia en ratones
que carecen de VDR ®%2%9) Después de su unién al analogo de la vitamina D,
VDR forma un homodimero o se une al receptor X de los retinoides (RXR), que
procede a interactuar con VDRE originando una sefial de transcripcion sobre

varios ARNs efectores (9339

. El receptor del acido retinoico (RAR) es un
compaiiero de dimerizacién alternativo para RXR ©°¥. Asi como la actividad de
VDR conduce a la diferenciacion monocitica, la actividad RAR lleva a la

diferenciacién de granulocitos maduros ©%Y.

Experimentos con cultivos
celulares sugieren que RAR activado y VDR compiten por su unidon con RXR y
el equilibrio relativo entre los dimeros RAR/RXR y VDR/RXR influye en la
relativa actividad de la granulopoyesis o la monopoyesis ©°®. En modelos
animales, la carencia de VDR y RAR permite generar apropiadas unidades
formadoras de colonias de monocitos y granulocitos con lo que se sospecha
que el efecto primario de la vitamina D se produce sobre la sefalizacion de
citoquinas y sobre las etapas finales de diferenciacion de estos dos tipos
celulares. La complejidad de la interaccion entre VDR y RXR ha quedado
reflejada en recientes observaciones en las que se demuestra que el acido
retinoico y la vitamina D pueden potenciar su accion mutuamente, de forma que
la estimulacion de VDR parece incrementarse en presencia de la union RAR-

RXR ©9),
2.5.3.1. Vitamina D como terapia de diferenciacion en patologia mieloide.

Debido al efecto anteriormente mencionado sobre la maduracion, se ha
utilizado la vitamina D y sus analogos como tratamiento en neoplasias
mieloides, particularmente sindromes mielodisplasicos (SMD) y leucemias
agudas mieloblasticas (LAM). Experiencias preclinicas especificas con HL-60 y
otras lineas leucémicas, tales como U-937 y THP-1, han mostrado
diferenciacion y apoptosis de blastos con vitamina D, lo que sugiere que estos
componentes, como el ATRA en la LPA, revierten el bloqueo de la
diferenciacién de los mieloblastos ©°%3%:3%)) E| mecanismo exacto por el que

se produce este efecto a través de la activacion del receptor de la vitamina D
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no esta del todo aclarado y las investigaciones han revelado complejas sefiales
cruzadas que implican a la quinasa P13, a la activacion de multiples escalones
prodiferenciacion en la via MAPK y probablemente a la regulacion al alza de

factores como p53 ©%,

Ensayos preclinicos tempranos utilizando dosis
suprafisiolégicas que inducian diferenciacion reflejaron la posibilidad de
producir con las mismas hipercalcemia ®°*%%)  Sin embargo, otros trabajos
demostraron que el fraccionamiento de la dosis podria conseguir el mismo
efecto sobre la diferenciacion, manteniéndose el nivel de la vitamina D en

rango fisioldgico %,

Existen varios estudios en los que se ha empleado la terapia con
vitamina D como Unico agente en SMDs. El primer estudio se efectué por
Koeffler y colaboradores en 1985, comunicando 18 pacientes tratados con 1,25
(OH), D3 con una dosis superior a 2 microgramos al dia. Aunque 18 pacientes
presentaron respuestas hematolégicas menores, la respuesta no persistia mas
de 12 semanas Yy la hipercalcemia fue una toxicidad comdn del tratamiento.
Ademas, al tratarse los pacientes de una poblacién con SMDs de alto riesgo,
siete individuos desarrollaron una LAM durante el periodo de estudio ©%.
Takahashi y colaboradores trataron 11 pacientes con SMD con 1,25 (OH), D3
con resultados similares, aunque fueron capaces de reducir la hipercalcemia
asociada con dosificacién intermitente “°?. Otros estudios con analogos de la
vitamina D, con una administracion de 2000-4000 Ul diariamente en pacientes
con SMD no consiguieron demostrar respuestas hematoldgicas aunque la
tolerancia fue adecuada “°Y. Recientemente, Motomura y colaboradores
aleatorizaron una serie de 30 pacientes a recibir 25 (OH) D3 frente a
tratamiento de soporte, con un porcentaje similar en ambos grupos de
pacientes de bajo y alto riesgo. sélo uno de los 15 pacientes del grupo de la
vitamina D progresé a LAM frente a siete del grupo control “°?. Existen varios
intentos de combinacién de la vitamina D con otros agentes citotdxicos y
prodiferenciacion. Siitonen y colaboradores comunicaron una serie de 19
pacientes con todos los tipos y categorias de riesgo de SMDs tratados con una
combinacion de acido 13-cis retinoico, 1,25 dihidroxicolecalciferol (un
microgramo al dia) y acido valproico, utilizado como inhibidor de la histona

deacetilasa “?. Tres pacientes obtuvieron una respuesta hematolégica menor,
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pero se registro intolerancia en ocho pacientes debido al acido 13-cis retinoico
y al &cido valproico. Una via prometedora consiste en la utilizacion de factores
de crecimiento con agentes prodiferenciacion. En el afio 2008 se realiz6 un
estudio con 63 pacientes con SMDs que excluia a los pacientes de alto riesgo
con una combinacion de eritropoyetina, acido 13-cis retinoico, 1,25 (OH)2 D3y
tioguanina si existian blastos presentes. Se obtuvo una respuesta eritroide
global del 60%, siendo del 93% en pacientes de bajo riesgo“*®. Posteriormente
se combinaron los analogos de la vitamina D con quimioterapia citotoxica en
una serie de 53 pacientes con SMD en los que se afiadio 13-cis retinoico (20-
40 mg al dia) a 1,25 (OH),D3 (1-1,5 micg al dia) con o sin tioguanina. La tasa
de respuesta global fue del 60% pero la tasa de respuestas completas fue baja.

El 50% de los pacientes consiguié independencia transfusional “%°.

El Unico estudio que empledé vitamina D en monoterapia en LAM fue
realizado en los afios ochenta sobre 5 pacientes, cuatro de los cuales
presentaron una reduccion transitoria en el nimero de blastos y s6lo en uno se
describié una breve normalizacién del estudio medular “°. Existen dos series
de pacientes ancianos con LAM tratados con citarabina a bajas dosis, vitamina
D y otro agente. Slapak y colaboradores comunicaron en 1992 el uso de
citarabina en infusion continua durante 21 dias (20 mg/m2/ dia), hidroxiurea
(500 mg dos veces al dia)y 1,25 (OH), D3 (0,5 micg dos veces al dia) “%. Se
obtuvo una tasa de respuesta global del 79%, con un 45% de respuesta
completa. La toxicidad fue primariamente hematolégica consistiendo en
neutropenia y trombopenia, solo dos pacientes desarrollaron hipercalcemia
asintomatica que no requirié tratamiento. La media de duracion de la remision
fue de 9,8 meses. Estos resultados se consideraron al menos no inferiores a
los conseguidos con citarabina como Unico agente. Ferrero y colaboradores
realizaron otro estudio en el afio 2008 con una poblacién similar de 30
pacientes (24 LAM, 6 SMD) en los que emplearon citarabina subcutanea (8
mg/m2 dos veces al dia), 1,25 (OH)2 D3 (1 micg al dia), acido 13-cis retinoico
(20-40 mg al dia) y tioguanina (40 mg al dia). La mediana de supervivencia fue
de 7,5 meses, siendo de 16 meses para los respondedores. La toxicidad se
relacioné fundamentalmente con las citopenias “°”. El Ginico estudio publicado

en la literatura en el que se compara el tratamiento combinado con analogos de
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la vitamina D (1,25 dihidroxicolecalciferol 1 micg al dia) y quimioterapia
(citarabina 15 mg/m2/ dia por via subcutanea hasta que los blastos fueron
inferiores al 50%) frente a un grupo control fue realizado en Suecia sobre un
total de 78 pacientes, 68 con SMD y 15 con LAM. La mitad de los pacientes
recibio ademas acido 13-cis retinoico (1 mg/Kg/dia). La media de supervivencia

fue de 10,5 meses, sin diferencia significativa entre ambos brazos “%®.
2.5.3.2.Vitamina D en hemopatias malignas no mieloides.

Hay pocos estudios que evaltuen el papel de la vitamina D en los desérdenes
no mieloides. Muchos estudios preclinicos han demostrado actividad del
anélogo de la vitamina D EB1089 en la linea celular de mieloma mdltiple H929.
En este caso, el agente parece promover la apoptosis e inducir la detencion del
ciclo celular por regulacion a la baja de quinasas dependientes de ciclinas, una
actividad que es incrementada por TGF-B“%**Y. Hay estudios preclinicos que
demuestran que la vitamina D tiene un efecto inhibitorio sobre células linfoides

neoplasicas, pero hasta la fecha no se han realizado estudios en humanos “*?.

2.5.3.3. Vitamina D como moduladora de la respuesta inmune en trasplante
alogénico.

Existe un considerable interés en los anélogos de la vitamina D por sus efectos
inmunomoduladores, lo que podria tenerse en cuenta en los protocolos
terapeuticos de pacientes sometidos a TPH alogénico. Los genes VDR son
polimorficos en la poblacién humana y esta variacién genética en VDR ha sido
sometida a investigacion en pacientes sometidos a alo-TPH. Los polimorfismos
VDR fueron determinados a partir de los distintos lugares de anclaje de las
enzimas de restriccion “*®. Aunque las vias exactas por las que estos
polimorfismos influyen en la actividad de VDR no se conocen, se han asociado
estas variaciones genéticas con variabilidad en la funciébn inmune de la
vitamina D y sus otras acciones tales como crecimiento, formacion Osea y

suceptibilidad a las enfermedades infecciosas.

Cho y colaboradores llevaron a cabo un andlisis de 147 pacientes
coreanos que fueron sometidos a alo-TPH. Analizaron los polimorfismos para

VDR de los receptores y evaluaron retrospectivamente la asociacion con el

68



prondéstico de los pacientes incluyendo infeccion, EICH, supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad. Los hallazgos mas significativos muestran
una correlacién entre los polimorfismos del lugar de anclaje de la enzima de
restriccion Tagl y la supervivencia, de forma que los heterocigotos (que
poseen al menos una copia del alelo C) tienen mejor supervivencia global y
libre de enfermedad que los homocigotos TT. El significado funcional de esta
variacion alélica es desconocido y no se comunicd una asociacion directa con
una myor o menor actividad VDR. Este estudio también encontré6 que los
receptores con dos copias para el alelo "A", relacionado con los polimorfismos
par el lugar de anclaje de Apal, experimentaron tasas descendidas de EICH
aguda e infeccion “*¥). Estos polimorfismos se han relacionado con actividad de
VDR de modo que la homocigosidad para el alelo "a" se traduce en mayor

actividad 9,

Middleton y colaboradores estudiaron una cohorte de 88 pacientes con
hemopatias malignas mieloides sometidos a TPH alogénico de hermano HLA
idéntico correlacionando los polimorfismos VDR de receptores y donantes con
el pronéstico “*®. Al igual que Cho y colaboradores, detectaron una marcada
tendencia hacia la disminucion de EICH aguda en receptores con genotipo AA
(baja actividad de VDR). Los receptores con genotipo aa y elevada actividad de
VDR mostraron mayor tendencia a la EICH aguda, aunque no hubo diferencias
significativas. Sin embargo, los receptores de donantes con baja actividad VDR
(AA) presentaron mayor riesgo de muerte. Esta disminucién de supervivencia
no fue aplicable para pacientes que recibieron ciclosporina como Unica
profilaxis de EICH.

Bogunia-Kubik y colaboradores publicaron un analisis de 123 pacientes
polacos que incluia también enfermos sometidos a alo-TPH de donante no

relacionado “*°

. Encontraron una asociacién entre el genotipo FF, que se
asocia a mayor actividad VDR, y el prondstico del TPH. si el donante y el
receptor poseen el genotipo FF, los receptores presentan mayor tasa de EICH.
El genotipo Apal, como en otros estudios, también presentaba impacto en el
riesgo de EICH. En este caso, al contrario de lo que sucedia en el estudio de
Middleton, el genotipo del donante AA (baja actividad VDR) se relacionaba con

mayor riesgo de EICH en comparacion con el genotipo que tuviera al menos un
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alelo a, Al mismo tiempo, los receptores aa (alta actividad VDR) presentaban
alto riesgo de muerte y de EICH en comparacién con el genotipo de baja
actividad VDR, lo que es consistente con otros estudios.

Claramente, el receptor de la vitamina D y su mediacion sobre la
sefalizacion inmune parece presentar un impacto sobre la reconstitucion
inmune después del TPH y el riesgo de infeccidn, la enfermedad injerto contra
el huésped y el efecto injerto contra enfermedad. Si esta relacion fuera bien
comprendida, podria suponer un potencial papel terapeutico para la vitamina
D(figura 7).
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Figura 7. Efectos posibles de la vitamina D sobre el TPH alogénico8

® Tomado de la siguiente publicacién: Benrashid M, Moyers K, Mohty m, et al. Vitamin D deficiency,
autoimmunity and graft-versus-host-disease risk: Implication for preventive therapy. Experimental
Hematology 2012; 40: 263-267.
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Hipotesis



Merced a su interaccion con VDR presente en todas las células del
sistema inmunitario, la vitamina D es capaz de inhibir la activacién de células
dendriticas y la proliferacion y produccion de citocinas por poblaciones
efectoras de linfocitos T, actuando ademas de forma directa e indirecta sobre
los linfocitos B. Todo este potencial inmunomodulador permitiria su
aprovechamiento terapeutico en la compleja interaccion entre donante y

receptor que se genera tras el trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos. En base a este efecto, su administracién en el periodo periy

postrasplante podria disminuir el riesgo de EICH, una enfermedad que
condiciona la morbilidad y mortalidad de los pacientes trasplantados,
reduciendo los requerimientos de tratamiento inmunosupresor y mejorando el

prondstico de estos enfermos “1>410),
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Objetivos



1.- Analizar el efecto de la administracion de vitamina D sobre la incidencia y
severidad de la EICH tanto aguda como crénica en pacientes sometidos a
AloTPH.

2.-Evaluar la seguridad y el perfil de efectos adversos del farmaco en sus
diferentes dosificaciones y el efecto del mismo sobre los niveles de vitamina D

de los pacientes.

3.-Establecer una correlacion entre los parametros clinicos valorados
(incidencia de EICH aguda y cronica, supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global, tasa de infeccidn) y los pardmetros biologicos

(marcadores de activacion del sistema inmune).

4.-Describir en el subgrupo de pacientes con EICH aguda y durante la
reconstitucion inmune que se produce en los primeros 100 dias postrasplante
las diferentes poblaciones celulares, los signos de activacién linfocitaria y el
patrén de citocinas plasmaticas, comparandolos con los objetivados en el grupo
sin EICH.
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Material y métodos



1. Pacientes

Se incluyeron un total de 150 pacientes procedente de 7 centros en
Espafia que firmaron consentimiento informado para participar en el ensayo
fase I/l titulado “"efecto inmunomodular de la vitamina D
postrasplantealogénico: ensayo clinico fase I-Il multicéntrico” cédigo del
protocolo Alovita-1. Es un ensayo prospectivo multicéntricoa nivel nacional para
evaluar dosis y eficacia de la vitamina D en la prevencion de la EICH y
coordinado desde el servicio de Hematologia del hospital Virgen del Rocio de
Sevilla.El ensayo clinico original fue registrado en

www.clinicaltrialsregister.eucomoEudraCT: 2010-023279-25.

El ensayo fue aprobado por el Comité Autondmico de Ensayos Clinicos
de Andalucia y por los comités éticos locales de todos los centros participantes.
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a los postulados éticos de
la revision del afio 2000 de la declaracion de Helsinki.

Los centros participantes e investigadores principales se especifican en
la tablal.

Tabla 1. Investigadores y centros participantes.

N° Centro Localidad Investigador principal
1  Hospital Universitario Virgen del Sevilla Dra. Rocio Parody Porras
Rocio
2 Hospital de Especialidades de Jerez Jeréz de la Frontera  Dra. Raquel Saldafia Moreno
3  Hospital Clinico de Salamanca Salamanca Dr. Fermin Martin Sdnchez-Guijo
4 Institut Catald d'Oncologia. Hospital Badalona Dra. Christelle Ferra i Coll

Germans Trias i Pujol

5  Hospital Vall d'Hebron Barcelona Dr. David Valcarcel Ferreiras

6 Instituto de Hematologia y Oncologia, Barcelona Dra. Carmen Martinez
Hospital Clinic

7  Hospital Universitario Carlos Haya Mélaga Dra. M2 Angeles Cuesta

El periodo de inclusion del ensayo fue desde 12 de mayo del 2011
hasta el 7 de febrero de 2014 con el paciente nimero 150. El grupo 1 de
control se completo el 11 de Julio de 2012 con el paciente numero 50 y el
grupo 2 el 24 de mayo de 2013 con el paciente numero 100.
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Para la asignacion del tratamiento se establecio un sistema de

comunicacién continua con el coordinador responsable de la distribucion de

pacientes por grupo (UCICEC del hospital Virgen del Rocio), de forma que se

notificaron los pacientes que fueron incorporandose con un control efectivo de

los grupos.

1.1. Criterios de inclusion

v
v

v

Edad mayor o igual a 18 afos.

Debe cumplir todos los criterios para proceder a trasplante
alogénico.

El paciente o su representante legal deben firmar un
documento de consentimiento informado aprobado por el

Comité Etico de Ensayos Clinicos.

1.2. Criterios de exclusion

v
v

Hipercalcemia igual o superior a 10.5 mg/dL.

Insuficiencia renal con creatinina mayor o igual al doble del
limite superior d ela normalidad (1.1 mg/dL).

Participacion en otros ensayos clinicos en los que la terapia
o intervencion pueda interferir en los resultados del estudio.
Pacientes que recibirdn inmunoprofilaxis de EICH con
timoglobulina o profilaxis de EICH que incluya deplecion de
linfocitos T in vitro o in vivo (globulina antilinfocitaria T, ATG).

Pacientes que reciban trasplante de donante haploidéntico.

Se consideraba criterio de retirada del ensayo cualquier circustancia que

obligara al cambio de pauta de tratamiento. Como causa mas probable se

contempla la intolerancia a los farmacos o efectos adversos graves.

1.3. Disefio del estudio

Los pacientes fueron incluidos en tres grupos de 50 de pacientes

reclutados de forma secuencial tal como se detalla a continuacion:
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» Grupo 1 (control -CG de siglas en inglés "control group”-): este
grupo no recibio tratamiento.

> Grupo 2 (cohorte vimina D dosis bajas -LdD de siglas en inglés low
dose vitD-): que participé en el estudio una vez reclutado el grupo
control y que recibid tratamiento con vitamina D por via oral desde el dia
-5 pretrasplante hasta el dia +100 tras el trasplante a dosis de 1000 Ul al
dia (15 gotas diarias).

> Grupo 3 (cohorte vitamina D dosis altas - LdD de siglas en inglés
"High dose vitD"-): que, una vez reclutado el grupo 2, recibid
tratamiento con vitamina D por via oral desde el dia -5 pretrasplante
hasta el dia +100 tras el trasplante a dosis de 5000 Ul al dia (2,5 ml de
la medicacion del estudio con una jeringuilla suministrada por el servicio

de Farmacia).

Del total de 150 pacientes incluidos en el ensayo, 6 fueron considerados
no evaluables (2 pacientes en GC, 3 pertenecientes al LdD y 1 al HdD):
» 5 pacientes por no cumplir las especificaciones del protocolo:
» 2 pacientes recibieron ATG.
» 2 pacientes tenian un donante haploidéntico.
> 1 paciente no tomaba la medicacion.

> 1 paciente finalmente no se lleg6 a trasplantar.

La decision sobre la dosis empleada de vitamina D en el estudio se tomé

en base a la bibliografia publicada al respecto® (nota a pie de pagina).

Todos los datos fueron verificados y actualizados por los responsables

de cada institucion y revisados para evitar casos duplicados.

? Los articulos de interés para suplementacién con vitamina D son lo siguientes: "Fall
prevention with supplemental and active forms of vitamin D: a meta-analysis of randomised
controlled trials", publicado en BMJ en 2009 por los autores H A Bischoff-Ferrari, B Dawson-
Hughes, HB Staehelin y colaboradores asi como "Vitamina D deficiency in adults", publicado en
Australian Prescriber en 2010 por Devina Joshi,Jacqueline R Center,John A Eismany
colaboradores.
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Las caracteristicas de los pacientes se detallan en la tabla 2. No se observaron

diferencias significativas entre los tres grupos excepto para la edad, siendo los

pacientes pertenecientes al grupo de bajas dosis de vitamina D (LdD) mayores

que en los otros dos grupos (50.5 afios en LdD frente a 47.5y 44.7 en GD y

HdD, respectivamente). Se empleé fundamentalmente como profilaxis de EICH

la asociacion de un inhibidor de calcineurina (CsA o TKR) con metotrexate

(MTX) o mofetil micofenolato (MMF) o la combinacién de tacrélimus y sirolimus

(TKR/SL).

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes.

Patientes CG LdD HdD p-valor
N= 144(%) 48(33,3%) 47(32.6%) 49(34%)

Edad mediana (SD) 475 (15.4) 505 (12.7) 44.7(12.2) 0.01
Sexo:

-hombre N°(%) 22/53.7 25/53.2 25/51 0.96
Diagnostico N°(%o)

-LMA/SMD 27 (67.5) 28 (59.6) 25 (51)

-LLA 6 (15) 7 (14.9) 12 (24.5) 0.51
-LNH/LH 5(12) 6 (12.8) 9 (18.4) '
-Otros 2 (5) 6 (12.8) 3(6.1)

Donante no familiar: N°(%6) 20 (48) 21 (44.7) 20 (40.8) 0.80
Fuente N(%o)

-Sangre periférica 36 (85.7) 44(93.6) 45(91.8) 0.41
-Médula 6sea 6 (14.3) 3 (6.4) 4(8.2)

No mieloablativo N°(%o) 23(54.8) 34(73.9)  27(56.3) 0.11
Profilaxis de EICH: N°(%)

-CsA/IMTX 18 (42.9) 13(27.7) 18(36.7)
-TKR/MTX 10 (23.8) 9(19.1) 5(10.2) 0.28
-TKR/SL 14 (33.3) 23 (48.9) 24 (49)

-Others 2(4.3) 2(4.1)

Estado de la enfermedad N°(%b)

-Precoz 18(41.8) 20(42.5) 18(37.5) 0.86
-Avanzado 25(58.1) 27(57.4) 30(62.5)

Ademas de la recogida de muestras biologicas detalladas en siguiente

apartado, se exigia la evaluacion periodica en los dias -5, +1, +7, +14, +21,

+56, +100 y +150 de los pacientes con los siguientes parametros:
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-Signos _de EICH: signos/sintomas de EICH aguda en piel, higado y/o tubo

digestivo, registrdndose estadio global y por 6rgano afecto. En todas la visitas
excepto en el dia -5.

-Analitica_estandar: incluia bioquimica general (perfil basico con ionograma,

hepatico y renal) y hemograma.

- Efectos adversos: segun apartado 1.3. de seguridad.

-Tratamiento concomitante.

1.4. Seguridad.

La seguridad se evalué en los pacientes que recibieron el farmaco de
estudio. Se recogieron todos los efectos adversos que sucedieron durante
todo el periodo de estudio hasta la visita de control del dia +150.

Se emplearon las siguientes definiciones:

Acontecimiento adverso se defini6 como una observacion clinica

imprevista o anormal que no es beneficiosa para el paciente.

Acontecimiento adverso grave se defini6 como cualquier experiencia que

es fatal o amenazante para la vida, que produce una alteracion persistente o
significativa (segun el investigador principal), que requiere la hospitalizacion del
paciente o la prolongacién de la hospitalizacion, una anomalia congénita, o0 una
sobredosis de los farmacos del estudio. Cualquier toxicidad de grado 4 se
considerara un acontecimiento adverso grave.

Los investigadores de cada centro debian comunicar inmediatamente al
promotor todos los acontecimientos adversos graves. El promotor notificaria a
la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios todas las
sospechas de reacciones adversas graves y a la vez inesperadas asociadas a
los medicamentos en investigacion. El plazo maximo de notificacion seria de 15
dias naturales a partir del momento en que el promotor hubiera tenido

conocimiento de la sospecha de reaccion adversa.

1.5. Muestras bioldgicas.

La extraccion de las muestras biol6gicas se llevd a cabo en los

siguientes momentos postrasplante:
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» Dias -5, +1, +7, +14 y +21 postrasplante: 10 ml de sangre periférica en

heparina para determinacion de niveles de vitamina D en plasma.

» Dias +1, +7,+14, +21, +56, +100: 10 ml de sangre periférica en tubo de

gelosa para estudio de citocinas en el suero obtenido mediante
citometria de flujo.

» Dias -5, +1, +7, +14 y +21 postrasplante: 10 ml de sangre periférica en

heparina para determinacion de niveles de vitamina D en plasma.

» Dias +1, +7,+14, +21, +56, +100: 10 ml de sangre periférica en tubo de

gelosa para estudio de citocinas en el suero obtenido mediante
citometria de flujo.

» Dias +21, +56, +100: 10 ml de sangre periférica en tubo de heparina

para estudio de diferentes subpoblaciones celulares del sistema inmune.

Los estudios biolégicos se llevaron a cabo en al menos los 10 primeros
pacientes de cada cohorte de los pacientes incluidos en el hospital Virgen del
Rocio:

» 16 pacientes en el GC
» 10 pacientes en LdD
» 14 pacientes en HdD.
Ademas se analizaron las mismas poblaciones en cuatro controles

sanos.

2. Métodos

2.1. Estudios de inmunofenotipo

2.1.1. Materiales

A continuacién se enumeran los reactivos necesarios para llevar a cabo

los estudios de citometria de flujo:

e Brefeldina A procede de Sigma-Aldrich, nos permite inhibir la secrecion
de proteinas y por lo tanto podemos emplearla para el estudio de
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proteinas intracelulares con activacion linfocitoria. Para activacion de los
linfocitos T se empleo: PMA (Phorbol 12-Myristato 13 acetato) de Sigma-
Aldrich e lonomycin calcium salftfrom steptomyces conglobatus de
Sigma-Aldrich.

En estudios de membrana, Lysing Solution 10X Concentrate (BD FACS)
se utiliza para lisar eritrocitos bajo condiciones hipotdnicas
preservandose los leucocitos. Para el estudio de proteinas intracelulares
se empled Cell Permeabilization Kit (FIX & PERN). Las muestras se
procesan en tubos de 5 ml de Round Bottom Test Tubes, 5ML (Falcon).
Ademas como fluidos necesarios en el procesamiento y adquisicién de
muestras utilizamos: Sheath Fluid (BD FACSFlow), Shutdown Solution
(BD FACS), CellWASH (BD Biosciences) y Clean Solution (BD FACS).
Para el control y calibracion de los citbmetros se emplearon Cytometer
Setup & Tracking (CST) Beads Kit (BD) y SPHERO Rainbow Calibration
(Cytognos). La calibracion y compensacion de los citdbmetros se lleva a
cabo segun las recomendaciones de Euroflow.

Los estudios de expresion protéica del gen FOXP3 en linfocitos T se
desarrollaron con el kit de FOXP3 Staining Buffer Set de eBioscience
(San Diego, CA, EEUU).

Para llevar a cabo el estudio de citoquinas solubles, usamos Human
Th1/Th2 Cytokine Kit Il para las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e
IFNy.

Utilizamos el citometro de flujo modelo FACSCanto Il (Becton Dickinson
Bioscience San Jose, CA, EEUU) y los programas informaticos: Infincyt
7 (Cytognos S.L. Salamanca, Espafa) y FACSDiva (Becton Dickinson
Bioscience, San Jose, CA, EEUU)

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS
software program (SPSS .0, Chicago IL).

Los anticuerpos monoclonales, empleados para analisis por citometria

de flujo se detallan a continuacion en la tabla 3:
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Tabla 3: Anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio.

Anticuerpo

Fluorocromo

Isotipo

Procedencia

BDCAl PE Mouse IgGlxk F10/21A3 BD Pharmingen
CCR7 PE Mouse 1gG2A 150503 R&D Systems
CDl11la FITC Mouse BALB/c 1IgG2a, k= G-25.2 BD Biosciences
CDh1i1C PerCP Cy5.5 Mouse BALB/c IgG1, k B-ly6 BD Pharmingen
CD123 APC Mouse 1gG2a AC145 Immunostep
CD127 PE Mouse IgGlxk HIL-7R-M21 BD Pharmingen
CD14 APC-H7 Mouse 1gG2b, MYP9 BD Biosciences
CD158a FITC Mouse IgM, « HP-3E4 BD Pharmingen
CD16 PE Mouse 1gG1 3G8 Beckman Coulter
CD16 V450 Mouse 1gG1 3G8 BD Horizon
CD16 FITC Mouse BALB/c 1gG2a, «  CLB/fcGranl  BD Biosciences
CD161 PE Mouse C3H DX12 BD Biosciences
CD25 FITC Mouse IgGlx 2A3 BD Biosciences
CDs3 PerCP Cy5.5 Mouse IgGlx SK7 BD Biosciences
CD33 PerCP Cy5.5 Mouse BALB/c IgG1, P67.6 BD Biosciences
CD4 PerCP Cy5.5 Mouse IgGlx SK3 BD Biosciences
CD40L APC Mouse IgG1lk TRAP1 BD Pharmingen
CD45 V500 Mouse 1gGl, 2D1 BD Biosciences
CD45RA FITC Mouse BALB/c 1gG1, L48 BD Biosciences
CD56 PE Mouse IgGl, « MY31 BD Biosciences
CD56 APC Mouse BALB/c 1IgG2b, x = NCAM16.2 BD Biosciences
CD64 PE Mouse BALB/c IgG1, 10,1 BD Biosciences
CD8 APC Mouse BALB/c IgG1, SK1 BD Biosciences
CD86 PE-Cy7 Mouse IgG2b, k IT2.2 BioLegend
CD9%4 FITC Mouse BALB/c IgG1, HP-3D9 BD Pharmingen
Foxp3 APC Rat IgG2a « PCH101 eBioscience
HLA-DR APC Mouse BALB/c 19G2, L243 BD Biosciences
HLA-DR FITC Mouse BALB/c 19G2, L243 BD Biosciences
HLA-DR V450 Mouse BALB/c 19G2, L243 BD Horizon
INF-y PE Mouse IgGlxk B27 BD Pharmingen
NKAT?2 PE Mouse I1gG2a, DX27 BD Pharmingen
NKB1 FITC Mouse BALB/c IgG1, DX9 BD Pharmingen
Lymphogram CD8-CD19-FITC 19G2a-1gG1 Cytognos

CD3-CD56-PE 1gG2a-1gG2b

CD4-PECy5 IgG1
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2.1.2. Estudio de proteinas de membrana

El protocolo para marcar antigenos de membrana comprende los

siguientes pasos:

1. Anfadir el volumen apropiado de cada anticuerpo frente al antigeno de
membrana

Anadir 100ul de muestra.

Mezclar bien.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Anadir 2mL de FACS Lysing solution 1X (1mL de FACS Lysing
solution diluido en 9ml de agua destilada).

a r DN

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Centrifugar durante 5 minutos a 2000rpm.

Retirar el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur.

© ® N o

Lavar con 2mL de Cell-Wash+Albumina.

10. Mezclar bien.

11. Centrifugar durante 5 minutos a 2000rpm

12. Retirar el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur dejando
aproximadamente 50uL en el tubo.

13. Resuspender el pellet en 300uL de Facs Flow + Albumina.

14. Adquirir en el citdmetro FACSCanto Il empleando el programa FACS
Diva.

15. El analisis se lleva a cabo con el programa Inficyt (Cytognos).

Estrategia de andlisis: En todos los estudios realizados se comienza

con la misma estragia de analisis dirigiada a identificar la poblacién
hematoldgica utilizando el diagrama que enfrenta CD45, el antigeno
panleucocitario, a SSC y a excluir tanto los dobletes segun el
diagrama que enfrenta FSC-A/FSC-H como el debris por las
caracteristicas de dispersion de luz de las células (FSC/SSC)

respectivamente.
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Seleccionamos la poblacion
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Por ultimo seleccionamos la poblacién
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2.1.2.1. Andlisis inmunofenotipico de CDs

Para evaluar inmunofenotipicamente las CDs hicimos las combinaciones

de anticuerpos monoclonales:

V450 V500 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7

CD16 CD45 HLADR BDCAl1 CD1llc CD86 CD123 CD14

Se lleva a cabo el protocolo para marcar antigenos de membrana

generérico y se adquiere 500.000 eventos para su analisis.
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Se identifican tres poblaciones diferentes:
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% Células dendriticas plasmocitoides: de fenotipo HLADR+
CD123++ CD11c- CD16- CD14- BDCA1- CD45+.

Las identificamos por su expresion fuerte de CD123 y positivas para HLADR

segun la siguiente figura:
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Las identificamos por su expresiéon de CD11c junto con expresion
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% Células dendriticas mieloide BDCA1: HLADR+ CD123- CD11c+

CD16- CD14- BDCA+ CDA45+.

Se selecciona po su positividad en

CD11lc y BDCA1, siendo negativas para CD123 y positivas para

HLADR. Ademas se comprueba que su negatividad para CD16 y

CD14.
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2.1.2.2. Andlisis inmunofenotipico de poblaciones linfocitarias

Para evaluar

inmunofenotipicamente

las

poblaciones celulares

utilizamos la combinacion de anticuerpos monoclonales:

FITC

PE

PerCPCy5.5 APC

CD8-CD19 CD3-CD56 CD4

HLADR

Se lleva a cabo el protocolo para marcar antigenos de membrana

generérico y se adquiere 100.000 eventos para su andlisis.
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Linfocitos B

Se los

linfocitos T segun su

separan

expresion de CD3 (en
rojo) en la positividad
fuerte en PE. Ademas
se separan seguin su
expresion de CD4 vy
CD8, identificando los
CD4+, CD8+, dobles
positivos (CD4+CD8+)

y dobles negativos (CD4-CD8-). Ademas en azul se diferencia la poblacion

de células NK CD56+ que se situan en el positivo débil en PE. Por ultimo,
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tras retirar la poblacion de células NK y linfocitos T CD8 podemos separar

los linfocitos B CD19+ en naranja colocada en la positividad débil de FITC.

2.1.2.2.1. de linfocitos T

naive/memoria/efector

Andlisis inmunofenotipico

Se emplea la combinacion de anticuerpos CD45RA-PE y CCR7-FITC para

determinar los linfocitos T naive, efectores y de memoria central y periferica

tanto en los linfocitos T CD4 como en los linfocitos T CD8. Se lleva a cabo

el protocolo para marcar antigenos de membrana generérico y se adquiere

100.000 eventos para su analisis. Segun estas proteinas de membrana son:
-linfocitos T naive: CD45RA+CCR7+

-linfocitos T efectores: CD45RA+CCR7-
-linfocitos T memoria central (MC): CD45RA-CCR7+

-linfocitos T memoria periférica (MP): CD45RA-CCR7-
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2.1.2.2.2. Analisis inmunofenotipico de células NK

Se utiliza las siguientes combinaciones de anticuerpos:

FITC PE PerCPCy5.5 APC
CD94 CD56 CD3 HLADR
CD11a CD16 CD3 CD56
CD158a CD161 CD3 CD56
NKB1 NKAT2 CD3 CD56

Se lleva a cabo el protocolo para marcar antigenos de membrana

generérico y se adquiere 100.000 eventos para su analisis.

1E4
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CD94:FITC-A LOGICAL

o
[

de CD16.

Se identifican las células NK con expresion
débil de CD56 denominadas CD56 "weak" y
aguellas que expresan mas intensamente este
marcador CD56 "bright" (en negro). Estas
Ultimas se caracterizan por mayor intensidad

en la expresion de CD94 en préactica ausencia

Ademas se identifca la expresion de diferentes receptor KIR como CD158a,

CD161, NKB1 y NKAT2.

CD158a:FITC-A LOGICAL
"2 €3 ™ 153
NKE1:FITC-A LOGICAL
o 12 183 15 153

2.1.2.2.3. Estudio de linfocitos T reguladores

Las muestras se marcaron con los anticuerpos de membrana (CD25-
FITC, CD127-PE y CD4-PerCPCy5.5.). Incubamos a temperatura ambiente y

oscuridad durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo de incubacion las
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células se lavaron de nuevo con PBS, se centrifugaron y se resuspendieron en

1mL de Fixation/Permeabilization Buffer (25% fixation/permeabilization
concentrate 75% de Fixation/Permeabilitation Diluent). Incubamos a 4°C
durante 30 minutos, lavamos en dos ocasiones con 2mL de 1X
Permeabilization Buffer y resuspendimos en 100ul de 1X Permeabilization
Buffer. En este momento afiadimos el anticuerpo Foxp3-APC. Incubamos
durante 30 minutos, a 4°C y oscuridad. Finalmente centrifugamos a 2000rpm
durante 5 minutos resuspendimos en PBS y adquirimos la muestra en el

citometro de flujo.

Empleamos la siguiente estrategia de analisis:
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2.1.3. Activacion de linfocitos

Para poder valorar activacion linfocitaria establecimos 2

condiciones de estudio:
-condicion control: 500uL de sangre periférica + 2uL brefeldina A

-condiciébn de activacion: 500uLde sangre periférica + 2uL
brefeldina A + 20uL PMA y 1L ionomicina.

En una placa de 48 pocillos se afiadieron 500uL de sangre periférica
junto con 500uL de medio de cultivo RPMI. A cada una condiciones se
afiade Brefeldina A a una concentracion final de 10ug/ml para poder inhibir
la secrecion de proteinas y por lo tanto determinar intracelularamente la
producciéon de IFN y la expresion de CD40L. Ademés en la condicién de
activacion se aflade 20uL PMA (1ug/mL) y 1yl ionomicina (concetracion
0.5mg/mL). Se incuba durante 4 horas antes del marcaje por citometria.
Transcurrido este tiempo se recoge 200 ul de muestra en tubos de
citometria. EI marcaje de membrana se realiz6 con los anticuerpos
monoclonales anti-CD25-FITC y anti-CD3 PerCP-Cy5.5 . Incubamos
durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. Para el
marcaje intracitoplasmatico, utilizamos el kit Intrastain que permite fijar y
permeabilizar la membrana celular, manteniendo intacta la estructura,
morfologia y superficie de las células. Para ello, después del marcaje de de
membrana se afiadieron 100uL de la solucién A (fijador celular) al tubo de
citometria durante 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. A
continuacion, lavamos con PBS a 2000 rpm durante 5 minutos. Tras retirar
el sobrenadante, se afiadieron 100uL de la solucion B para permeabilizar la
membrana y afiadir seguidamente los anticuerpos intracelulares: IFN-y PE y
CD40L APC. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. Tras lavar el exceso de anticuerpo, las
células se re-suspendieron en 300 yl de Facs Flow y se adquirieron en el
citbmetro.

La estrategia de analisis consiste en determinar la produccion de IFN y
la expresion de CD40L en el tubo de activacion frente a los linfocitos sin

activar solo incubados con brefeldina A.
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Diagrama de izquierda linfocitos T CD3+ solo con brefeldina y el diagrama

de la derecha con PMA e ionomicina
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2.2 Citocinas en suero

Para poder realizar el analisis de las citoquinas solubles partimos de
50ul de suero obtenido de la sangre periférica de los pacientes en los
momentos especificados previamente. En el estudio se empled el Kit
comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit
II, que nos permitié estimar la cantidad de las citoquinas solubles en suero
de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa e IFNy. El protocolo de preparacién se llevé
a cabo de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. En primer lugar,
reconstituimos el estandar liofilizado con 2ml de Assay Diluent. A partir del
estandar preparamos diluciones seriadas de concentraciones conocidas, de
manera que podemos establecer una recta patron. A continuacion, se

preparo la mezcla de las esferas de captura para cada una de las citoquinas

92



a determinar. Para reducir resultados falsos positivos por efecto de las
proteinas presentes en suero, centrifugar la mezcla de las esferas y
retiraramosel sobrenadante para resuspender en Serum Enhancement
Buffer (en el mismo volumen que hemos retirado de la mezcla) e incubarlo
durante 30 minutos a termperatura ambiente en oscuridad. Cada uno de los
tipos de esferas emite una fluorescencia de diferente intensidad que se
detecta en FL3, lo que nos permite realizar un analisis simultdneo de las
seis citoquinas solubles. Una vez preparados todos los reactivos
necesarios, se mezclaron 50uL de las esferas de captura, 50uL de cada
una de las diluciones estandar o 50uL de la muestra problema y 50uL del
anticuerpo de deteccién (conjugado en PE). Incubamos durante 3 horas a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se afladié 1mL de Wash
Buffer y centrifugamos a 200g durante 5 minutos, retiramos el sobrenadante
y re-suspendimos en 300uL de Wash Buffer. Adquirimos en un citémetro
FACSCanto I, utilizando el programa FACS Diva software. El andlisis de
datos se desarrolla con el programa FCAP Array'™ Software versién 3.0
(BD).

2.3. Estudios de niveles de 25-hydroxiViD.

Las concentraciones séricas de 25-hidroxiViD fueron determinadas a
partir de las muestras sanguineas mediante un sistema automatizado de
electroluminiscencia por inmunoanalisis (Analytics E711),Roche
Diagnostics, GmBH (Manheim, Alemania). El limite inferior de deteccién
fue de 10 nmol/l y los coeficientes de variacién interno y externo fueron

del 5% y del 8% respectivamente.

2.4, Andlisis estadistico.

La comparacion de variables cuantitativas y cualitativas entre grupos
independientes se analizaron mediante prueba t de Student, prueba x?, test
exacto de Fisher o test mid-P en tablas 2x2, dependiendo del tamafio de

la muestra.
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El analisis de la varianza (ANOVA) con medidas repetidas se utilizo para el
andlisis de los cambios en los niveles. Se realizaron pruebas post-hoc

mediante la Correccion de Bonferroni para comparaciones mdultiples.

Se utilizd6 el método de Kaplan-Meier para calcular las probabilidades de
supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y se
empleod la prueba de long-rank para las comparaciones sin ajustar. Por otro
lado se analizaron la recaida, mortalidad no asociada a la recaida vy la
probabilidad de EICH en un marco de riesgos competitivos utilizando el
estimador no paramétrico de incidencia acumulada, y se compararon

mediante la prueba de Gray.

Los eventos analizados se calcularon a partir del momento del
trasplante de la siguiente manera: mortalidad no asocidad a la recaida se
defini6 como muerte por cualquier causa (relacionada con EICH u otro), sin
recidiva previa o progresion de enfermedad subyacente; la incidencia de
recaidas se analiz6 desde el trasplante hasta el momento de la recaida en
aquellos pacientes en remisibn antes o después del trasplante. La
supervivencia libre de enfermedad se calculé a partir del trasplante hasta la
progresion de la enfermedad o la muerte, y en aquellos pacientes que no
alcanzaron respuesta de la enfermedad (remisibn completa o parcial) en
cualguier momento después del trasplante, se consideraron eventos en el
dia 100, ya que era la primera fecha para la evaluacién completa de la
enfermedad. La SG se calcul6 a partir del trasplante hasta la muerte por
cualquier causa, y los pacientes que sobrevivieron fueron censurados en el
ultimo seguimiento. Los pacientes que tenian evidencia de injerto fueron
evaluables para EICH aguda, mientras que los pacientes que injertaron y
sobrevivieron mas alla del dia +100 tras el trasplante fueron evaluables para
EICH cronico. En EICH aguda o EICH cronica se analizé el dia de inicio
como el tiempo desde el trasplante hasta el evento en un paciente

evaluable.

Efectos ajustados en la EICH crénica se estimaron en términos de
proporciones de riesgo por modelos de Cox. El efecto de los
acontecimientos que tuvieron lugar durante el seguimiento y después del

trasplante, como la EICH aguda, fueron analizados por el tratamiento de su
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aparicion como una covariable dependiente del tiempo en el modelo de

Cox.

Las siguientes variables fueron incluidas en el andlisis multivariable
para EICH crénico: EICH aguda, edad, estado de la enfermedad, tipo de
donante, fuente de células madre, el tipo de régimen de acondicionamiento,

diagnostico y profilaxis EICH.

Los datos fueron analizados utilizando SPSS.V.15, Open Source
Epidemiologic Styatistics para el software de Salud Publica (OpenEpi
V.2.3.1) y el paquete CMPRSK en R 2.4.1 para el analisis de las curvas de

incidencia acumulada en el marco de riesgo competitivo

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas por
debajo de un p-valor p <0.05 con un intervalo de confianza del 95% (Dean
AG).
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Resultados



1. Perfil de seguridad.

No se reportaron efectos adversos graves en el estudio, y especificamente
no se comunicdé ningun episodio de hipercalcemia relacionado con la
administracion de vitamina D. La toxicidad observada fue de baja frecuencia y
de caracter gastrointestinal. Tal como queda reflejado en la tabla 1, cinco

pacientes tuvieron que suspender el tratamiento por intolerancia digestiva.

Tabla 1. Toxicidades relacionadas con el tratamiento con vitamina D.

Toxicidad global (n)  VitD1000UI(n) VitD5000 Ul(n)

Nausea 10 3 7
Total 5 2 3
Grado 1 5 2 3
Grado 2-3 5 1 4
Diarrea
Total 10 3 7
Grado 1 5 2 3
Grado 2-3 5 1 4
Toxicidad cardiaca 0 0 0
Toxicidad hepatica 0 0 0
Toxicidad neuroldgica 0 0 0

Laboratorio

Hipercalcemia 0 0 0

Se utilizaron los criterios de toxicidad del "National Cancer Institute” (NCI)
para ensayos onco-hematolégicos identificando grado O como ausencia de

sintomas, grado 1 o leve como sintomas leves que no precisan intervencion;
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grado 2 o moderado cuando precisan una intervenciéon minima y/o condicionan

alguna limitacion de actividad al paciente y, por ultimo, grado 3 o grave cuando

requiere hospitalizacion (limitacién del paciente para cuidarse por si mismo).

No se comunicaron fallos de injerto en ninguno de los tres grupos; la

mediana de células CD34 infundidas fue de 5,5x10°%Kg (rango 1,2-

12,40x10°%Kg). La mediana de recuperacién de neutréfilos por encima de 0,5 x

10°/ L fue de 16 dias (rango 10-71 dias) y la de plaquetas por encima de 20 x
10°/ L de 13,1 dias (rango 0-94 dias).

2. Enfermedad injerto contra huésped.

2.1. EICH aguda.

La incidencia acumulada de EICH aguda global o grado II-1V al dia

+100 tras el trasplante fue para el grupo control del 57.1% y 43.9%

respectivamente, para el grupo de vitamina D de bajas dosis del 59.6% y

44.7% y para el grupo de vitamina D de altas dosis del 57.1% y 51% , sin

mostrar diferencias significativas entre los tres grupos tal como se muestra

en las figuras 1y 2 (p=0.71 y p=0.98 respectivamente).

Figura 1. Incidencia acumulada de EICH aguda global y grados 11-1V
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Todos los pacientes que presentaron EICH aguda de grado igual o

superior a 2 recibieron tratamiento esteroideo sistémico.

2.2. EICH crénica.

La incidencia acumulada de EICH crénica tanto global como grado
moderado-severo al afio del trasplante fue significativamente méas baja entre
los pacientes incluidos en el grupo de dosis bajas (LdD: 37.5% y19.5%,
respectivamente) y dosis altas (HdD 42.4% y 27%, respectivamente) en
comparacion con aquellos pacientes que no recibieron vitamina D ( grupo
control) (67.5% y 44.7%, respectivamente) con p=0.019 y p=0.026 para la EICH
global y el grado moderado-severo, respectivamente (figura 2).

Figura 2. Incidencia acumulada de EICH cronica global y grado moderado-severo
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En el andlisis multivariante, Unicamente el tratamiento con vitamina D

influyd significativamente en el riesgo de desarrollar EICH cronica global o
moderada-severa (tablas 3y 4).
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Tabla 3.Andlisis multivariante para la EICH crénica global.

HR IC-95%INF  1C-95%SUP p-valor
Covariante_ aGVHD 1,08277545  0,56150216 2,08797539  0,81237196
COHORTES 0,00303523
- Control (Referencia) 1
- Vit-D Bajas Dosis 0,3171506  0,14944507 0,67305333  0,00277813
- Vit-D Altas Dosis 0,36135827  0,17380473 0,75130175 0,00641715
EDAD 1,01919348  0,99024983 1,04898312  0,19587623
Estatus al trasplante (fase avanzada) 1,19093594  0,62176949 2,28111615  0,59822301
Tipo de donante (NO EMPARENTADO) 1,46180201  0,67386552 3,17105574  0,33658714
Fuente de progenitores (MO) 0,78474184  0,22103614 2,78605908  0,70768365
Acondicionamiento no mieloablativo 0,94832249  0,37385898 2,40549404  0,91104012
LMA/ SMD 1,19353571  0,41416715 3,43949902  0,74319748
Profilaxis de EICH 0,92973902
- CSAIMTX 1
- TKR/MTX 1,15005836  0,39950792 3,31065841  0,79550518
- TKR/RAPA 0,82915241  0,32728988 2,10056515  0,69282186
- OTRAS INMUNOPROFILAXIS 0,70922891  0,08315197 6,04923309  0,75340171
HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza
Tabla 4.Andlisis multivariante para la EICH cronica grado moderado-severo.
HR IC-95%INF  1C-95%SUP p-valor
Covariante aGVHD 0,80152833  0,37092673  1,73200692  0,57360088
COHORTES 0,00313406
- Control (Referencia) 1
- Vit-D Bajas Dosis 0,22124595  0,08500154  0,57586919  0,00199695
- Vit-D Altas Dosis 0,33723546 0,1427857  0,79649259 0,01318
EDAD 1,02303922  0,98517314  1,06236073 0,2365356
Estatus al trasplante (fase avanzada) 1,12315953  0,52232895 2,41512047 _ 0,76621003
Tipo de donante (NO EMPARENTADO) 2,74053435  1,12563796  6,67224168  0,02637449
Fuente de progenitores (MO) 0,29214057  0,03454501  2,47057741  0,25862294
Acondicionamiento no mieloablativo 0,73354789  0,23194333 2,31993092  0,59787311
LMA/ SMD 1,90648354  0,86192059  4,21695399  0,11113756
Profilaxis de EICH 0,99185326
- CSA/IMTX 1
- TKR/IMTX 1,11630973  0,33993943  3,66579256  0,85607732
- TKR/RAPA 0,91266137 0,30687459  2,71430357 0,86946103
- OTRAS INMUNOPROFILAXIS 0,93605742  0,10492271 8,35094232  0,95280919

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza

3. Recaida, mortalidad no relacionada con la recaida y supervivencia

global.

La incidencia acumulada de recaida a un afio de seguimiento tras el
trasplante fue 15.4% en el GC, 31.1% en el LdD y 18.1% en HdD, (p=0.1). Del
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mismo modo, tampoco hubo diferencias significativas en la incidencia
acumulada de mortalidad no relacionada con la recaida al afio de trasplante,
siendo del 17.9%, 15.6% y 19.2% para el grupo control, LdD y HdD,

respectivamente (p=0.8) (figura 3).

Figura 3. Incidencia acumulada de recaida Yy mortalidad no relacionada con la

recaida a un afio de seguimiento
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Las causas de fallecimiento estuvieron mayoritariamente relacionadas
con la recaida en los grupos control y de vitamina D a dosis bajas, mientras
que en el grupo de vitamina D a dosis altas la EICH con o sin infeccién
asociada fue la principal causa de muerte (tabla 5).

Tabla 5: Causas de éxitus en los grupos de estudio.

GC (n) LdD(n) HdD(n)
Infeccién 4 4 3
EICH+/- 3 4 7
Infeccion
Recaida 4 9
Causa 1 2 0
neuroldgica
FMO 0 0 1

FMO: Fracaso multiorganico.
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En cuanto al impacto de la vitamina D sobre la supervivencia libre de
evento (SLE) y supervivencia global (SG), no se registraron diferencias entre
los tres grupos (p=0.38 y p=0.24 respectivamente). En este sentido, con una
mediana de seguimiento de 2 afios, la SLE yla SG fue del 57% y 71%, 42%y
50% y 45% y 55% para CG, LdD and HdD, respectivamente (figura 4).

Figura 4. Kaplan-Meier de supervivencia libre de evento y supervivencia global.
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4. Infeccion por CMV.

Dado que los episodios de infecciones bacterianas y flingicas no se
registraron con suficiente precision en los diferentes centros y en muchos
casos estaban condicionados por el historial previo de infecciones de los
pacientes, centramos el estudio en el andlisis de la tasa de infeccion por CMV.
Dispusimos de informacién sobre el 88% de los enfermos incluidos en el
ensayo, es decir, sobre 130 pacientes, 44 pertenecientes al grupo control
(33%), 45 del grupo de vitamina D a bajas dosis (34,6%) y 41 del grupo de
vitamina D a dosis altas (31,5%). La tasa de infeccion por CMV en los
diferentes grupos fue la siguiente: 40,9% en el grupo control, 28,8% en el grupo

de vitamina D a dosis bajas, 24,3% en el grupo de vitamina D a dosis altas

103



(figura 10), sin diferencia estadisticamente significativa. Once pacientes
desarrollaron enfermedad por CMV (26% del total de los infectados), sin
diferencias significativas entre los grupos. La incidencia acumulada de infeccién

por CMV se muestra en la figura 5.

Figura 5. Incidencia acumulada de infeccién por CMV.

> # cuminc of CMV inf:
> outinc(y,1)
group 1 control
cuminc (%) Lower Upper

0 0.0 NaN NaN
100 35.9 23.4 54.9
200 35.9 23.4 54.9
300 38.4 25.7 57.5
365 38.4 25.7 57.5
730 38.4 25.7 57.5
Cumulative Incidence of CMV infection 1 0 95 38 . 4 25 . 7 57 . 5
o group 2 Bajas dosis
a — Grupo Control cuminc ( % ) Lower Upper
— — Vit-D Bajas Dosis
<+ Vit-D Altas Dosis 0 0 . 0 NaN NaN
@ ] 100 15.0 7.1 31.7
200 17.5 8.8 34.6
300 20.0 10.7 37.5
s 365 20.0 10.7 37.5
730 20.0 10.7 37.5
1095 NA NA NA

group 3 altas dosis
cuminc (%) Lower Upper

0 3.1 0.4 22.
_____________ 100 6.2 1.6 24.5
S 200 9.5 3.2 28.5
" 300 9.5 3.2 28.5
w T w T w T w 365 9.5 3.2 28.5
0 200 400 600 800 1000 1200 730 NA NA NA
time since frx (days) 1 0 95 NA NA NA

5. Estudios de inmunofenotipo
5.1. Células dendriticas en sangre periférica.

En la tabla 6 se resumen los porcentajes y nUmeros absolutos de los diferentes
subtipos de CDs en sangre periférica, tanto en las tres cohortes de pacientes
como en un grupo control de individuos sanos. Tal como queda reflejado, no
existen diferencias entre los tres grupos de pacientes sometidos trasplante
independientemente de que reciban o no vitamina D, aunque si se registraron

diferencias significativas con los controles sanos, siendo el numero de CDs
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plasmocitoides y mieloides BDCA1l+

pacientes en los dias +56 y +100 postrasplante (Figura 6).

Tabla 6. Medias y error estandar de las poblaciones de CDs

Media+/-SEM

SANOS

CONTROL

significativamente mas bajo en

los

%Plasmocitoides

Dia +21
Dia +56
Dia +100

N°Plasmocitoide

Dia +21

Dia +56

Dia +100
%BDCAL

Dia +21

Dia +56

Dia +100
N°BDCA1

Dia +21

Dia +56

Dia +100
%Monocitoides
Dia +21

Dia +56

Dia +100
N°Monocitoides
Dia +21

Dia +56

Dia +100

0,19+/-0,05

11,28+/- 2,91

0.19+/-0.06

10.91+/-3.13

0.88+/-0.16

50.03+/-6.68

0,19+/-0,02
0,05+/-0,02%
0,04+/-0,02%

7,69+/-2,26
1,31+/-0.43*
0.92+/-0.50*

0,13+/-0,03
0,05+/-0,02
0,05+/-0,02

5,33+/-1,80
1,33+/-0,56"
1,92+/-0,80%

1,10+/-0,26
1,47+/-0,97
0,75+/-0,44

44,54+/-14,34
31,16+/-17,74
20,47+/-7,78

0,64+/-0,11
0,05+/-0,03"
0,03+/-0,01*

9.94+/-3.59
1.56+/-0.61"
1.31+/-0.46"

0,26+/-0,10
0,08+/-0,02
0,07+/-0,02*

9,52+/-3,25
3,21+/-0,76"
4,08+/-1,83"

1,39+/-0,46
0,48+/-0,16
0,51+/-0,17

63,60+/-22,25
21,91+/-7,13
37,35+/-14,41

0,15+/-0,04
0,02+/-0,01%
0,02+/-0,01%

5.27+/-1.21
0.86+/-0.38"
1.08+/-0.34*

0,16+/-0,05
0,05+/-0,02%
0,06+/-0,02%

5,97+/-1,97
2,04+/-0,63"
2,73+/-0,82*

1,99+/-0,75
0,66+/-0,27
0,78+/-0,28

72,43+/-25,17
33,78+/-13,17
34,29+/-11,68

SEM: error estandar de la media “Diferencias significativas entre sanos y grupos de tratamiento (p<0.05).

Figura 6. N° de células dendriticas plasmocitoides y mieloides BDCA1+
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La expresion de CD86 como marcador de activacion mostro diferencias
significativas en el dia +56 con una mediana de intensidad de fluorescencia
significativamente mas alta en las CDs derivadas de monocitos de los

pacientes del grupo de dosis bajas frente a los otros dos grupos.

5.2. Distribucion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias
5.2.1. Linfocitos By T

Con la combinacion de anticuerpos seleccionada para determinar las
subpoblaciones linfocitarias comprobamos que el efecto més evidente de la
vitamina D sobre las diferentes poblaciones celulares se producia a nivel de los
linfocitos B circulantes, que estaban significativamente disminuidos en los
pacientes que recibian vitamina D frente al grupo control en el dia +100 (tabla 6 y

figura 7).

Figura 7. NUmero absoluto y porcentaje de linfocitos B
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6 350
5 1 300
. o E 250
p=0.05 £ p=0.08
1 £ 200 i
3 3
8 p=! O 03
p=0.004 = 150
2 p=0.02 p0017 3 p=0.035
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Por otro lado, los tres grupos mantenian un porcentaje y un numero
absoluto similar de leucocitos, linfocitos totales, linfocitos T, linfocitos T
CD4/CDS8 vy células NK, tal como se muestra en la tabla 7 (nidmero absoluto) y

tabla 8 (porcentaje).
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Tabla 7. Numero absoluto de poblaciones linfocitarias

Media (SEM)

Linfocitos
Dia +21
Dia +56
Dia +100
Linfocitos T
Dia +21
Dia +56
Dia +100
CD4+

Dia +21
Dia +56
Dia +100
CD8+

Dia +21
Dia +56
Dia +100
CD4-CDs8-
Dia +21
Dia +56
Dia +100
CD4+CD8+
Dia +21
Dia +56
Dia +100
Células NK
Dia +21
Dia +56
Dia +100
Linfocitos B
Dia +21
Dia +56
Dia +100

SANOS
2203.09(471,40)

1587.55+/-304,07

963.98(220,50)

499.74(64,81)

77.88(31,68)

45.89(15,96)

378.28(112,41)

237.12(64,94)

CG

958.57(193.99)"
1004.99(243.09)"
1259.35(267.91)

724,73+/-166,51"
832,01+/-236,23"
1028,17+/-224,17

345.35(77,34)"
278.75(53,28)"
416.16(80,41)"

265.28(78.39)
467.25(185.17)
511.86(134.97)

102.70(32.35)
81.00(29.14)
92.58(21.05)

6,23(1,62)"
4,75(1,47)"
7,50(2,56)"

220,27(36,95)
178,99(29,79)
232,19(48,60)

13,96(6,03)"
35,98(8,18)*"
59,41(17,42)*"**

LdD

859.15(121.59)"
1198.58(392.78)
1584.95(502.14)

561,07+/-83,14*
993,34+/-378,99
1356,67+/-487,89

243.17(35,33)"
223.12(39,38)"
371.14(113,99)"

276.65(65.32)
670.52(338.09)
847.62(371.55)

33.37(5.46)
38.39(10.68)
36.57(8.89)

7,73(1,31)*
12,52(5,16)"
7,87(2,38)"

273,48(43,34)
208,89(40,69)
212,17(53,55)

2,78(0,84)"
8,89(2,15)**
16,06(4,93)*"

HdD

1013,19(135.87)"
805,14(221.96)"
1087,55(267.48)"

752,58+/-121,44"
610,34+/-183,02"
860,92+/-237,53"

309.37(47,37)"
244.60(59,31)"
337.01(83,27)"

393.42(96,56)
326.11(128,60)
471.89(147,66)

41,66(6,15)
28,94(7,12)
38,27(8,05)

7,73(1,35)*
10,79(4,69)"
13,73(6,00)"

273,17(36,19)
170,20(49,35)
187,60(38,37)

6,84(1,71)"
24,83(8,55)"
39,12(18,48)"*=*

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y sujetos sanos (p<0.05) *diferencias significativas
entre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG y HdD (p<0.05) *diferencias significativas
entre LdD y HdD (p<0.05)

Por el contrario, el nimero de linfocitos T estaba significativamente

disminuido en los pacientes en comparacién con el grupo de sujetos sanos (tabla

6) en los diferentes momentos postrasplante. Del mismo modo, también estaban

significativamente disminuidos en comparacion con los sujetos sanos los

linfocitos CD4+, CD4+CD8+ y los linfocitos B en los tres momentos evaluados

postrasplante (+21, +56 y +100) (figura 8).
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Figura 8. NUmero absoluto de linfocitos T CD4+ y CD4+CD8+
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Tabla 8. Porcentajes de poblaciones linfocitarias

Media (SEM SANOS CG LdD HdD
Linfocitos 37.75(8,35)

Dia +21 24,29(4,73) 21,89(3,03) 23,63(2,85)
Dia +56 20,07(4,07) 22,85(5,45) 15,22(3,19)"
Dia +100 23,87(3,72) 20,87(5,28) 21,21(4,11)
Llinfocitos T 27.31(5,47)

Dia +21 19,18(4,24) 14,41(2,06)" 16,95(2,33)
Dia +56 16,11(3,77) 18,67(5,32) 11,29(2,52)"
Dia +100 19,43(3,21) 17,51(5,18) 16,75(3,66)
CD4+ 59.53(2,63)

Dia +21 52,89(3,35) 46,84(6,08) 46,85(4,72)
Dia +56 45,32(3,84) 36,82(6,60) 47,36(4,29)
Dia +100 43,70(2,04)*  35,25(6,27) 42,29(3,50)"
CD8+ 32.86(3,22)

Dia +21 32,98(2,98) 44,96(6,27) 45,17(5,32)
Dia +56 43,45(3,54) 51,74(7,45) 45,31(4,89)
Dia +100 45,39(2,35)"  54,35(7,48) 50,68(4,03) *
CD4-CD8- 4.56(1,00)

Dia +21 12,90(2,75) 6,35(1,02) 6,69(1,23)
Dia +56 10,40(2,25) 5,51(1,39) 6,26(1,03)
Dia +100 10,20(1,73) 3,99(0,87) 5,58(0,81)
CD4+CD8+ 3.05(1,09)

Dia +21 0,90(0,16) * 1,83(0,53) 1,26(0,17)
Dia +56 0,61(0,19)" 1,70(0,71) 1,34(0,29) *
Dia +100 0,63(0,12)" 1,01(0,42) 1,44(0,26)
Células NK 6.36(1,89)

Dia +21 4,76(0,74) 6,92(1,14) 6,98(1,02)
Dia +56 4,16(0,86) 4,14(0,83) 3,38(0,94)
Dia +100 4,25(0,56) 3,10(0,86) 3,72(0,68)
Linfocitos B 4.07(1,17)

Dia +21 0,36(0,17)™  0,06(0,02) *** 0,18(0,05) **
Dia +56 0,77(0,15)*  0,19(0,05) ** 0,54(0,20) *
Dia +100 1,39(0,43)™**  0,25(0,11) ** 0,74(0,31)

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) “diferencias
significativas entre LdDy HdD(p<0.05)
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5.2.2. Linfocitos T naive/memoria/efector

De acuerdo con la expresion de CD45RA y CCR7 separamos cuatro grupos de
linfocitos T tanto CD4 como CD8:

> Naive: CD45RA+ CCR7+

> Efector: CD45RA+ CCRY7-

> Memoria central CD45RA-CCR7+

> Memoria periférica CD45RA-CCR7-

Como se objetiva en la Figura 9, los linfocitos T CD4+ naive estaban
significativamente disminuidos en LdD, siendo mayor en este grupo el nimero
de linfocitos CD4+ de memoria periférica.

En la tabla 9 se resume la distribucion de los linfocitos T CD4 en los grupos de

tratamiento asi como en los sujetos sanos.

Tabla 9. Distribucion de los linfocitos T CD4 naive/memoria/efector

Media (SEM SANOS CG LdD HdD
CD4+ Naive 36.67(4,13)

Dia +21 21,85(2,87)" 15,64(2,98) * 27,11(5,75)
Dia +56 21,49(2,99)* 17,32(4,49)* 22,27(5,48)*
Dia +100 22,12(3,37)* 13,44(5,25)**  23,55(4,26)"
CD4+ Efector 1.78(1,20)

Dia +21 1,45(0,39) 1,18(0,64) 2,70(1,36)
Dia +56 31,17(0,83) 4,33(1,99) 5,81(2,30)
Dia +100 3,27(0,91) 4,43(1,65) 6,46(3,35)
CD4+ Memoria central 46.17(2,30)

Dia +21 46,20(2,73) 44,18(3,33) 42,65(4,17)
Dia +56 45,92(2,09) 38,86(4,10) 37,40(4,44)
Dia +100 46,31(2,15)* 36,49(4,84) 36,00(4,04)*
CD4+ Memoria periférica  15.38(2.54)

Dia +21 30,49(3,73) " 38,27(5,19) * 27,53(3,77)
Dia +56 29,64(3,33)" 40,08(4,89) " 33,90(4,80)
Dia +100 28,29(3,02) * 45,74(5,81)" 33,98(4,11)*

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) *diferencias
significativas entre LdDy HdD(p<0.05)

Respecto a los linfocitos CD8+, destaca fundamentalmente un menor
namero de linfocitos CD8 naive en los grupos que reciben vitamina D frente al
grupo control y una tendencia (en algunos casos significativa) a que este grupo

presentara un menor nimero de de memoria periférica (Figura 10).
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En la tabla 10 se resume los porcentajes de estas poblaciones en los
CD8 habiendo de nuevo diferencias en la distribucion de éstos frente a la

cohorte sana.

Tabla 10. Distribucion de los linfocitos T CD8 naive/memoria/efector

Media (SEM SANOS CG LdD HdD

CD8 Naive 23.68(6,01)

Dia +21 17,58(3,24) 8,96(2,28) " 13,40(1,83)*
Dia +56 16,21(3,48) *  8,96(2,27) * 12,64(2,27)
Dia +100 16,02(2,15) **  7,83(2,89)"* 9,63(1,81)"*
CD8 Efector 36.40(7,95)

Dia +21 29,84(3,08) 25,90(4,27) 35,93(5,38)
Dia +56 37,15(4,10) 38,10(4,42) 44,52(5,78)
Dia +100 43,96(4,60) 42,92(6,62) 50,61(5,61)
CD8 Memoria central 11.67(1,89)

Dia +21 11,52(2,59) 9,99(2,38) 6,77(2,03)
Dia +56 6,65(1,23) 7,12(1,77) 5,81(1,62)
Dia +100 8,25(1,57) 8,00(3,60) 3,90(0,93)*
CD8 Memoria Periférica  28.25(1,30)

Dia +21 41,10(3,65) *  55,72(6,82)"*  43,89(6,03)"
Dia +56 40,00(4,31)"  46,93(5,11)*  37,02(4,84)
Dia +100 31,75(3,89) 39,15(3,36) 35,85(4,97)

*diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) *diferencias
significativas entre LdDy HdD (p<0.05)

Figura 9. Linfocitos CD4+ naive/efector/memoria
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Figura 10. Linfocitos CD8+ naive/efector/memoria
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5.2.3. Linfocitos T reguladores

La cantidad de linfocitos T reguladores (CD4+CD25+CD127+/-dim
Foxp3+) fue similar en el grupo control y el HdD mientras que estaba
significativamente disminuida en el LdD (Figura 11). Curiosamente este grupo
presentaba una cantidad de Treg similar a la observada de los sujetos sanos
(Tabla 11).

Figura 11. Linfocitos T reguladores
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Tabla 11. Porcentaje y numero de linfocitos T reguladores

Media (SEM SANOS CG LdD HdD
Treg 0,07(0,02)

Dia +21 0,43(0,10) ** 0,05(0,01) * 0,026(0,08)
Dia +56 0,17(0,03) * 0,09(0,05) ** 0,14(0,03)*
Dia +100 0,28(0,11) * 0,03(0,01)*" 0,13(0,02)*
Treg Absoluto 4.05(1,16)

Dia +21 17,55(6,58) * 2,37(0,97) ** 9,71(2,30) *
Dia +56 7,96(1,62) * 2,97(0,90) ** 7,94(2,49) "
Dia +100 14,79(5,20) * 3,34(1,18) * 7,12(1,46)

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) *diferencias
significativas entre LdDy HdD (p<0.05)

5.2.4. Células NK

No se observaron diferencias en los porcentajes ni en las cifras absolutas
de células NK entre los tres grupos de tratamiento ni con respecto a los sujetos
sanos. Sin embargo, se apreciaron diferencias entre los sujetos sanos y los tres
grupos de pacientes en los que se refiere a las subpoblaciones de células NK
CD56+ “bright” y “weak”, tal como se representa en la tabla 12; en este sentido,
observamos un mayor porcentaje de células CD56 “bright” en los tres grupos

de pacientes con respecto a los sujetos sanos.

Tabla 12. Subpoblaciones de células NK

Media (SEM SANOS CG LdD HdD
Células NK 6.36(1,89)

Dia +21 4,76(0,74) 6,92(1,14) 6,98(1,02)
Dia +56 4,16(0,86) 4,14(0,83) 3,38(0,94)
Dia +100 4,25(0,56) 3,10(0,86) 3,72(0,68)
Células NK Absoluto 378.28(112,41)

Dia +21 220,27(36,95) 273,48(43,34) 273,17(36,19)
Dia +56 178,99(29,79) 208,89(40,69) 170,20(49,35)
Dia +100 232,19(48,60) 212,17(53,55) 187,60(38,37)
Bright 5.35(1,23)

Dia +21 24.87(2,47)" 33,85(6,35) " 21,04(2,21)*
Dia +56 21,60(2,63)" 17,36(3,79) 19,49(3,70)
Dia +100 22,67(2,61)" 20,13(3,31)" 21,67(3,55)*
Weak 94.65(1,23)

Dia +21 75,13(2,47)" 66,15(6,35) " 78,83(2,21)*
Dia +56 78,40(2,63)" 82,51(3,78) 80,51(3,70)
Dia +100 77,32(2,61)" 79,83(3,32) " 78,33(3,55) *

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) “diferencias
significativas entre LdDy HdD (p<0.05)
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6. Activacion linfocitaria

Centrando el analisis en la expresion de CD40L, se encontraron niveles
disminuidos de CD40L en los grupos de vitamina D con respecto al control en
el dia +100 (Figura 12). También se encontraron diferencias en este marcador
entre los sujetos sanos y las diferentes cohortes de tratamientoen los dias +21,
+56 y +100 postrasplante, con disminucion del nivel de expresion tal como
queda reflejado en la tabla 13.

En lo que se refiere a la expresion intracelular de interferon, no se
observaron diferencias entre los tres grupos, aungue cuando comparabamos
las cohortes de pacientes con los sujetos sanos los niveles de IFN estaban

significativamente aumentados en el dia +100 postrasplante (tabla 13).

Figura 12. IFN y CD40L intracitoplasmatico
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Tabla 13. Niveles de IFN y CD40L intracitoplasmético

Media (SEM) SANOS CG LdD HdD

IFN 29.32(2,49)

Dia +21 29,70(4,19) 34,13(4,62) 30,00(5,19)
Dia +56 33,66(6,16) 43,28(6,83) 40,12(5,62)
Dia +100 49,59(4,21)" 53,47(6,49) " 45,54(3,93)
CDA40L 62.55(3,77)

Dia +21 33,14(6,57)" 32,33(7,32) 31,42(5,24)"
Dia +56 38,85(5,47) " 25,98(6,41) " 35,36(3,77) "
Dia +100 49,09(2,13) *** 24,46(4,53) "+ 39,58(3,67) **

"diferencias significativas entre grupos de tratamiento y cohorte sana (p<0.05) *diferencias
significativasentre GC y LdD (p<0.05) *diferencias significativas entre CG yHdD(p<0.05) “diferencias
significativas entre LdDy HdD (p<0.05)
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6. Citocinas en suero.

Con respecto a las citocinas en suero, los valores fueron similares en los
distintos grupos de tratamiento y en los controles sanos, salvo IFNy que
presentd niveles més elevados en el grupo control (media 18,9) en el dia +14
frente a los otros dos grupos, sin diferencias significativas entre los dos grupos
de tratamiento (media LDvitD 8,4 y media HDvitD 7,7) (figura 13). Ademas,
todos los pacientes incrementaban significativamente IL6 en los primeros 14

dias del trasplante.

Figura 13. Citocinas en suero.
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8. Niveles de vitamina D.

Respecto a los niveles plasmaticas de la 25-hidroxi-vitaminaD (tabla 14),
es relevante sefialar que antes de la administracion de vitamina D en el dia -5,
los tres grupos presentaban niveles por debajo del limite inferior de la
normalidad (rango nivel normal: 50-250 nmol/L). En cambio, los niveles
plasmaticos de 25-hidroxivitamina D fueron significativamente superiores en los

pacientes incluidos en HdD desde el dia +7 postrasplante mientras que para el
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grupo LdD se aprecié un incremento en el limite de la significacion estadistica

Gnicamente en el dia +21. (Figura 14).

Tabla 14. Niveles plasméaticos de 25-hidroxivitamina D

Media+/-ESM  CONTROL LdD HdD
(ng/ml)

Dia -5 44,8+/-4,7 41,9+/-4,9 44,3+/-3,5
Dia +1 46,7+/-5,8 39,1+/-4,2 46,6+/-2,5
Dia +7 44 +/-5,2 37,2+/-4 50,4+/-2,8
Dia +14 45,6+/-3,9 39,6+/-3,9 56,8+/-2,6
Dia +21 47,3+/-5,5 53,9+/-6,1 71,3+/-4,8

Figura 14. Niveles plasmaticos de 25-hidroxivitamina D
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9. Anélisis segun desarrollo de EICH agudo

Dado el disefio del estudio y los momentos en los que se extrajeron las
muestras bioldgicas, pudimos evaluar las variables bioldégicas en nuestros
pacientes en funcion de la presencia 0o no de enfermedad injerto contra
huésped aguda. En total 30 pacientes desarrollaron EICH aguda y 15 no la
presentaron.

No encontramos diferencia en los niveles de vitamina D en plasma en los
pacientes hubieran o no desarrollado EICH aguda tal como se refleja en la
figura 15.

Figura 15. Niveles plasméticos de vitamina D
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Respecto a las CDs destaca que los pacientes que desarrollaron EICH
aguda presentaron menor porcentaje y namero absoluto de células dendriticas
monocitoides en los tres momentos estudiados (+21, +56 y +100) (p<0.05). En
el caso de las CDs plasmocitoides se observaron diferencias en el porcentaje
en el dia +56 y +100 y en numero exclusivamente en el dia +56. Las CDs
BDCA1 no mostraban diferencias en nidmero, con menor porcentaje en el +56
(Figura 16).

Figura 16. Subpoblaciones de células dendriticas.
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No se encontraron diferencias en los leucocitos, linfocitos T,
subpoblaciones CD4+ y CD8+, Treg, células NK ni subpoblaciones NK
“bright/weak” entre los pacientes que desarrollaron EICH aguda frente a los que
no, tal como se muestra en la tabla 14.
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Aungue tampoco hubo diferencias en el porcentaje de CD4+ ni CD8+ si
en el cociente CD4/CD8, siendo menor en los pacientes con EICH aguda en los
dias +56 (p=0,052) y +100 (p=0,025) (figura 17).

Figura 17. Ratio CD4/CD8 segun la presencia de EICH aguda
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Ademas, los pacientes que desarrollaron EICH aguda presentaron menor

porcentaje y numero de linfocitos B en el dia +100 (p=0,016). (figura 18)

Figura 18. Porcentaje y numero de linfocitos B
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En relaciéon a la razon de linfocitos CD4 y CD8 naive/efectores/memoria
Unicamente se objetivaron diferencias en los linfocitos CD4 efectores siendo
mas altos en los pacientes que desarrollaron EICH aguda en el dia +56
(p=0,05) y en el dia +100 (p=0,042) (figura 19).

Figura 19. Linfocitos CD4+ efectores CD45RA+CCR7-

CD4+CD45RA+CCR7-
P

=0.042
p=0.036 o

—

T

o B N W A U O N ®

Day +21 Day +56 Day +100

—— NO GVHD —— GVHD

Con respecto a los parametros de activacion de linfocitos T, destaca
fundamentalmente que en el dia +100 se observaba mayor IFN
intracitoplamatico en los pacientes con EICH aguda (p=0.008). Ademas éstos
presentaron menor expresion de CD40L en el dia +21 (p=0.039)(figura 20).

Figura 20. Activacién linfocitaria.
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Tabla 14. Namero absoluto de poblaciones (*diferencias significativas p<0,05)

Poblaciones EICH Media(ESM)

Media(ESM)  Media(ESM)

Dia +21 Dia +56 Dia +100

Leucocitos NO 4.473,33(639,79) 4.311,43(620,48)  6.672,31(1.125,7)

sl 5.175,17(719,76) 5.387,33(431,63)  5.715,00(818,28)
Linfocitos NO 821,68(170,75)  1.033,87(185,96)  1.399,99(336,57)

SI 1.021,46(124,63) 94558(214,00)  1.217,45(222,14)
Linfocitos T~ NO 572,40(142,66)  719,97(150,12)  1.051,64(277,25)

sl 760,54(107,95)  817,04(205,97)  1.045,85(208,94)
CD4+ NO 260,52(46,70)  291,95(51,58) 418,25(97,21)

sl 336,63(53,78)  241,78(39,81) 362,04(60,18)
CD8+ NO 233,18(78,81)  333,22(100,30)  539,39(181,60)

SI 347,67(62,10)  512,97(169,14)  591,29(144,34)
CD4-CD8- NO 70,58(37,67) 86,42(39,89) 84,17(23,23)

sl 65,94(13,82) 36,98(7,62) 51,82(11,20)
CD4+CD8+  NO 7,99(1,79) 8,35(1,92) 9,85(1,97)

Sl 6,56(1,00) 9,00(2,83) 9,49(3,32)
Cels NK NO 260,72(43,33)  280,17(45,91) 288,64(62,50)

SI 243.23(26,25)  137,44(20,36) 176,87(25,46)
CD56++ NO 27,45(2,80) 23,97(2,77) 25,46(2,77)

sl 24,91(2,76) 18,14(2,35) 20,00(2,21)
CD56+ NO 72,55(2,80) 75,98(2,76) 74,54(2,77)

SI 75,09(2,76) 81,83(2,35) 79,99(2,21)
LinfocitosB~ NO 6,93(1,79) 32,58(10,56) 59,73(17,29)*

SI 10,30(4,24) 21,10(4,95) 35,04(12,37)*
Treg NO 7,31(1,27) 9,46(2,65) 11,19(2,87)

Sl 13,83(4,76) 5,36(0,98) 9,02(3,44)
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Discusion
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Desde su desarrollo hace mas de 50 afios, el trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos se ha empleado con éxito en el tratamiento de
un namero creciente de pacientes con hemopatias malignas. A pesar de que
las expectativas de supervivencia mejoran afio tras afo, el trasplante se sigue
asociando a una nada despreciable morbi-mortalidad fruto de la respuesta
aloinmune de los linfocitos del donante frente a érganos y tejidos sanos de
receptor, que ocasiona la enfermedad injerto contra huésped aguda y cronica,

como ya se ha descrito en la introduccién del presente trabajo.

La vitamina D es una hormona implicada en el metabolismo 6seo y en la
homeostasis del calcio, que se sintetiza en la piel a partir del 7-
dehidrocolesterol tras exposicién a radiacién ultravioleta y, posteriormente, es
transportada al higado donde se hidroxila en el carbono 25, transforméandose
en la forma mayoritaria circulante (25(OH) D3). En el rifion sufre una nueva
hidroxilacion siendo la 1,25(0OH)2 D3 la forma activa que se une al receptor
VDR. Su efecto sobre el sistema inmune ha sido definido recientemente. VDR
se expresa en células inmunes activadas tales como los macrofagos, células
dendriticas, linfocitos T y B. La vitamina D inhibe la maduracién de células
dendriticas, bloquea la proliferacion y reduce la activacion de linfocitos T,
disminuyendo la produccion de citoquinas proinflamatorias tales como IL-2, e

incrementa la produccién de células T reguladoras.

A pesar de este papel activo en la regulacién de la respuesta inmune, no
se ha descrito ningun estudio prospectivo en el que se haya evaluado el papel
inmunomodulador de la vitamina D tras el trasplante hematopoyético y no ha
sido hasta fechas recientes que se han publicado los primeros trabajos
analizando, de manera retrospectiva, el potencial impacto de los niveles de

vitamina D pretrasplante en la evolucion de los enfermos.

En este sentido, tal como describe Glotzbecker et al', los pacientes
sometidos a trasplante tienen unos niveles de vitamina D significativamente
mas bajos (niveles medios de 21,9 ng/ml) que controles sanos (niveles
normales 50-250 nm/L)®®. Los autores asumen que las causas del déficit son
multifactoriales y estan relacionadas con el déficit de exposicién a luz solar vy,

por tanto, a radiacion ultravioleta asi como con la alteracién del metabolismo

122



de la vitamina D y de la hormona paratiroidea observada en pacientes criticos,
tal como refieren Lee et al en su estudio sobre hipovitaminosis D en pacientes
ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos * y Thomas et al en un trabajo

. Ademas, recientemente se han

previo sobre 164 pacientes hospitalizados
descrito niveles disminuidos de vitamina D en pacientes oncologicos antes del
inicio del tratamiento, con lo que se debate si este estado de insuficiencia de
vitamina D podria incluso ser una causa predisponente al evento oncogénico o
una consecuencia del mismo®. En cualquier caso, independientemente de
aspectos geograficos, en el periodo postrasplante existen numerosas causas
que favorecen la hipovitaminosis. Ademas de las ya mencionadas en los
pacientes criticos, que también aplicarian al periodo postrasplante, no es
despreciable el nUmero de pacientes que presenta alteracion de las pruebas de
funcién hepatica y/o insuficiencia renal leve, que también contriburian a

modificar el metabolismo de la vitamina D.

Tal como hemos referido, diversos estudios preclinicos sugieren que la
vitamina D podria inhibir la expansion de células T aloreactivas y que su
deficiencia podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de EICH tras el
trasplante alogénico. En un modelo murino publicado en 2001 por Pakkala y
colaboradores’ , MC1288, un analogo de la vitamina D, disminuye el riesgo de
EICH aguda administrado en monoterapia o asociado a CsA . En 2014,
Ganetsky y colaboradores en la Universidad de Pensilvania, analizan 54
pacientes sometidos a TPH alogénico y describen que la deficiencia de
vitamina D (<20 nmol/l) en el dia +30 posTPH se asocia a mayor riesgo de
EICH aguda cutanea grados II-IV®. Por el contrario, en 2014, Hansson y
colaboradores describien, en un grupo de 123 nifios sometidos a TPH
alogénico en los que midieron niveles de vitamina D°, que aquéllos con niveles
inferiores a 50 nmol/ml presentaban un riesgo inferior de EICH aguda en

comparacién con los pacientes que tenian niveles superiores.

Con estos antecedentes, nos propusimos analizar en el presente trabajo
el efecto inmunomodulador de la vitamina D postrasplante. A pesar de que la
mayoria de estudios describen que los niveles normales o elevados de vitamina
D se correlacionan con un menor riesgo de EICH existe algun estudio, como se

ha mencionado anteriormente, en el que se encuentra la relacion contraria,
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esto es, menor riesgo de EICH con menores niveles de vitamina D. Por otra
parte, no se ha descrito previamente la dosis Optima para generar un efecto
inmunomodulador. En este sentido, tal y como comunican Brum vy
colaboradores en una recopilaciéon de ensayos clinicos sobre pacientes con
esclerosis mdltiple tratados con vitamina D*° , niveles superiores a 40 nmol/ml
ejercen una accién moduladora sobre células inmunes. Algunos estudios
efectuados en paises nérdicos ** emplean dosis de vitamina D semanales de
20000 Ul de colecalciferol mientras que en un ensayo australiano se
compararon dosis de 6000 Ul cada 12 horas frente a 1000 Ul diarias*® , dosis
esta Ultima que es similar a la empleada en nuestro estudio en el grupo de

vitamina D a bajas dosis.

Por tanto, en el momento de plantear el presente estudio, hay datos
contractorios acerca del efecto de la vitamina D empleada tras el trasplante y
se desconoce la dosis y posologia idoneas, todo lo cual nos condujo a disefar
un ensayo fase I/l de seguridad y eficacia empleando cohortes de pacientes
que recibirian dosis crecientes de vitamina D de manera secuencial, dentro de
un rango de dosis similar a lo descrito en estudios previos fuera del contexto

del trasplante.

En base a nuestros propios resultados y los descritos en ensayos con
vitamina D en pacientes con cancer, tales como los recogidos en la pagina web

del "National Cancer Institute" °

, pensamos que 1000 Ul / dia son suficientes
para normalizar niveles plasmaticos *". En este sentido, en el ensayo clinico
mas amplio llevado a cabo por Manson et al sobre 20000 individuos sanos que
fueron suplementados con vitamina D mas el acido graso omega 3 con el
objetivo de prevenir cancer y riesgo cardiovascular, se emplearon dosis de
vitamina D de 2000 Ul, con una toxicidad asumible, aunque sus resultados aln
continan documentandose *2. Una revision de 2011 de Chung y colaboradores
sobre los ensayos con vitamina D para prevencion de cancer y/o fracturas
comunicé que posiblemente un incremento en los niveles de 10 nmol/ml es

suficiente®®,

Datos de seguridad:

®http://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk/diet/vitamin-d-fact-sheet#r12
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En nuestro estudio, la vitamina D a dosis de 1000 Ul o 5000 Ul al dia ha
resultado segura, con una toxicidad leve, fundamentalmente gastrointestinal,
gue ha motivado una tasa despreciable de abandono del tratamiento. No se ha
observado ningun caso sugerente de intoxicacion descrita tal como refieren Bell

y colaboradores en su estudio sobre uso prolongado de vitamina D?.

Finalmente, aunque no existe consenso sobre cudl es el nivel de vitamina D
ideal en enfermedades de base inmune ni, por tanto, sobre qué dosis debe ser
utilizada, dosis superiores o0 iguales a 10000 Ul diarias se asocian en

9(21-23)

diferentes estudios a hipercalcemi En nuestro estudio, las dosis

utilizadas han sido suficientes para la exploracion de los objetivos propuestos.
Vitamina D y riesgo de infecciones

Teniendo en cuenta que la vitamina D modifica la respuesta inmune
postrasplante, una de los potenciales efectos secundarios podria relacionarse
con el riesgo de infecciones. En nuestro estudio, pudimos recopilar datos sobre
infeccion por CMV en 130 pacientes incluidos en nuestro centro tal como
hemos referido anteriormente. Encontramos una tasa de infeccion por CMV
superior en el grupo control (40%) con respecto a los dos grupos de tratamiento
(28% en los pacientes que recibieron 1000 Ul de vitamina D y 24% en el grupo
de enfermos que recibi6 vitamina D a dosis de 5000 Ul), aunque la diferencia
no fue estadisticamente significativa. Estos resultados son concordantes con
los ya mencionados y publicados en 2015 por Von Bahr sobre una serie de
166 pacientes en los que los niveles descendidos de vitamina D se
correlacionaban con una mayor frecuencia de enfermedad por CMV?,
Finalmente, otro estudio reciente realizado sobre 134 nifios sometidos a
trasplante, demuestra una supervivencia inferior en pacientes con déficit severo

de vitamina D, si bien no encuentran diferencias en el riesgo de infeccién?.

Existe una considerable cantidad de informacion en la literatura cientifica en
torno al efecto de la vitamina D sobre las infecciones virales, alguna mas
antigua, como la recopilada por Yamshchicov y colaboradores en su revision de
2010 sobre la posible influencia de esta hormona en la estacionalidad de
infecciones como la gripe o las ocasionadas por rinovirus, y alguna mas

reciente y controvertida como las que relacionan la vitamina D con el prondstico
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de los pacientes infectados por VIH y con la reconstitucion inmune tras el

tratamiento antiretroviral®%2®

. Esta accion de la vitamina D podria relacionarse
con su capacidad para regular la produccion de citoquinas proinflamatorias,
tales como TNFalfa e IL-12 y péptidos antimicrobianos como la catelicidina y la
beta defensina, proteinas antimicrobianas segregadas por diversas células
incluidas las epiteliales, que forman parte de la inmunidad innata. Tal como
refieren Cobo y Chadee en su revision sobre el papel de las beta defensinas en
la infeccion 2°, la infeccién de los neutréfilos por CMV incrementa la expresion
del ARN mensajero de la defensina LL37 que se potencia con la presencia del
leucotrieno LTB4 tal como demostraron Gaubreault y colaboradores® . La
vitamina D promueve la secrecion de LL37 y esto podria influir en el control de

la infeccion viral 2.

Efecto de la vitamina D sobre la respuesta inmune y la enfermedad injerto
contra huésped:

Atendiendo a las variables biolégicas relacionadas con EICH aguda, y
teniendo en cuenta el efecto de la vitamina D sobre el sistema inmune, era
esperable un descenso de la activacion linfocitaria T ligada a la fase Il de la
EICH aguda y a los mecanismos efectores inflamatorios de la fase Ill, por
ejemplo, inhibiendo la maduracion de células dendriticas, la expresién de
moléculas coestimuladoras, la respuesta Thl secundaria y, por tanto, la

aloreactividad mediada por células T.

Con respecto a las poblaciones leucocitarias, observamos un aumento
de los linfocitos T CD8 de memoria periféricos en los dos grupos de tratamiento
frente al grupo control en el dia +21 y de linfocitos T CD4 y T CD8 de memoria
periférico en el dia +100. Tal como describen Zhang y colaboradores en 2004 y
Zheng y colaboradores en 2008 334, estas poblaciones no parecen asociarse
a enfermedad injerto contra huésped aunque si tienen un efecto injerto contra
leucemia, si bien existe informacion contradictoria en la literatura. En este
sentido, Zheng y colaboradores describen en 2009 que esta poblacion seria
capaz de generar enfermedad injerto contra huésped en un modelo de raton®®.
Es posible que este efecto se deba tanto a la accion directa de la vitamina D
sobre las poblaciones linfocitarias que expresan VDR y que se diferencian en
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sus diferentes subpoblaciones tras contacto con aloantigenos como a una
interferencia sobre el tréfico linfocitario condicionado por quimoquinas a través
de regulacion local tisular T ejercida por células dendriticas, tal como sugerian

Sigmundsdottir y colaboradores en 2007%°.

Los patrones de activacion de células T, la expresion de moléculas
coestimuladoras, el andlisis de las células T reguladoras y los niveles de
citoquinas no arrojaron resultados significativos, al igual que acontecié en el
estudio de Hansson y colaboradores®®. De hecho, de manera sorprendente, los
pacientes que reciben vitamina D presentan unos niveles significativamente
mas bajos de linfocitos T reguladores que los observados en el grupo control.
Es importante sefalar que diversos estudios describen, por un lado, que los
linfocitos T reguladores no son una poblacién celular homogénea, y por tanto
se requieren mas estudios que analizen el efecto de la vitamina D sobre las
diferentes subpoblaciones y, mas importante, ademas de su cuantificacion, es

relevante evaluar su nivel de activacion y su capacidad funcional.®"3%

Es posible que la ineficacia de la vitamina D observada en nuestro
estudio en la prevencién de la enfermedad injerto contra huésped aguda pueda
deberse al momento de inicio de su administracion, ya que no es hasta las 3
semanas postrasplante cuando se aprecian diferencias en los niveles séricos
entre los distintos grupos de pacientes. Por otra parte, la expresion de VDR en
las fases iniciales de regeneracion del tejido hematopoyético podria estar
condicionada por la administracién exdégena de colecalciferol que interferiria asi
en el sistema autocrino/paracrino de la vitamina D presente en las células
inmunes.Ya en 1990, Goff y colaboradores publicaron un estudio empleando un
modelo murino en el que demostraban una disminucién de VDR en las células
renales tras administracién de vitamina D como una forma de regulaciéon® . En
este sentido, seria posible que la la administracién exégena de la hormona

influyera en la expresién de VDR en linfocitos T*.

En nuestro estudio, los pacientes que recibieron vitamina D presentaron
menor riesgo de EICH crénica. Curiosamente, disminuyé el riesgo de EICH
cronica incluso en pacientes con elevado riesgo de desarrollarla, como son

aguellos que han presentado previamente EICH aguda, lo que podria
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justificarse por el efecto sinérgico entre esteroides y vitamina D. Ya
Jirapongsananuruk y colaboradores demuestran en un estudio sobre muestras
de 16 sujetos sanos como el empleo de dexametasona junto con 1,25 (OH)2
D3 intensifica el efecto inmunosupresor de los corticoides via Thl bloqueando
el efecto inhibitorio de la via Th2 que queda de esta forma liberada*’. En una
revision publicada en el afio 2014 sobre vitamina D y hormonas esteroideas,
Cutolo y colaboradores corroboran estos resultados*®.

Todo ello viene a confirmar nuestra hipétesis de trabajo y completan
estudios exploratorios retrospectivos como los llevados a cabo por Glotzbecker
y colaboradores que, sobre una serie de 53 pacientes, comprobaron que
aquéllos con bajos niveles de vitamina D, en su caso inferiores a 25 nM/mL,
presentaban mayor riesgo de desarrollar EICH crénica®. Recientemente, Von
Bahr y colaboradores han comunicado también, sobre una serie de 166
pacientes, que los niveles vitamina D inferiores a 42 nmol/mL también se
asocian a mayor riesgo de padecer EICH crénica®®. Ya Silva y colaboradores
sugirieron el potencial efecto beneficioso de la vitamina D en un grupo de 12
pacientes que recibieron vitamina D a dosis de 1000 Ul mas carbonato calcico
como tratamiento de la osteopenia tras el trasplante, objetivandose una mejoria

de la EICH crénica sin efectos secundarios valorables**.

En nuestro estudio la administracion de 1000 Ul o 5000 Ul diarias de
vitamina D en los primeros 100 dias postrasplante disminuye el riesgo de
desarrollar EICH crénica sin afectar el de EICH aguda, lo que pone de
manifiesto la diferencia fisiopatolégica entre ambas entidades. En la primera,
existe un potente componente inflamatorio mientras que en la segunda
predominan los fendmenos autoinmunes vy la fibrosis. Se describe que en la
EICH aguda predomina la respuesta Th1/Thl7, mientras que en la EICH
cronica la via Th2 es preponderante, si bien hay controversia sobre esta
cuestidon. Tal como sugiere Toubai en su revision sobre la fisiopatologia de la
EICH*, el paradigma Th1/Th2 de las células T del donante en las formas
aguda y cronica ha evolucionado. Datos experimentales muestran que
cantidades adecuadas y fisiologicas de citoquinas Thl son criticas para la
induccion de la EICH, mientras que una produccién alterada (baja o alta) podria

inhibirla. Igualmente, la polarizacion Th2 en algunos modelos reduce la EICH
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mientras que en otros estudios no puede probarse beneficio alguno. En lo que
se refiere a la EICH croénica, un estudio reciente de Hayashida y colaboradores
sobre biopsias de mucosa oral y de glandulas salivares de 16 pacientes con
EICH crénica*®, sugiere que la EICH crénica podria iniciarse y mantenerse por
células Thl, progresando posteriormente con la acumulacion de células Th2 a
través de la interaccion con quimoquinas y receptores de quimoquinas. La
subpoblacién Thl7 parece jugar también un papel importante en la EICH
cronica, tal como muestra el trabajo de Nishimori de 2011 sobre un modelo de
EICH crénica de ratén*’. En 2014, Briiggen y colaboradores ponen también
énfasis en los diferentes mecanismos que separan la EICH aguda de la EICH
cronica a partir de su estudio sobre biopsias cutaneas en pacientes con EICH,
mostrando una predominancia de citoquinas Th2 y un incremento en la
produccion de IL-22 por células T CD4 en pacientes con EICH aguda y un
patron Th1/Th1l7 en la EICH cronica, con elevadas cantidades de interferén
gamma y de IL-17 producidas por células CD8%.

Debe destacarse también el papel crucial que la alteracion de la funcién
timica juega en el desarrollo de la EICH . Mediante el proceso de seleccién
negativa, en condiciones fisiolégicas, las células autorreactivas son eliminadas,
generando lo que se denomina "tolerancia central" mediante un proceso de
deleccion clonal en el que intervienen células dendriticas timicas. La seleccion
positiva se lleva a cabo mediante el epitelio cortical timico. En la EICH aguda,
las células T maduras del donante se expanden de un modo independiente del
timo y son responsables del inicio de la enfermedad. Sin embargo, en una fase
mas tardia, los linfocitos T generados de novo a partir de las células madres del
donante, deberian sufrir el proceso fisiolégico de seleccion negativa en el timo.
Sin embargo, la seleccibn negativa esta alterada en pacientes con EICH
cronica, como mostraron Sakoda y colaboradores, favoreciendo la emergencia
de clones T autorreactivos que causan EICH crénica incluso en presencia de

células T reguladoras®.
Recuperacién inmune postrasplante y EICH aguda.

Ademas, en el presente estudio pudimos constatar algunas diferencias

llamativas en la recuperacion de la respuesta inmune postrasplante en funcion
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del desarrollo de EICH o no. Asi, las células dendriticas plasmacitoides estaban
disminuidas en sangre periférica en pacientes con EICH aguda en el dia +56
en comparacion con aquellos que no desarrollaron EICH aguda. Del mismo
modo, las células dendriticas monocitoides también estaban disminuidas en los
pacientes que desarrollaron EICH en los dias +21, +56 y +100. Tal como
hemos mencionado anteriormente, las células dendriticas plasmacitoides estan
relacionadas con la tolerancia. Podria ser coherente, por tanto, que se
objetivara un menor numero de las mismas en paciente con EICH aguda.
Recientemente, Peric y colaboradores, en una serie de 79 pacientes,
describen un descenso en la cifra de células dendriticas en el dia +100 con una
peor supervivencia y un mayor riesgo de EICH aguda severa®.

En cuanto a las poblaciones linfocitarias T, encontramos en nuestro estudio
una ratio CD4/CD8 significativamente descendida en los pacientes con EICH
aguda en los dias +56 y +100. Estos resultados son dificiles de interpretar
teniendo en cuenta que son pacientes que reciben tratamiento esteroideo, lo
que podria influir en dicha ratio. M&s concordante con lo descrito en la literatura
es el hallazgo de un incremento en los linfocitos CD4 efectores virgenes
(CD45RA+CCR7-) en los enfermos con EICH aguda en los dias +56 y +100
postrasplante. En 2014, Podgorny y colaboradores realizaron un analisis sobre
subpoblaciones celulares en 216 pacientes sometidos a TPH alogénico
llegando a esta misma conclusién aunque también demostraron un incremento
en las poblaciones CD4 y CD8 de memoria que comienzan a disminuir
conforme nos acercamos al dia +100 >*. La molécula CD45, una fosfatasa-
tirosina que regula la sefializaciébn a través del receptor de antigenos y el
receptor de ciertas citocinas, se diferencia entre las células T virgenes y
memoria por su forma mas que por su nivel de expresion. Existen multiples
isoformas identificadas que se gegeneran por un procesamiento diferencial o
"splicing" de tres exones extracelulares (A, B y C). Las células T virgenes
expresan las isoformas con los mas altos pesos moleculares (comunmemente
referidas como CD45RA en humanos). Durante el curso de la activacion, los
linfocitos T cambian la expresién de CD45 a bajos pesos moleculares (definido
como CD45R0). Ya en el afio 2004, Xystrakis y colaboradores demostraron en
un modelo animal que soélo las poblaciones CD4 CD45RA efectoras eran

130



capaces de generar aloestimulacién tras el trasplante 2. Este incremento de
linfocitos CD4 efectores virgenes que observamos en periodos mas tardios
con respecto a la infusién en pacientes con EICH aguda resulta dificil de
interpretar teniendo en cuenta que la nueva linfopoyesis timica procedente del
donante se origina a partir de los tres meses del trasplante y pone de
manifiesto que probablemente esta poblacion efectora proceda de la
proliferacion de las linfocitos T del donante virgenes inicialmente infundidos.
Otra posible explicacion seria reversion del fenotipo de memoria a virgen ante
la persistencia del antigeno >3, considerando que en nuestro caso este antigeno
podria estar representado por los péptidos pertenecientes al sistema menor de
histocompatibilidad .

Los linfocitos B se encuentran descendidos en nuestro estudio en el dia +100
en los pacientes con EICH aguda. Tal como describen Sanchez-Garcia y
colaboradores en su analisis de la linfopoyesis normal y patolégica a partir de
muestras de 39 pacientes con leucemia aguda linfoblastica B sometidos a
aloTPH, la EICH aguda se asocia con una marcada inhibicion de los
precursores normales pro-B y pre-B en los dias +30 y +60 >*. Aunque no puede
descartarse que esto sea debido al propio tratamiento de la EICH, las células T
del donante pueden contribuir a esta inmunodeficiencia B mediante
citotoxicidad mediada a través del ligando Fas o mediante liberacién de
citoquinas tales como interferon-gamma, que inhibe la linfopoyesis B. Este
descenso de linfocitos B probablemente sea mas que una causa una
consecuencia de la enfermedad injerto contra huésped ya que las células B
juegan un papel fundamental en las respuestas fisiolégicas inmunes vy, en el
contexto del trasplante, tras la activacién del receptor BCR y de moléculas
coestimulatorias como CD40, los linfocitos B constituyen potentes células
presentadoras de antigenos, que estimulan a las poblaciones de linfocitos T
CD4 y CDS8. Por otro lado, algunas subpoblaciones B pueden ejercer funciones
inmunomoduladoras, manteniendo la tolerancia periférica CD4 y CD8 mediante
mecanismos como la deleccion, induccién de anergia y supresién mediada por

citoquinas tal como se ha demostrado en algunos trabajos™™’.

En cuanto a las células NK, existe un descenso de las mismas en el dia +56 en

los pacientes con EICH aguda. Este dato es concordante con lo publicado en la
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literatura; Yim y colaboradores, en un estudio publicado en 2013 sobre 59
pacientes pediatricos sometidos a TPH alogénico®, demostraron que la EICH
aguda retrasaba la reconstitucion de las células NK, siendo este dato
corroborado en 2014 por Kheav especialmente en la poblacién CD56 débil®® .
Las células NK constituyen la primera poblacion linfocitaria que se reconstituye
después del TPH alogénico, con una primera expansion de la subpoblacion
CD56 brillante productora de citoquinas, seguida de la proliferacion de una
subpoblacién intermedia CD56 brillante CD16 débil para pasar al desarrollo de
la subpoblacién dominante CD56 débil caracterizada por su mayor actividad
citotéxica. El descenso que objetivamos de la poblacion global en pacientes
con EICH aguda podria también estar relacionado con el tratamiento esteroideo
0 ser una consecuencia de la EICH. La expresion de algunos ligandos de las
células NK como NKG2 importantes para la respuesta antitumorales y
antivirales de estas células asi como para la activacion de las mismas y que
contribuyen al aloreconocimiento se inhiben tras la exposicion a determinadas
citoquinas como las liberadas durante la EICH aguda y esto podria contribuir al
bloqueo de esta poblacién %%, Todo ello podria perpetuar la EICH ya que las
células NK disminuyen la activacion de los linfocitos T por las células
presentadoras de antigenos destruyendo directamente estas células.

Resulta mas probable que la disminucion de la expresion de CD40L que
observamos en los linfocitos T de nuestros pacientes esté mas relacionada con
el tratamiento de estos enfermos que con los mecanimso de regulacion de esta

molécula %2,
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Conclusiones
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1.- La administracion de vitamina D a dosis de 1000 Ul y 5000 Ul en
pacientes sometidos a aloTPH es segura y permite incrementar sus niveles en

sangre a partir de los 21dias postrasplante.

2.- La administracion de vitamina D postrasplante disminuye el riesgo de
EICH croénica asi como la severidad de la misma, aunque no presenta impacto
sobre la forma aguda de la enfermedad. El efecto observado con la dosis de

1000 Ul diarias es similar al que se objetiva con la de 5000 UI.

3.- Nuestros datos biolégicos, aunque limitados, nos hacen suponer que
este efecto se deba a una estimulacion Th2 inicial y a una supresion Thl mas
tardia. Las modificaciones que se observan en los grupos que recibe vitamina
D frente al que no la recibe se resumirian del siguiente modo: disminucién de
infocitos B circulantes, reduccion de linfocitos T CD4 y CD8 "naive" e
incremento de efectores memoria, disminucion de la expresién de CD40 L en

linfocitos activados, y descenso de los niveles de IFN.

4.-Los pacientes en tratamiento con vitamina D tienen un menor riesgo
de infeccion por CMV, con una tasa de infeccion del 28,8% y 24,3% en los
pacientes que recibieron vitamina D 1000 Ul y 5000 Ul respectivamente,

aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

5.- .-Los pacientes en tratamiento con vitamina D tienen un menor riesgo
de infeccion por CMV, con una tasa de infeccion del 28,8% y 24,3% en los
pacientes que recibieron vitamina D 1000 Ul y 5000 Ul respectivamente frente
al 40% del grupo control, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

6.-El subanalisis de los datos biolégicos de los pacientes con EICH
aguda es coherente con los datos publicados y confirma hallazgos recientes
sobre la fisiopatologia de esta enfermedad como el valor de los recuentos de
células dendriticas en sangre periférica como parametro predictivo, aunque se

requieren estudios mas amplios para profundizar en este aspecto.
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