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l. MOTIVACION DE LA
INVESTIGACION



Este estudio nace de la necesidad de dar respuesta precoz y especifica a las
consultas interdepartamentales formuladas al Servicio de Dermatologia,
desde el Servicio de Hematologia. La mayoria de estas interconsultas eran
referidas a pacientes sometidos a trasplante de precursores hematopoyéticos
(TPH), quienes presentaban, durante los primeros meses postrasplante, un
cuadro clinico inespecifico, consistente en exantema cutaneo morbiliforme,
acompaiado o no en fiebre, nduseas y diarrea. Estas caracteristicas clinicas
aparecen compartidas por enfermedades que pueden concurrir en estos en-
fermos: enfermedad injerto contra huésped (EICH), con afectacion cutanea,
infeccion o reactivacion viral y reaccion cutanea adversa a medicamentos

(RCAM), lo cual dificulta el diagndstico rapido y acertado que deseamos.

La practica clinica diaria incluia la realizacion sistematica de una biopsia
cutanea del exantema, que en gran medida acotaba las posibilidades diag-
nosticas. Pero, hay una parte de estas biopsias, que muestran rasgos histopa-
tologicos superponibles de las tres posibilidades diagndsticas mencionadas
anteriormente. La inespecificidad clinico-patologica del cuadro, puede lle-

var al retraso en el diagndstico(1), (2) con consecuencias fatales.

Este trabajo se ha realizado con el objetivo general de acortar el tiempo y
mejorar la precision del diagndstico para beneficio global de estos

pacientes.



II. INTRODUCCION



1. ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED (EICH)

La enfermedad de injerto contra huésped es el resultado de la agresion in-
munolodgica de los tejidos del paciente que recibe el injerto mediada por las
linfocitos del donante que reconocen a dichos tejidos como elementos
extranos.

Para que se produzca la enfermedad de injerto contra huésped, es condicion
sine qua non un paciente inmunodeprimido y una transferencia de linfocitos
activos de otro paciente, bien sea de precursores hematopoyéticos de sangre
periférica, médula 6sea o cordon umbilical o bien, de componentes sangui-
neos no irradiados en una transfusion.

A continuacion describimos, en lineas generales, el trasplante de precurso-

res hematopoyéticos.

(a) TRASPLANTE DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS

Las primeras investigaciones sobre esta técnica datan de los afios 60. El
trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH) consiste en transferir cé-
lulas precursoras hematopoyéticas de un donante inmunocompetente sano a
otro paciente inmunodeprimido por la enfermedad de base y/o por los trata-

mientos recibidos previamente.

La capacidad para curar ciertas enfermedades, del TPH es ampliamente re-
conocida y con ella fueron reconocidos otros dos efectos importantes: injer-
to-contra-leucemia, ICL, (GVL -graft versus leukemia-) y enfermedad de

injerto contra huésped, en adelante, EICH (GVHD -graft versus host
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disease-).

- El efecto de injerto-contra-leucemia (ICL), permite erradicar células ma-
lignas del paciente trasplantado, debido a su destruccion por los linfocitos
activos del donante. De este modo se consigue la eliminacién de clones de
células malignas, que pudieran ser las responsables de la remision in-
completa o la recaida de la enfermedad que origino el trasplante (3), (4).

- La enfermedad de injerto contra huésped, objeto de nuestra investigacion,

la describimos en el siguiente apartado.

En publicaciones del ano 2000, la tasa anual de trasplantes en el mundo era
de 18000 (5). En informes de hace menos de 5 afios, esta tasa habia alcan-
zado los 25000 en todo el mundo (6), con expectativa de duplicar los
trasplantes no emparentados (no relacionados) (7). En los trasplantes de
donante no emparentado (DNE), el donante posee antigenos tisulares
(HLA) idénticos al del receptor, pero procede de un registro de donantes, en
ningun caso es un miembro de la familia diresta del receptor. Esto evidencia
el creciente uso de esta técnica y por tanto, la necesidad de los dermatolo-

gos de saber reconocer sus efectos, manifestaciones clinicas y tratamiento.

(b) FISIOPA'I"OLOGiA DE LA ENFERMEDAD DE INJERTO
CONTRA HUESPED.

La enfermedad de injerto contra huésped ha de considerarse una exacerba-
cion o distorsion de la respuesta inflamatoria celular normal (8), (9). Los
elementos principales de esta respuesta inflamatoria anomala son:

- Células del hospedador dafiadas, bien sea por la enfermedad de base, por

los tratamientos quimioterapicos previos, por procesos infecciosos u otros
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factores atn por determinar.

- Células del donante funcionantes, injertadas, que reconocen como extra-
fas a las células del hospedador, tanto con alteraciones previas como sin
ellas.

Existen multiples células y rutas inflamatorias implicadas en el proceso
complejo que da lugar al desarrollo de la EICH(10), (11), (9).

Los requerimientos para que esta enfermedad ocurra quedaron descritos por
Billingham en 1966. Segtn este autor, se requieren tres condiciones funda-
mentales para su desarrollo:

1.- El injerto debe contener células inmunoldégicamente competentes.

2.- El receptor debe expresar antigenos tisulares que no estan presentes en
el tejido trasplantado del donante, es decir, ser un trasplante alogénico.

Se denomina alogénico (Del griego dllos [aAAog], 'otro', y genndo, [yevvim]
'engendrar') puesto que las células introducidadas en el paciente proceden
de otro individuo de la misma especie. En contraposicion al concepto de
trasplante autologo, en el que las células introducidas proceden del mismo
paciente. En los trasplantes aut6logos no se produce EICH.

3.- El receptor debe ser incapaz de generar una respuesta inmunoldgica
efectiva para destruir las células trasplantadas.

Este fendmeno se produce, por lo tanto, cuando se transfieren tejidos con
cé¢lulas inmunocompetentes, ya sean productos sanguineos, médula 6sea u
organos soélidos, de un individuo (donante) a otro (receptor). Se debe a la
discordancia entre los antigenos de histocompatibilidad tisular (CMH) entre
donante y receptor. En los humanos los CMH estan situados en el brazo
corto del cromosoma 6, en la region HLA (human leukocyte antigen).

A pesar de buscar donantes con antigenos HLA idénticos al receptor, puede

seguirse produciendo EICH, esto se debe a diferencias en los antigenos me-
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nores de histocompatibilidad (mHA), situados en regiones diferentes al
HLA. La mayoria de estos antigenos menores se sitlan en la superficie
celular.

Como consecuencia de esta reaccion de incompatibilidad inmunologica, se
producird una grave inmunodepresion y un retraso en la recuperacion del
estado inmunologico funcional del receptor; eso condicionara mayor sus-

ceptibilidad frente a infecciones.

Para que esta reaccion de incompatibilidad inmunologica se produzca han
de producirse multiples interacciones, que los autores han tratado de siste-

matizaren 3 (7,12),(8) o5 etapas (13):

Explicacion en 3 fases (11), segln la figura 1:

Fase 1: activacion de las células presentadoras de antigenos (CPA).

Fase 2: activacion, diferenciacion y migraciéon de los linfocitos-T del
donante.

Fase 3: efectora, tanto celular como inflamatoria.
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FASE II:
activacion
de L-T del
donante

FASE I:
activacion
delas CPA

FASE IlI: efectora

Figura 1: Fases de la EICH.

Estas 3 fases, se pueden dividir en 5 etapas (14), segun la figura 2. La fase

2 integraria a las etapas 2, 3 y 4.

El esquema siguiente muestra las 5 etapas descritas a continuacion:
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1: Dafiodel tejido por la
enfermedad de baseylos
tratamientos recibidos.

e N

5: Destruccion de los

organosdianay 2: Activacion de los
liberacion de sustnacias linfocitos-Ta travésde las
inflamatorias que CPA.

perpetuan el ciclo

4: Emigracion de los L-T 3: Expansiony
citotoxicos hacia los diferenciacion de los
organos diana linfocitos-T citotoxicos
—

Figura 2: Etapas de la EICH.

Etapa 1: iniciacion de la respuesta inmune: el dafio producido en los tejidos
del huésped por los tratamientos previos al trasplante y por la enfermedad
desencadenan una serie de cascadas proinflamatorias que activan a las cé€lu-
las presentadoras de antigenos (CPA) y amplifican la respuesta de linfoci-
tos-T.

Etapa 2: activacion y coestimulacion de linfocitos-T: se produce por la in-
teraccion y activacion de las CPA con los receptores de linfocitos-T (RLT).
Etapa 3: expansion y diferenciacion de linfocitos-T alorreactivos: los linfo-
citos-T activados, comienzan a multiplicarse y diferenciasrse.

Etapa 4: migracion de linfocitos-T activados: estos linfocitos se dirigen ha-

cia los tejidos de 6rganos diana y reclutan a mas linfocitos-T efectores, que
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expandiran la reaccion inflamatoria.

Etapa 5: destruccion de los 6rganos diana por los linfocitos-T efectores: se
produce mediante la liberacion de sustancias inflamatorias que a su vez da-
nan los tejidos de los 6rganos diana, perpetuando esta respuesta inflamato-

ria aberrante.

Estos autores (15), en un intento de acotar las sustancias proinflamatorias
mas frecuentes, estudiaron en mas de 400 pacientes una serie de biomarca-
dores, de los cuales, fueron utiles para discriminar entre pacientes que pade-
cian EICH y los que no los siguientes: receptor de interleukina 2 (IL-2 re-
ceptor), factor de necrosis tumoral alfa-1 (TNF-«), IL-8, y factor de
crecimiento de hepatocitos. (IL: interleukina) Estos estudios carecen de va-
lidaciéon e implantacion rutinaria, por ello, precisamos mas estudios para
considerarlos actualmente con valor pronostico.

Posteriomente, los mismos autores identificaron a la elafina, como un bio-

marcador cutaneo de la EICH (16).

Todas las fases y etapas anteriores se pueden resumir en 4 puntos (9), que
se refieren al desarrollo de la respuesta inmune en condiciones normales.
Pero no debemos olvidar, que el paciente sometido a un TPH tiene muchos
condicionantes que hacen que esta respuesta inmune no sea normal, por
ello, el desarrollo de la EICH no es un proceso simple, lineal ni ciclico (9) .

Estos 4 puntos son:
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_ EFECTORESY
> DESECADENANES>> SENSORES >> MEDIADORES >> AMPLIFICADORES >

1) Desencadenantes: se considera que los principales iniciadores del proce-

so son el dafio inducido en los tejidos del receptor tanto por la enfermedad
de base como por los regimenes de acondicionamiento y la disparidad HLA
entre receptor y donante.

2) Sensores: las células presentadoras de antigenos (CPA) son las implica-
das en el reconocimiento de los tejidos como extrafios. Estas células son las
células dendriticas, que en la piel se denominan células de Langerhans y es-
tan situadas en la ldmina basal. Algunos autores las consideran prescin-
dibles en este proceso (17) .

3) Mediadores: fundamentalmente son los linfocito-T del donante, mediante
una respuesta aloinmune.

4) Efectores y amplificadores: sustancias inflamatorias, linfocitos-T CD8
citotoxicos y células natural Killer (NK). Son los encargados de producir el
dafio en los oOrganos diana y probablemente de amplificar la respuesta

inflamatoria.

Esta enfermedad se divide en dos formas: aguda y crénica (18), segun el
momento evolutivo y las manifestaciones clinicas del proceso. Reciente-
mente se han publicado criterios revisados sobre las manifestaciones clini-

cas de la misma, incluida la cutanea, y grados de afectacion, que son ttiles
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para objetivar la gravedad tanto para la practica diaria como para estudios
clinicos (18), (19).
Nuestra investigacion, se basa fundamentalmente en la forma aguda, que

pasamos a definir a continuacion.

(c) CLASIFIC}ACI()N DE LA ENFERMEDAD DE INJERTO
CONTRA HUESPED

Clasicamente, la EICH se habia dividido en funcidn de la cronologia de la
aparicion. Se consideraba EICH aguda (EICHa), aquella que ocurria antes
del dia +100 postrasplante. Se denominaba EICH cronica (EICHc) a aquella
cuyo diagndstico se realizaba en cualquier momento posterior al dia +100

post trasplante.

Sin embargo, estas dos categorias clasicas se han redefinido en dos subgru-
pos cada una de ellas(11), (20).

EICHa:

1. EICHa clasica: aquella que ocurre antes del dia +100, con manifestacio-
nes clinicas tipicas de EICHa y sin manifestaciones de EICHc.

2. EICHa persistente, recurrente o tardia: ocurre a partir del dia +100, con
manifestaciones tipicas de EICHa y sin manifestaciones de EICHc.

EICHc (20), (21):

1. EICHc clésica: aquella que cursa con caracteristicas clinicas tipicas de
EICHCc y sin manifestaciones de EICHa.

2. EICHc sindrome de solapamiento: exhibe caracteristicas clinicas tipicas
tanto de EICHa como de EICHc. La comunidad cientifica contintia redefi-

niendo este concepto para adaptarlo tanto a la practica clinica como a la in-
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vestigacion (18) .
En ninguna de estas categorias se tiene en cuenta el momento clinico

postrasplante de la manifestacion de la enfermedad.

(d) FORMA AGUDA DE LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED

La EICH se define como aguda cuando ocurre desde los pocos dias del
trasplante hasta al menos dos meses (desde la semana a los tres meses
postrasplante), aunque recientemente se ha redefinido este concepto(11),
(20). De este modo, ya no es determinante el tiempo de manifestacion de la
EICH sino si las manifestaciones clinicas y/o histoldgicas son compatibles
con EICH aguda o cronica.

La incidencia de la EICH aguda varia desde el 10% al 80%, segun el grado
de histocompatibilidad entre donante y receptor, el nimero de células T in-
munocompetentes en el injerto, la edad del paciente y el regimen profilacti-
co frente a la EICH. Algunos autores, encuentran intervalos de incidencia
mas precisos (entre el 50 y el 70%)(22), pero todos ellos, coinciden en la al-

ta frecuencia de esta enfermedad.

Los principales o6rganos diana de esta enfermedad son la piel, el higado y el
tracto gastrointestinal, (11) aunque puede afectar a cualquier 6rgano, pues-
to que es una alteracion multisistémica (23) . Estos tres pricipales organos
diana son los referentes para realizar la valoracion global de la enferme-

dad (23).

La piel es el organo diana mas frecuente y precozmente afectado (22),
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(24), (25). La lesion cutanea puede marcar el inicio del desarrollo de esta
enfermedad, que contribuye a la morbimortalidad del TPH(26).

En la piel se manifiesta (26-29), como un exantema maculo-papular, pruri-
ginoso, que frecuentemente afecta a palmas (Imagen 1), plantas y orejas
(zonas acras). Las lesiones incipientes suelen disponerse alrededor de los
foliculos y blanquear a la digitopresion y suelen consistir en méculas o pa-
pulas. Posteriormente pueden confluir en extensas areas, que ocasionalmen-
te son descamativas. En los casos mas graves, las lesiones progresan de for-
ma generalizada hasta la eritrodermia con formacion de grandes ampollas,
que se producen por la ruptura de la unién dermo-epidérmica (30) . Suelen
curar dejando hiperpigmentacion residual persistente en las regiones afecta-
das (26) . Se han descrito casos de enfermedad con presentacion clinica ec-
zematosa (30) .

La confirmacion de la sospecha clinica, se realiza mediante el analisis histo-
logico de la piel, que caracteristicamente muestra dermatitis vacuolar de la

interfase y queratinocitos necroticos.
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Imagen 1: eritema palmar morbiliforme, signo inicial de la enfermedad

(1 CLA,SIFICACION DE LA GRAVEDAD DE LA
PRESENTACION CLINICA CUTANEA DE LA EICH AGUDA.

Segun la afectacion de la superficie cutanea y la gravedad de esta afecta-

cion, clasificamos a la EICHa en cuatro grados(11), (23), (31):

EICHa cuténea estadio 1.- Exantema maculo-papular que afecta a menos
del 25% de la superficie cutanea (Imagen 2).

EICHa cutdnea estadio 2.- Exantema maculo-papular que afecta entre el 25
y el 50% de la superficie cutanea (Imagen 3 y 4).

EICHa cutanea estadio 3.- Eritrodermia.

EICHa cutanea estadio 4.- Formacion de ampollas o despegamiento

cutaneo.

Imagen 2: EICHa cutanea estadio I: exantema morbiliforme clinicamente
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poco evidente.

Imagen 3: EICHa cutanea estadio II: exantema morbiliforme que afecta a

mas del 25% de la superficie corporal total.
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Imagen 4: EICHa cutanea estadio II: exantema morbiliforme que afecta a

menos del 50% de la superficie corporal.

Para calcular correctamente la extension de la enfermedad, s6lo debe tener-
se en cuenta la piel con signos inflamatorios activos, no los residuales (25) .
El célculo de la superficie corporal afectada se realiza en base a la regla de
los nueves de Wallace (32) . Esta regla se utiliza para valorar la extension
de las quemaduras. Cada area corporal (pierna, muslo, extremidad superior,
cabeza) corresonde al 9% de la superficie corporal afectada. Tanto la parte
anterior del tronco como la posterior corresponden al 18% (multiplo de nue-

ve) de la superficie corporal total respectivamente.

(I) CLASIFICACION HISTOLOGICA EICH AGUDA

Los hallazgos histologicos mas frecuentes son (imagen 5): degeneracion va-
cuolar de la union dermo-epidérmica, desorganizacion madurativa de la epi-
dermis y queratinocitos necréticos (disqueratosis-degeneracion eosinofilica
de los queratinocitos). Esta degeneracion vacuolar puede apreciarse también
en el epitelio de los foliculos pilosos, constituyendo un signo precoz de la
enfermedad (imagen 6). Cuando la degeneracion vacuolar es intensa, se
produce la separacion de los queratinocitos, dando lugar a ampollas y des-
pegamiento epidérmico. Puede acompanarse de un infiltrado inflamatorio

perivascular de intensidad variable.
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Imagen 6: EICHa cutanea con grado histopatoldgico II en anejo: se aprecia
vacuolizacion y disqueratosis del epitelio folicular. EICHa en anejos es un

marcador precoz de la enfermedad.
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Segun la afectacion histopatologica dividimos la EICHa en los siguientes

grados (33):

EICHa cutanea histologicamente incipiente.- Epidermis normal o con

cambios no atribuibles a EICH (imagen 7).

Imagen 7: EICHa cutanea histologicamente incipiente: infiltrado superficial
inespecifico.

- 925 -



EICHa cutanea con grado histopatolégico I.- Degeneracion vacuolar de

la ldmina basal focal o difusa (imagen 8 y 9).

Imagen 8: EICHa cutanea grado I histopatoldgico: vacuolizacion de la

membrana basal.
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Imagen 9: EICHa cutanea con grado histopatologico I: exocitosis de linfo-

citos, que es un marcador de gravedad.

EICHa cutanea con grado histologico II.- Disqueratosis en la epidermis o

en los foliculos pilosos (imagenes 10 y 11).

M)

N

Imagen 10: EICHa cutanea con grado histoldgico II: vacuolizacion de la

membrana basal y queratinocitos necroticos.

-27-



Imagen 11: EICHa cutdnea en grado II histoldgico: linfocitos satélite a los

queratinocitos necréticos (satelitosis).

EICHa cutineo en grado histolégico III.- Formacion de vesiculas o hen-

didura dermoepidérmica (imagen 12).
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Imagen 12: EICHa cutanea con grado III histologico: formacion de hendi-

duras en la membrana basal.

EICHa cutanea con grado histopatologico IV.- Separacion dermoepidér-

mica completa (imagen 13) o necrosis (imagen 14).
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, AR T T VNI, D 00 e FEN
Imagen 13: EICHa cutdnea con grado IV histologico: necrosis epidérmica y
despegamiento subepidérmico.

N7 vy

Imagen 14: EICHa cutédnea con grado histolégico IV: necrosis epidérmica.
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Estas caracteristicas histologicas no son exclusivas ni patognomonicas de
esta enfermedad. De hecho, el diagnéstico exclusivamente histopatologico
no es fécil, ya que comparte rasgos tanto con otras entidades que acontecen
con frecuencia en estos pacientes como con las erupciones por farmacos,
por quimioterapia o las infecciones, especialmente las virales(26).

Algunos autores sugirieron la utilidad de las biopsias seriadas durante el
desarrollo de la enfermedad como una estrategia util para el diagnostico y
monitorizacion de la respuesta al tratamiento(34). Sin embargo, no esta

implantada de manera sistematica en el cuidado de estos pacientes.

Algunos autores, combinan criterios clinicos e histologicos (35), en el esta-
diaje de la enfermedad. Actulmente, estos criterios histologicos no estan

incluidos en la clasificacion global de la enfermedad.

Recientemente se han publicado articulos que intentan sistematizar la utili-
dad diagnostica de la biopsia, clasificandolas en 4 categorias o grados de
confianza (25):

- No es EICH : biopsia cutdnea y criterios clinicos diagnosticos de otra en-
fermedad diferente a EICH.

- No diagnostica de EICH o posible EICH: la EICH es considerada como
diagnostico diferencial clinico del cuadro que presenta el paciente. No re-
quiere tratamiento.

- Equivoca o EICH probable: No hay evidencia clinica suficiente para el
diagnostico de EICH, pero el cuadro clinico es concordante con la enferme-
dad y responde al tratamietno.

- Diagnéstica de EICH: Histopatologia con evidencia de EICH y enferme-
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dad presente en otros 6rganos.

(I1) CLASIFICACION GLOBAL DE LA EICHa

La clasificacion global de la enfermedad incluye la valoracion de los tres

organos diana principales: piel, sistema gastrointestinal e higado. La tabla 1

muestra como ha de valorarse la enfermedad segln la afectacion de los or-
ganos diana. La tabla 2 muestra la combinacion de la afectacion de los orga-

nos diana, indicando de este modo el grado global de la enfermedad y la re-

percusion de la misma.

Estos criterios fueron publicados inicialmente en 1974, por Glucks-

berg (31), y aunque han sido modificados y adaptados posteriormen-

te (36), permanecen vigentes.

Estadiaje y grado de la ECIHa, segun todos los 6rganos diana (37) :

CLASIFICACION DE LA EICH AGUDA POR ORGANO DIANA

PIEL DIGESTIVO HEPATICO
Estadio 1|Exantema que ocupa|Diarrea de Bilirrubina entre
menos del 25% de 1a[0,5-1 L/dia 2y 2,9 mg/dL
SCT
Estadio 2 Exantema que ocupa|Diarrea de Bilirrubina entre
entre el 25-50% de la[1-1,5 L/dia 3y 5,8 mg/dL
SCT
Estadio 3 |Eritrodermia Diarrea de méas de|Bilirrubina entre
1,5 L/dia 5,9y 14,9 mg/dL
Estadio 4|Epidermolisis Dolor abdominal|Bilirrubina
intenso de > 14,9 mg/dL

Tabla 1: Clasificacion segun la afectacion del 6érgano diana afectado.
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Adaptada de: (31,36,37); SCT: superficie corporal total; L: litro; mg/dL:
miligramos por cada decilitro.

CLASIFICACION GLOBAL DE LA EICH AGUDA
PIEL DIGESTIVO HEPATICO
Grado 1 estadio 1-2 0 0
Grado 2 estadio 3 6 estadio 1 6 estadio 1
Grado 3 - estadio2-36 estadio 2-4
Grado 4 estadio 4 6 estadio 4 -

Tabla 2: clasificacion global de la enfermedad

Recientemente se han publicado una serie de propuestas para adecuar tanto
la gradacion por o6rgano diana como global de la enfermedad(38). En lo que
respecta a la piel, propone incluir en el grado III de EICHa cutaneo la afec-

tacion de mas del 50% de la SCT.

Alrededor de 25.000 personas desarrollan EICH agudo al afio en el mundo.
Esta enfermedad contintia siendo el factor de riesgo mas importante de mor-
bimortalidad tras el TPH (24). La clasificacion global de la enfermedad es
considerada el marcador pronodstico mas importante tanto del curso clinico
como de la mortalidad(35).

En un intento de sistematizar y clasificar el riesgo de los pacientes y la su-
pervivencia global postrasplante en los que desarrollan EICHa, se han
publicado una serie de criterios que dividen a los pacientes con riesgo es-
tandar y de alto riesgo. (24)

Los pacientes con riesgo estdndar se clasifican en cuatro grupos, dos de

ellos con afectacion de un organo diana y los otros dos con afectacion de

-33 -



dos organos diana. El resto de circunstancias serian consideradas como de

alto riesgo.

- Afectacion de un organo:

* Estadio 1-3 de piel

* Estadio 1-2 intestinal

- Afectacion de dos organos:

* Estadio 1-3 de piel con estadio 1 intestinal

* Estadio 1-3 de piel con estadio 1-4 hepatico
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2. HERPES VIRUS

(a) GENERALIDADES

(1) VIRUS

Los virus o particulas virales estdn formadas por una cadena de &cidos
nucleicos, bien ADN (acido desoxirrebonucleico) bien ARN (4cido ribo-
nucleico) y una envuelta proteica o capside. La informacion genética conte-
nida en la cadena de 4cidos nucleicos es suficiente para replicarse y codifi-
car las proteinas que forman la céapside, pero necesitan una célula
hospedadora que preste sus ribosomas para la traslacion de las proteinas.
Esta es la razén por la cual los virus son elementos dependientes de un hos-
pedador y precisan infectar nuestras células para su replicaciéon completa.

La mayoria de los virus acceden a nuestro cuerpo via mucosa, bien por in-
halacion, por ingestion o por contacto tanto con piel como con mucosas. Es-
to generalmente ocurre si la funcion barrera propia de la piel o de las muco-

sas esta alterada o rota.

(I) HERPES VIRUS

De los mas de 100 herpes virus conocidos que componen la familia Her-
pesviridae, 8 afectan a los humanos con mayor frecuencia(39).

Estos 8 herpes virus se dividen en tres subfamilias de acuerdo a similitudes
genomicas e infectivas(40), segun se muestra en la tabla 3:

- Alpha herpesviridae: HVH-1, HVH-2, VVZ

- Beta herpesviridae: HHV-6, HHV-7, CMV

- Gamma herpesviridae: VEB, HHV-8
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VIRUS DE LA FAMILIA HERPESVIRIDAE QUE PRODUCEN
INFECCIONES EN EL HOMBRE.
Grupo I ADN de doble cadena
Género: Caudovirales
Sinénimo Abreviatura
Subfamilia
Alphaherpesvirinae
Virus herpes simple tipo 1 | Herpesvirus humano tipo 1 HVH-1
Virus herpes simple tipo 2 [ Herpesvirus humano tipo 2 HVH-2
Virus varicela-zdster Herpesvirus humano tipo 3 vVvz
Subfamilia
Betaherpesvirinae
Citomegalovirus humano | Herpesvirus humano tipo 5 CMV
Herpesvirus humano 6 | Herpesvirus humano tipo 6 HVH-6
Herpesvirus humano 7 | Herpesvirus humano tipo 7 HVH-7
Subfamilia
gammahepersvirinae
Virus de Epstein-Barr Herpesvirus humano tipo 4 VEB
Herpes virus 8 Herpesvirus humano tipo 8 HVH-8

Tabla 3: clasificacion de la familia herperviridae.

Los herpesvirus (HVH) son microorganismos constituidos por dobles cade-
nas largas de ADN. Se reproducen en el nucleo celular y dan lugar a parti-
culas de inclusion, visibles con tinciones convencionales.

Las principales caracteristicas infectivas (41) de los herpesvirus son: de-
pendencia celular, latencia, capacidad oncogénica, efectos moduladores

indirectos.
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(1) Dependencia celular
Es una caracteristica que los herpes virus humanos tienen en comun con el
resto de la familia de virus. Como hemos explicado anteriormente, estos de-
ben disponer del mecanismo de una célula hospedadora para poder
replicarse.

(2) Latencia
Otra de las cualidades infectivas de los herpes virus es la ausencia de elimi-
nacion tras la recuperacion clinica de la primoinfeccion. De modo que los
virus permanecen acantonados durante toda la vida del individuo. Estas par-
ticulas pueden reactivarse en cualquier momento y producir lesiones agu-
das, similares a las de la primoinfeccion. Esto es especialmente frecuente en
periodos de inmunodepresion, sea esta por la causa que sea.
Ademas, la infeccion viral puede ser transmitida mediante donacion de mé-
dula 6sea, de precursores hematopoyéticos o de productos sanguineos ma-
duros (42).

(3) Capacidad oncogénica
La capacidad oncogénica directa de los herpes virus estd ampliamete docu-
mentada en la literatura, tanto en el VEB como en el HHV-8. Al resto de la
familia de herpesvirus se les reconoce una capacidad oncogénica indirecta
que esta siendo objeto de investigacion.

(4) Efectos moduladores indirectos
Los herpesvirus no solo tienen capacidad oncogénica indirecta, sino que
pueden influir en la expresion de otras moléculas inflamatorias y regulado-
ras, modificando o modulando la expresion génica directa. En los pacientes
sometidos a trasplante de precursores hematopoyéticos, estos efectos modu-

ladores se han relacionado con el desarrollo y agravamiento de la EICH.
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(b) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 1 O VHS

Tras la primoinfeccion, este virus permanece acantonado en los ganglios

sensitivos del sistema nervioso periférico (SNP) (43).

Mais del 80 % de los pacientes con anticuerpos para herpes simple desa-
rrollaba reactivacion de la infeccion alrededor del octavo dia postrasplante,
lo que conllevaba una alta morbimortalidad. Tras la introduccion de la tera-
pia profilactica con aciclovir, este efecto se redujo drasticamente, alrededor
del 1 % (44). Se han publicado reactivaciones agresivas de este virus,
como colitis, en pacientes somentidos a TPH(45).

Si el paciente presenta IgG+ previa al trasplante, significa que ha tenido
contacto con este virus y que, por consiguiente, el riesgo de reactivacion es
alto. Esta es la razon por la cual en la mayoria de centros trasplantadores se
instaura profilaxis frente a la reactivacion herpética con aciclovir. Si el pa-
ciente presenta la IgG—, puede ser porque no ha tenido primoinfeccion o
porque, debido a la inmunosupresion, los niveles no son detectables. Por
ello, en la mayoria de centros trasplantadores, la profilaxis frente a la reacti-
vacion se pauta a todo paciente sometido a TPH, independientemente del
estado serologico frente a este tipo de herpes (42) .

Algunos autores atribuyen a la positividad seroldgica para HVH-1 el au-
mento de riesgo de septicemia debida a estreptococo-alfa (43) .

Gratama, en 1987, sugirié un efecto protector frente al desarrollo de EICH
al presentar el donante IgG+ frente a HVH-1. Durante la reactivacion del
HVH-1, las células del donante reaccionarian mas rapidamente frente al vi-

rus, por un efecto memoria que haria que la reaccion inflamatoria fuera mas
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leve y, por tanto, indujera EICH en menor medida (46) .

(c) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 2

Su comportamiento es similar al HVH-1, a pesar de que solo comparten el
50% de su genoma (39) . Clasicamente se asociaba con infeccion en muco-
sa genital, aunque puede también propagarse por contacto orogenital. Su

comportamiento es similar al HVH-1, aunque es menos ubicuo.

(d) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 3 O VIRUS VARICELA
ZOSTER

La primoinfeccion por este virus suele ocurrir en la infancia. EI 95% de los
adultos presentan positividad serologica. Tras la primoinfeccion, queda
acantonado en ganglios sensitivos del sistema nervioso periférico (43) . Ac-
tualmente, tras la introduccion en el calendario vacunal, los pacientes no
sufren la primoinfeccion (varicela), pero si pueden sufrir la reactivacion
(herpes zdster) tanto en edad infantil como en edad adulta. Los sujetos in-
munodeprimidos no son candidatos a esta vacuna, puesto que contiene virus
vivos atenuados. En los pacientes sometidos a TPH, no se recomienda hasta
al menos dos afios postrasplante (41) .

Esta infeccion suele desarrollarse a partir del quinto mes postrasplante, con
una media de 227 dias en algunas series publicadas(desde el dia +45 al
+365) (47) . En un estudio de 10 pacientes, estos presentaron sintomas ab-
dominales (nduseas, vOmitos diarrea, alteraciéon de enzimas hepdticas y
pancreaticas) previos a la aparicion del exantema cutaneo tipico de esta in-

feccion, en el dia +153 de media, sin haber recibido profilaxis antiviri-
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ca(1). De ahi que sea posible interpretar la afectacion visceral por este vi-
ruscomo EICH en pacientes trasplantados, lo que puede llevar a un retraso
diagnostico y terapéutico cuyo desenlace puede ser fatal(1).

Tras la introduccion de la profilaxis con aciclovir, la incidencia de esta reac-
tivacidn, que giraba en torno al 40% (41) en el periodo postrasplante, se re-

dujo significativamente (44) .

(e) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 4 O VIRUS DE EPSTEIN-
BARR

Tras la primoinfeccion, que ocurre en el 95% de la poblacion (41), el virus
permanece acantonado en los linfocitos-B (43) . La reactivacion de este vi-

rus suele ocurrir entre la segunda y la tercera semana postrasplante, en la

mayoria de las ocasiones, sin manifestaciones clinicas evidentes (44) .

Gratama, en 1987, atribuy0 a la serologia del donante + para VEB un factor
protector frente al desarrollo de EICH; analogamente, a la seronegatividad
del donante frente a VEB un factor contribuyente al desarrollo de

EICH (4o0).

Debido a la tendencia a realizar acondicionamientos de intensidad reduci-
da (48), la mortalidad asociada al trasplante ha disminuido y ha permitido
observar el retraso en la reconstitucion inmune frente al VEB. Una de las

complicaciones postrasplante mas grave (49) y rara con que este virus se
manifiesta es la enfermedad linfoproliferativa asociada a VEB (49), (48),

que se ha incrementado acorde al incremento de este tipo de trasplantes.
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(f) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 5 O CITOMEGALOVIRUS

El contacto con este virus es frecuente a lo largo de la vida; de hecho, la
mayor parte de la problacion es seropositiva. Tras la primoinfeccion, queda
acantonado en monocitos y linfocitos (43).

En los pacientes inmunodeprimidos, especialmente en los sometidos a TPH,
esta infeccion/reactivacion constituye una causa significativa de morbimor-
talidad (50) . La reactivacion suele ocurrir alrededor del dia +50 (44) (entre
8-9 semanas postrasplante) (51) . Otros autores amplian el periodo entre el
dia +1 y el dia +150 posterior al TPH (52).

La complicacion mas frecuente es la neumonia (51) /neumonitis por CMV
cuya indidencia, en la época previa a la profilaxis, se situaba entre el 20% y
30% de los pacientes sometidos a TPH y conllevaba una tasa de mortalidad
del 85-90% (53), que se ha reducido al 40-50%, tras la introduccion siste-
matica de profilaxis antivirica postrasplante (44), (54).

Otras formas de manifestacion clinica de la reactivacion viral son molestias
hepaticas, gastrointestinales o retraso en el injerto (42), (55).

El principal factor de riesgo para el desarrollo de la reactivacion es la sero-
positividad del receptor (43) (41). Una de las estrategias para reducir la
reactivacion es la infusion de células procedentes de pacientes seronegati-
vos (44) . Algunos autores sugieren que el riesgo de desarrollo de EICH au-
menta si el donante es seropositivo para CMV. Sin embargo, otros atribuyen
un papel protector de los anticuerpos frente a CMV tanto en el donante
como en el receptor, sugiriendo que esta positividad disminuye la tasa de re-

activacion viral (43) .
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De manera rutinaria, se realiza serologia y/o carga viral pretrasplante. En el
periodo postrasplante se realiza antigenemia o deteccion mediante
PCR (54). Si existe reactivacion o primoinfeccion, se modifica la pauta an-

tiviral de profilactica a terapéutica (56) .

Es uno de los herpesvirus mas estudiados e implicados en el desarrollo de

EICH, tanto aguda como cronica, en el periodo postrasplante de PH. (57)

(9) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 6

Es un tipo viral descubierto hace 30 afos en estudios que describian su
apetencia por células linfoides (58). Se estima que el 75% de la poblacion
ya ha tenido contacto al afio de vida. Entre el 90 y el 100% (41), (59),
(60) de los adultos presentan serologias positivas frente a este virus.

En la infancia, el HVH-6 es el causante del exantema subito (61), también
llamada sexta enfermedad. En pacientes sometidos a TPH se manifiesta mas
frecuentemente como exantema febril morbiliforme (62) y roseolifor-
me (58). Se han descrito casos de encefalitis (63), retraso en el injerto,
supresion de la funcion medular y neumonia (64) .

Su estructura es similar al CMV y mas diferente del resto de HVH. Esta si-
militud estructural podria ser la causa de que sean los tipos de herpes virus
mas relacionados con la iniciacion o cronificacion de la EICH. La infeccion
o reactivaciéon por HVH-6 es una de las més relacionadas con la precipita-
cion o agravamiento de la EICH, asi como de la pobre respuesta al trata-

miento con corticoides (65) .
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La reactivacion de este virus es frecuente en receptores de trasplante tanto
de organo solido como de precursores hematopoyéticos (66) ; Suele ocurrir
en los primeros meses postrasplante de PH (el 50% en el primer mes (67) ).
Esta se considera un factor de riesgo independiente asociado a la reactiva-
cion de CMYV, al retraso en la implantacion del injerto y al desarrollo de
EICH (68), (65).

El estatus serologico no es suficiente para detectar la reactivacion viral y se
sugiere el uso de otros métodos como la PCR en fluidos (sangre, exudados

de mucosas, liquido cefalorraquideo) (69) .

(h) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 7

La descripcion de este tipo viral es reciente (70). Se ha relacionado con
exantemas morbiliformes, roseoliformes (71) y pitiriasis rosada persistente.
Y se ha implicado, asi mismo, en procesos graves como encefalitis o neu-
monitis y en reacciones cutdneas adversas a medicamentos. Su comporta-

miento se asemeja al HHV-6.

(i) HERPESVIRUS HUMANO TIPO 8

Este virus se asocia al desarrollo de Sarcoma de Kaposi clasico y a otros
desordenes linfoproliferativos. En pacientes inmunodeprimidos se asocia a
complicaciones no relacionadas con la neoplasia. En el caso de los pacien-

tes sometidos a TPH se relaciona con retraso o fallo del injerto. (72)
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(i) ENTEROVIRUS

El kit de estudio molecular de herpes virus utilizado para este estudio
incluia también analisis de enterovirus. Hemos desechado estos datos, pues-

to que no afiadian elementos de relevancia clinica para nuestra muestra.

() ESTRATEGIAS DE INMUNIZACION FRENTE A LOS
HERPESVIRUS HUMANOS.

Existen 2 estrategias de inmunizacion:

- Inmunizacién activa: solo disponemos de una vacuna comercializada pa-
ra la prevencion de la primoinfeccion frente al VVZ. En el calendario vacu-
nal de 2015 de la comunidad autébnoma de Castilla y Ledn, estd indicada pa-
ra los pacientes que a los 12 afios no hayan pasado la enfermedad y no
hayan sido vacunados previamente. Recientemente, se ha introducido en las
recomendaciones del calendario vacunal, el recuerdo de inmunizacion fren-
te a VVZ en pacientes mayores de 60 afios. Los pacientes que padezcan
discrasias sanguineas estan excluidos de esta indicacion, asi como los pa-
cientes sometidos a TPH (73) .

Algunos autores han obtenido experiencias favorables con el uso de una va-
cuna inactivada mediante calor del VVZ en pacientes sometidos a
TPH (74).

- Inmunizacién pasiva: consiste en la inmunizacion tras la primoinfeccion.
La inmunizacién no previene de la reactivacion viral, puesto que, como he-
mos explicado, el virus permanece acantonado en diferentes tipos celulares

una vez que ha utilizado el sistema replicador del huésped.

() CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LOS EXANTEMAS
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VIRALES

Excluimos de esta explicacion a las manifestaciones histoldgicas tipicas de
primoinfecciones o reactivaciones virales cuya expresion clinica y correla-
cion clinico-histologica no plantea, en general, dudas diagndsticas, como
las infecciones por herpes simple 1 y 2 y el VVZ. Asi mismo, excluimos el
sarcoma de Kaposi clasico inducido por HHV-8, que no es objeto de este
estudio.

Nos centramos en las manifestaciones histologicas (75) de los exantemas

virales, clinicamente indistinguibles de exantemas de otro origen.

(I) VEB
La histologia del exantema que produce este virus tiene rasgos inespecifi-
cos. Fundamentalmente se manifiesta con un infiltrado inflamatorio peri-

vascular leve.

(1) cmv
EL infiltrado inflamatorio producido por este virus también es inespecifico.
Como rasgo caracteristico podemos hallar células endoteliales agrandadas
en las paredes de los pequenios vasos. En el interior de los nucleos de estas
células podemos hallar inclusiones eosinofilicas rodeadas por un halo claro

o formaciones citomegalicas.

(i) HHvV-6y 7
En las biopsias de estos exantemas virales hallamos espongiosis y exocito-
sis de linfocitos, edema en la dermis papilar e infiltrado de células mono-

nucleares perivascular superficial.
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3. EICH Y HERPES VIRUS

La implicacion de la infeccion viral en el desarrollo de la EICHa es una
controversia tanto en la clinica como en la literatura, que contintia estando

de actualidad(67).

| CMV bajo riesgo | | CMV alto riesgo |

| HVH-6 |

| HVH | | wz |

l 1 | |
| | 1 —
+30

0 INERTO 450 +100 +365

Figura 3: Evolucién de las infecciones virales en el afio postrasplante.

Segtin el estado inmunologico del paciente debido a los tratamientos
pretrasplante y a la inmunosupresion postrasplante(76), la aparicion de la re-
activacion de las infecciones se prevé en diferentes etapas del trasplan-

te(77), (41), como muestra la figura 3.

La mayoria de los estudios realizados para confirmar la hipdtesis de la
implicacion de los herpesvirus en la etiopatogenia de la EICH se basan en
estudios seroldgicos y de deteccion viral en sangre(78). Algunos autores, su-
gieren que estos virus deben estudiarse en los 6rganos diana, como la

piel(62).
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La positividad serologica frente a tres o mas herpesvirus se ha asociado de

manera estadisticamente significativa al desarrollo de EICHa(79).

Algunos autores sugieren que el mecanismo por el cual los herpesvirus de-
sencadenan la EICH es actuando como antigenos menores de histocompati-
bilidad e iniciando por tanto la cascada inflamatoria que desencadena la en-
fermedad (43), aunque esta teoria etiopatogénica no estd confirmada. Los
virus que mas frecuentemente se han asociado con esta teoria son: HVH-I,

CMV, VEB, VVZ y HVH-6(62,80).

La infeccidn viral no s6lo produce morbimortalidad por si misma, sino que
también induce inmunosupresion, potencia la EICH y retrasas la recupera-

cion de la nueva funcién inmunologica tras el trasplante (43) .

Los herpesvirus se han involucrado en la precipitacion de otras enfermeda-
des cutaneas (72, 81), que quizd podamos comprender cuando desentrafie-
mos la bidireccionalidad fisiopatologica de la EICH y los herpesvirus

humanos.

4. EICH Y FARMACOS

La relacion entre manifestaciones cutaneas, infecciones y farmacos se ha
descrito en la literatura desde hace afos(82).
Los pacientes sometidos a TPH ingieren a diario gran cantidad de fArmacos,

lo cual aumenta el riesgo de desarrollar reacciones cutaneas adversas a
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medicamentos.

Tras la introduccion de la profilaxis antivirica, la incidencia de reactivacio-
nes de infecciones herpéticas en pacientes sometidos a TPH se redujo signi-
ficativamente (83), (84), (85). Sin embargo, hay multiples publicaciones
que relacionan la reactivacion viral con el desarrollo de la EICH; otras apo-
yan la relacion entre reacciones adversas a medicamentos y reactivacion de
herpes virus (86) .

Se ha decrito en la literatura una triple relacion entre la EICHa, la reactiva-
cion de herpes virus y las reacciones cutdneas adversas a medicamentos(2),
(87), (88), (89). Ademas hay que tener en cuenta la toxicidad producida por
los farmacos, efecto colateral de los mismos, cuyas manifestaciones clinicas
pueden ser indistinguibles de las anteriores (27), (90) .

Clinicamente, no es sencillo diferenciar estas tres entidades, aunque presen-
ten diferentes matices(91). La afectacion facial y de palmas y plantas se ha
relacionado més con EICHa cutanea que con reacciones cutdneas adversas a
medicamenteos(91). Como no disponemos de datos clinicos especificos de
ellas, debemos apoyarnos en otras técnicas como la histologia o las mani-
festaciones de EICHa en otro 6rgano diana para confirmar nuestro juicio
diagnostico.

Clasicamente, en la histologia de las erupciones cutaneas adversas a medi-
camentos, se identifican eosindfilos que inducen a este diagnostico(87). La
presencia de estas células en una biopsia, minimizaba las posibilidades
diagnosticas de EICH, puesto que, no es frecuente hallarlas en estas biop-
sias. Sin embargo, existen publicaciones(92), que desdibujan esta diferen-
ciacion, dificultando el diagnostico definitivo (93), (94). La valoracion
cuantitaviva de estas células en las biopsias cutaneas no ha sido evaluada

satisfactoriamente como un método util para diferenciar ambas entida-
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des(94).

De igual modo, las técnicas seroldgicas de las que disponemos de manera
rutinaria, tampoco permiten cuantificar si estamos ante una reactivacion vi-
ral, y en la mayoria de los centros no disponemos de serologias para los vi-
rus que mas se han implicado en esta triple relacion, como el HHV-6.

Se ha sugerido una compleja interaccidon cuyos mecanismos no son bien
conocidos hoy en dia, entre la infeccion o reactivacion viral, con las erup-
ciones medicamentosas, intuyendo una mayor agresividad de estas Gltimas
cuando concurren los dos procesos(89). Tanto las erupciones medicamento-
sas, como las infecciones virales y la EICH comparten rasgos clinicos e his-
toldgicos que, en la practica clinica habitual, nos dificulta un diagnostico

precoz y tratameinto especifico.

Los farmacos antivirales prescritos como profilaxis en los pacientes someti-
dos a TPH no se han sido drogas implicadas en la precipitacion de la EICH.
Actualmente, se sigue investigando en nuevas lineas terapéuticas antivirales
que mejoren la farmacocinética frente a los herpesvirus mas relacionados

con la EICHa(50).
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I1l. HIPOTESIS DE TRABAJO
Y JUSTIFICACION DEL
ESTUDIO.
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Teniendo en cuenta los estudios previamente realizados y las multiples
publicaciones cientificas que abogan por una estrecha relacion entre la in-
feccion o reactivacion de herpesvirus humanos y la aparicién o empeora-
miento de la enfermedad de injerto contra huésped, nos planteamos la posi-
bilidad de objetivar la presencia de estos virus en la piel, principal 6rgano
diana de la enfermedad y de mayor accesibilidad.

La presencia de ADN viral en las biopsias de piel de los pacientes que pre-
sentan EICHa cutéanea, frente a la inexistencia del mismo en los que no pre-
sentan la enfermedad, permitiria correlacionar la infeccion viral con la
EICHa cutanea. La identificaciéon precoz de los herpesvirus humanos y
como elemento de causalidad proporcionaria una herramienta util en el dig-
noéstico tanto de la infeccion viral como de la EICH y precipitaria cambios
en la conducta a seguir en cuanto al tratamiento, tanto profilactico como ac-

tivo de los pacientes.

2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las dos causas mas frecuentes de mortalidad tras el TPH son: la EICH y las
infecciones virales(44). En particular, las infecciones por herpesvirus, han
demostrado ser las que producen mayor tasa de morbimortalidad en estos
pacientes(44). Se estima que la causa de mortalidad global en pacientes so-
metidos a TPH en el 80-85% de los casos es debida a EICH, infeccién viral

0 la combinacion de ambas(44).
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Incluso con estudio histopatologico de la erupcidon cutanea en un paciente
sometido a TPH, es dificil de diferenciar si es una EICH, reaccion cutanea
adversa a medicamentos, consecuencias de los tratamientos de quimio y ra-
dioterapia o debido a complicacion infecciosa. (11), (22), (23), (90),(95).
Puesto que la EICH es una de las causas de mayor morbimortalidad tras el
TPH y el EICHa es uno de los factores de riesgo mas importante para el de-
sarrollo de EICHCc(26), nos planteamos estudiar la contribucidén de los her-
pesvirus al desarrollo de esta enfermedad y valorar si era necesario introdu-
cir cambios en la estrategia de prevencion de la reactivacion viral. De
modo que, minimizando los factores de riesgo, contribuimos a minimizar la
enfermedad(26).

Por todo ello, nos propusimos realizar la deteccion de ADN viral en
muestras de piel de pacientes trasplantados y el estudio retrospectivo de los
factores de riesgo que pueden condicionar el inicio y agravamiento de la
EICH, asi como la relacion con la infeccion viral.

Debido a la dificultad diagnoéstica de este proceso, los tratamientos de la en-
fermedad estan pautados en funcion de la experiencia clinica y protocolos

de cada Servicio(96).

-52 -



IV. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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1. OBJETIVOS GENERALES

- Valorar la presencia de ADN de herpesvirus en la muestra analizada de
biopsias de piel de pacientes sometidos a trasplante de precursores hemato-

poyeticos (TPH).

- Valorar si la existencia de ADN viral herpético en las biopsias de piel en
pacientes receptores de TPH se relaciona con el desarrollado EICH aguda

cutanea.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Valorar si existe diferencia entre los tipos de ADN viral hallados en los
pacientes que desarrollan EICHa cutanea antes del dia +100 y los que no la

desarrollan.

- Determinar la relacion entre las variables clinicas de nuestro estudio y el

desarrollo de EICHa cutanea en pacientes receptores de TPH.
- Evaluar si el tipo de trasplante y las condiciones en que se realiza influyen

en el desarrollo de la EICHa cutanea y en la frecuencia con la que hallamos

ADN viral en las biopsias de piel de estos pacientes.
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- Evaluar la relacidon entre el estado serologico pretraspante, tanto del do-
nante como del receptor de PH, con el tipo de ADN viral hallado en las

biopsias cutaneas de los pacientes sometidos al TPH.

- Relacionar la tasa de reactivacion de CMV en sangre, bien por antigene-
mia o por PCR, con la aparicion de ADN de este virus en las biopsias

cutaneas.

- Valorar la relacion entre el grado clinico, histologico y global de 1a EICHa
con la presencia o no de ADN de herpesvirus en las biopsias cutdneas de

nuestra muestra.

- Validar a la biopsia cutdnea en el dia +100 postrasplante como una herra-
mienta de deteccion precoz de EICHa cutdnea en pacientes sin expresion

clinica de la enfermedad en la piel.

- Objetivar si la presencia de EICHa cutdnea antes del dia +100 condiciona
la aparicion de EICHc cutdnea al afo postrasplante. Valorar la repercusion
del grado global y cutaneo de la EICHa, en cuanto a la EICHc cutanea,

mortalidad, infeccional, al afio postrasplante

- Evaluar la utilidad clinica y predictiva del hallazgo de ADN viral en las
biopsias cutaneas de pacientes sometidos a TPH para valorar el estableci-
miento de un protocolo de determinacién de ADN viral herpético mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en biopsias en la rutina

diagnostica.

-55 -



-56 -



V. MATERIAL Y METODOS
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Se ha realizado un andlisis descriptivo de las caracteristicas de la muestra y

un estudio de casos y controles retrospectivo, como muestra la figura 4.

SELECCION DE LA MUESTRA

BIOPSIASIN *

: EICHa:
I : CONTROLES :

4 +1 +100 ¢
DIAGNOSTICO DE >  TRASPLANTE PH >

LA ENFERMEDAD :
I 5 : BIOPSIA CON
: EICHa: CASOS

CARACTERISTICAS I o REEVALUACIONY
DE PACIENTESY € l ” EICH +365

TRASPLANTE

HERPES VIRUS EN
BIOPSIAS DE LOS 2
GRUPOS

Figura 4: diseno del estudio realizado.

1. SELECCION PACIENTES Y BIOPSIAS

La muestra de nuestro estudio se ha extraido de las biopsias registradas en
el archivo de Anatomia Patologica del Servicio de Dermatologia del Hospi-
tal Universitario de Salamanca entre los afios 2003 y 2011. Los criterios de
blusqueda en la base de datos de dicho archivo fueron “dia +100” y “EICH”.
La inclusion de los pacientes en el estudio se realizé de forma consecutiva
segun la fecha de realizacion de la biopsia y el cumplimiento de los criterios
de inclusion, tanto para muestras control como para muestras caso. Se
despreciaron aquellos pacientes cuyas biopsias no cumplian criterios de
inclusion.

Se define como control a aquellos pacientes con biopsias de piel sana reali-

zadas en el dia +100 que no hayan tenido previamente ni manifestaciones
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cutaneas ni biopsia realizada con diagndstico de EICH aguda cutanea. Se
considera pacientes control a aquellos con EICH aguda no cutanea que haya
aparecido antes del dia +100, con biopsia cutdnea de screening en el dia
+100 negativa para EICH aguda cuténea.

Se define como caso a aquellos pacientes sin manifestaciones cutaneas, cu-
ya biopsia de screening en el dia +100 sea compatible con EICH aguda y a
los pacientes con manifestaciones cutaneas previas al dia +100 con biopsia
cutanea compatible con EICH aguda realizada en el momento de las mani-
festaciones clinicas.

Se va a considerar como elemento de andlisis cada biopsia realizada.

Las biopsias realizadas en el dia +100 postransplante se realizaban de ma-
nera rutinaria en nuestro hospital, ya que estaban incluidas en la evalucion
de los pacientes sometidos a TPH, segun el protocolo normalizado de traba-

jo (PNT) del Servicio de Hematologia.

2. ESTUDIO MOLECULAR

El estudio de las biopsias de piel se realizd mediante el kit CLART® ENT-
HERPEX, para la deteccion y tipado de herpes y enterovirus humanos me-
diante identificacion gendmica para diagnostico in vitro, marca registrada
de GENOMICA. Este kit estd basado en la amplificacion de fragmentos es-
pecificos del genoma virico mediante PCR multiple y su posterior hibrida-
cion con sondas de captura en arrays, especificas para cada microorganis-
mo (97).

El kit de estudio incluia todos los tipos de la familia herpesvirus que infec-

tan exclusivamente al hombre y enterovirus:
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- HVH-1 (herpesvirus tipo 1)

- HVH-2 (herpesvirus tipo 2)

- VZV (virus varicela-zoster 6 herpesvirus tipo 3)
- EBV (virus de Epstein Bar 6 herpesvirus tipo 4)
- CMYV (citomegalovirus 6 herpesvirus tipo 5)

- HVH-6 (Herpesvirus tipo 6)

- HVH-7 (Herpesvirus tipo 7)

- HVH-8 (Herpesvirus tipo 8)

- Enterovirus (poliovirus, coxsackievirus, echovirus)

Las biopsias de piel estaban conservadas en bloque de parafina, ya que pre-
viamente se habia realizado estudio histopatologico habitual de las mismas.
De los bloque de parafina, se obtuvieron muestras de piel, que fueron some-
tidas al procesamiento descrito segin el fabricante del kit CLART® ENT-
HERPEX(97).

(a) PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA PCR.

Extrajimos nuestras muestras de los bloques de parafina. Para ello, es nece-
sario realizar de cada bloque de parafina dos corte de 5 micras. Estas lami-
nas se introducen en un tubo eppendorf al que se le afiade la solucion de di-
gestion junto con solucion de dilucion y proteinasa K. Una vez realizada la
digestion, tenemos el ADN extraido de la muestra.

Este ADN se amplifica mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y posteriormente se desnaturaliza para separar sus cadenas y poder
ser marcadas con biotina. Este producto marcado se deposita en en fondo

de un pocillo independiente (AT), cuando se va a procesar una sola muestra
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(figura 5) o bien en el fondo de los pocillos de las placas (clart strip) (figura

6). De este modo fueron procesadas nuestras muestras.

Figura 5: AT (array tube): tubo de procesamiento de una muestra.

Figura 6: CS (clart strip): tira de ocho pocillos. Plataforma de 12 tiras de 8

pocillos.

En el fondo de cada pocillo hay una placa con sondas de hibridacion. Sobre
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este fondo se depositan las cadenas de ADN amplificadas y marcadas con
biotina para que se produzca la hibridacion con el sustrato de las placas (fi-
gura 7). Los conjugados de esta union precipitan y pueden identificarse me-

diante la lectura automatica en la plataforma Clart (figura 8).

Sondas sobre array Producto marcado
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Figura 7: Esquema de la hibridaciéon y precipitacion del producto
conjugado.

Figura 8: CAR (clinical array reader): lector de las placas con los pocillos.
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Los resultados que se obtienen tras la lectura automatica de los precipitados
de las placas deben contener las marcas de alineamiento, que delimitan el
margen en que se produce la hibridacién, y los controles de amplificacion,
que indican que la hibridacion se ha producido con éxito (figura 9). Si no

hay lectura del virus, se considera un resultado negativo.

CS

Marca de alineamiento

Control de amplificacion

Figura 9: Lectura de la placa que incluye las marcas de alineamiento y el
control de amplificacién.

La figura 10 muestra la lectura habitual de la placa con resultado positivo

de la hibridacion viral.
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Marca de alineamiento

® x
\ |
\/
Control de amplificacion

Figura 10: En esta lectura de la placa se aprecian las marcas de alin-
eamiento, los controles de amplificacion y la hibridacién viral.

Cuando no se aprecian las marcas de los controles de amplificacién, como
en la figura 11, se considera que la hibridacion viral ha competido positiva-
mente con los controles, debido a la alta tasa de replicacion viral y la avidez
por las sondas de hibridacion. Se considera un resultado verdaderamente

positivo.

Marca de alineamiento

Figura 11: Lectura de la placa en la que se aprecian las marcas de alin-
eamiento y la hibridacion viral. No se aprecian los controles.
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Si la lectura de la placa s6lo muestra las marcas de alineamiento, considera-
mos que la técnica no ha amplificado correctamente y es un resultado no
util (figura 12).

CS

Marca de alineamiento

Figura 12: Lectura de la placa no util, ya que solo muestra las marcas de
alineamiento.

3. ESTUDIO ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron almacenados en la base de datos SPSS 15.0.
Las variables incluidas en nuestro estudio son las siguientes:

- Variables de filiacion: niimero de historia clinica general del hospital y
numero de historia del Servicio de Hematologia.

- Variables clinicas: edad, género, enfermedad de base, afio de diagnostico
de la enfermedad de base, afio de realizacion del trasplante, pacientes con
EICHa cutanea (casos) y pacientes sin EICHa cutanea (controles), enferme-
dad de base, estadio de la enfermedad de base en el momento del trasplante
- Variables del trasplante: tipo de trasplante realizado, acondicionamiento
recibido previamente al trasplante, si los pacientes recibieron radioterapia

corporal o no como parte del acondicionamiento, fuente de progenitores he-
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matopoyéticos, HLA idéntico o mismatch, género del donante, disparidad
entre el género del donante y del receptor, tratamiento profilactico frente a
las reactivaciones virales, tratamiento profilactico frente a la enfermedad de
injerto contra huésped, grado de toxicidad global en el momento del alta
postrasplante.

- Variables del estado serologico del donante y del receptor: del protoco-
lo de estudio pretrasplante de cada paciente incluimos en nuestro estudio las
siguientes serologias: IgG e IgM frente a herpesvirus simple tipo 1, virus
varicela-zoster, virus de Epstein-Barr y citomegalovirus. Para el virus de
Epstein-Barr también se recogio el estado del antigeno nuclear (EBNA).
En el periodo postrasplante se monitorizo la reactivacion de CMV en el re-
ceptor del TPH y en caso de positivizacién, el tipo de tratamiento
instaurado.

- Variables histologicas: nimero de biopsia, grado de EICHa histologico,
resultado de herpesvirus obtenido de la reaccion en cadena de la polimera,

- Variables de la enfermedad de injerto contra huésped aguda: dia
postrasplante de la aparicion de la manifestacion de la enfermedad, tipo de
manifestacion segun el 6rgano diana (fiebre, exantema, sintomas abdomina-
les, sintomas neurologicos), EICHa confirmada segin el organo diana
(EICHa cutanea, EICHa digestiva, EICHa hepatica, EICHa mucosa), grado
clinico de la EICHa cutanea, grado histolégico de la EICHa cutdnea, grado
de afectacion global por la EICHa.

- Variables de reevaluacion del paciente en el dia +365 postrasplante: super-
vivencia, causa del éxitus y si el éxitus habia sido infeccioso (bacteriano,
fungico o virico), presencia de EICHcutanea y si era de nueva aparicion o
progresion de la EICHa cutanea registrada previamente, manifestacion de

infeccion viral.
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Se realizd un analisis descriptivo de todas las variables analizadas: a) va-
riables cualitativas: numeros absolutos y porcentajes con su intervalo de
confianza al 95%; b) variables cuantitativas: media y su intervalo de con-
fianza al 95%. Para determinar si las diferencias observadas entre variables
fueron estadisticamente significativas utilizamos las siguientes pruebas de
contraste de hipdtesis: a) Variables cualitativas: prueba chi-cuadrado o, en
su caso, el test exacto de Fisher; b) Variables cuantitativas: prueba t de com-
paracion de medias y analisis de la varianza (ANOVA) o, en su caso, prue-
bas no paramétricas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis.

El nivel de significacion estadistica considerado en todos los contrastes de

hipoétesis fue p<0,05.
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VI. RESULTADOS
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Hay que considerar que cada biopsia realizada es asumida como un elemen-
to de analisis.
El andlisis de las variables incluidas en nuestro estudio arrojaron los si-

guientes resultados:

1. VARIABLES CLINICAS

(a) Género

De las biopsias analizadas el 66% pertenecen a hombres y el 34% a muje-
res, con una frecuencia aproximada de 1:2. En la tabla 5, se refleja el por-
centaje de casos y de controles referidos al género, sin encontrar diferencias
significativas entre ellos.

(b) Edad

El rango de edad es muy amplio y en nuestro estudio varia desde los 2 a los
69 anos. En la figura 13 observamos el porcentaje de pacientes de cada ran-
go de edad, agrupado en décadas. Puesto que la muestra corresponde a 100,

el porcentaje y el nimero absoluto coinciden.
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Figura 13: Distribucién de la edad de la muestra, segun rangos.

(c) Ano de diagnéstico, de trasplante y diferencia entre ellos

El afo de diagnostico de la enfermedad abarca desde 1991 a 2011.

Los afios de la realizacion del trasplante abarcan desde 2003 a 2011 (9
anos). Aunque nuestro estudio se centra basicamente en los trasplantes rea-

lizados entre los afios 2003 a 2007, seglin se aprecia en las figuras 14 y15..
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Figura 14: Distribucion de la muestra segun el afio de diagnédstico de la
enfermedad de base.
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Figura 15: Distribucon de la muestra segun el ano de realizacion del
trasplante.

La tabla 4 muestra la media de afios entre el diagnostico de la enfermedad
de base y el trasplante, en global y desglosado por enfermedad de base, para
nuestra muestra .

La supervivencia de las enfermedades de base desde el momento del diag-
nostico al del trasplante es la que queda reflejada en la tabla 1; las diferen-
cias que se aprecian son estadisticamente significativas (p<0,05) para el
mieloma multiple y la leucemia linfatica cronica, de acuerdo a los que

ocurre en la practica clinica diaria.

TIEMPO MEDIO AL TRASPLANTE
ANOS IC (95%)
LEUCEMIAS AGUDAS 1,16 0,74-1,57
L.A MIELOIDE 1,05 0,58-1,52
L.A LINFOIDE 1,55 0,53-2,56
LINFOMAS 1,93 0,72-4,58

LNH 1,92 1,2-5,05
LH 2 2

MIELOMA MULTIPLE 3 1,12-4,88
SDME. MIELODISPL 0,84 0,51-1,17
SDME. LP (LLC) 5,67 1,38-9,95
OTRAS 1,67 0,23-3,10
TOTAL 1,61 1,08-2,14

Tabla 4: Tiempo medio desde el afio de diagnostico al afio de realizacion del

trasplante, segun la enfermedad de base.
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(d) Grupo de estudio: casos y controles

De las biopsias analizadas, 45 corresponden a casos y 55 controles.

(e) Enfermedad de base

Denominamos enfermedad de base a aquella que precisa realizar un TPH
para su curacion. Nuestras biopsia pertenecen a pacientes que presentaban:

- 51 leucemias agudas (LA); de ellas, 40 eran LA mieloides y 11 eran LA
linfoides.

- 15 linfomas (L); de ellos, 13 eran linfomas no Hodgkin (LNH) y 2 perten-
cian a pacientes con linfoma de Hodgkin (LH).

- 6 pertenecian a pacientes con mieloma multiple (MM)

- 19 pertenecian a pacientes con sindromes mielodisplasicos.

- 6 muestras pertenecian a pacientes con sindrome linfoproliferativo, todas
ellas eran leucemias linfaticas crénicas.

No se encontraron pacientes con leucemias prolinfociticas entre los inclui-

dos en este estudio.

De los 3 pacientes que no cumplen los criterios de inclusion en las caracte-
risticas anteriores encontramos:

- Un paciente con aplasia medular grave.

- Un paciente con sindrome de Hurler (mucopolisacaridosis), que estad con-
templado 2 veces, puesto que se le realizaron varias biopsias y estan inclui-
das en nuestro estudio 2 de ellas.

En la tabla 2, la enfermedad de base esta dividida en casos y controles. Des-
taca que todos los linfomas y mielomas pertenecen al grupo de biopsias
control y practicamente todos los sindromes mielodisplasicos corresponden

al grupo de casos, es decir, los que desarrollan EICH antes o en el dia +100
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postrasplante. Las LA se dividen casi al 50% entre casos y controles.

(f) Estadio de la enfermedad en el momento del trasplante

En el momento del trasplante, 64 pacientes se encontraban en respuesta

completa, 1 en fase de recaida y 18 en progresion de la enfermedad de base.

El apartado otros engloba a los estadios de respuesta parcial, muy buena

respuesta parcial, aplasia sin blastos, respuesta objetiva y estadios del mie-

loma multiple no incluidos en los apartados anteriores. Asi mismo, inclui-

mos en este apartado las biopsias pertenecientes a un paciente con sindrome

de Hurler, cuyos estadios no corresponden con los de las enfermedades he-

matoldgicas. En este apartado encontramos 15 pacientes (17%, del total).

VARIABLES CLINICAS
CONTROLES (%) | CASOS (%) | TOTAL (%)
GENERO
HOMBRES 36 (65,5) 30 (66,7) 66 (66)
MUJERES 19 (34,5) 15 (33,3) 34 (34)
ENF. DE BASE (E.B)
LEUCEMIAS AGUDAS 29 (52,7) 22 (48.9) 51 (51)
L.A MIELOIDE 26 (47,27) 14 (31,1) 40 (40)
L.A LINFOIDE 3 (5,45) 8 (17.8) 11 (11)
LINFOMAS 15 (27,27) 0 15 (15)
LNH 13(23,63) 0 13 (13)
LH 2 (3,63) 0 2(2)
MIELOMA MULTIPLE 6 (10,9) 0 6 (6)
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SDME. MIELODISPL 2 (3,63) 17 (37,7) 19 (19)
SDME. LP (LLC) 3 (5,45) 3(6,67) 6 (6)
OTRAS 0 3 (6,67) 3 (3)
ESTADIO DE LA E.B

REMISION COMPLETA 40 (72,73) 24 (55,81) 64 (64)
RECAIDA 0 1(2,32) 1(1)
PROGRESION 9 (16,36) 9 (20,93) 18 (18)
OTRAS 6 (10,9) 11(224,4) 17 (17)

Tabla 5: variables clinicas

2. VARIABLES DEL TRASPLANTE
(a) Tipo de trasplante

Todos los trasplantes realizados son alogénicos; 69 de ellos emparentados y
31 no emparentados.

En nuestras serie no obtuvimos datos de pacientes que hubieran recibido
autotrasplante.

(b) Fuente de progenitores hematopoyéticos

En nuestro estudio, incluimos cinco posibles fuentes de progenitores hema-
topoyéticos (PH), bien como fuente de progenitores inica o combinadas.
-Progenitores hematopoyéticos de sangre periférica (PHSP):80. En el caso
de los pacientes que no presentaron EICHa cutanea, esta fuente supone el
90,9%.

- Progenitores hematopoyéticos de médula 6sea (PHMO): 12; 9 de ellos
presentaron EICHa cutdnea antes del dia +100 postrasplante.

- Progenitores hematopoyéticos de cordon umbilical (PHCU): 2

- Combinacion de PHSP y PHMO: 4

- Combinacion de PHSP y PHCU: 2
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Todos los pacientes en cuyo trasplante habia PH procendentes de CU, bien
en monoterapia o en combinacion, desarrollaron EICHa cutanea antes del
dia+100.

(c) HLA mismatch

La compatibilidad HLA fue idéntica en el 89,7% de las muestras, mientras
que el 10,2%, presentaba discordancia en los antigenos de
histocompatibilidad

No disponemos de datos en 2 de las muestras analizadas, porque el trasplan-
te se realizd en un centro diferente al nuestro, aunque el seguimiento
postrasplante se realizd en nuestro centro, de ahi que quede incluido en
nuestro estudio.

(d) Género del donante

En 58 muestras, el donante fue un hombre y en 37 fue una mujer.

En la tabla 6 podemos observar la distribucién segun presentaran EICHa
cutanea o no antes del dia +100 postrasplante. Destaca que en el 72% de los
controles el donante era un hombre, mientras que en el 52% de los casos se
trataba de una mujer.

Carecemos de este dato en 5 muestras: los donantes no estaban emparenta-
dos, sino que procedian del banco de donantes.

(e) Género receptor/donante (R/D)

En este apartado reflejamos las cuatro posibles combinaciones de R/D. En
la tabla 6 podemos observar nimeros absolutos y porcentajes, segiin corres-

pondan a muestras histologicas consideradas como controles o como casos.
- La combinacion Hombre:Hombre (HH):37; de ellos, 25 corresponden a

controles.

- Hombre: Mujer (HM): 25; de ellos 16, corresponden a casos.

-77 -



- Mujer:Mujer (MM): 12; de ellos el 50% son casos y el otro 50% son
controles.

- Mujer:Hombre (MH): 21; de ellos 13 corresponden a controles.

Observamos cierta tendencia a padecer EICHa cutanea cuando el donante
es una mujer, sin ser estos datos estadisticamente significativos en nuestro
estudio.

(f) Tipo de acondicionamiento

El régimen de acondicionamiento previo al trasplante fue ablativo (estan-
dar) en el 41% de los pacientes, y de intensidad reducida (no ablativo) en el
59% restante.

La relacion de los pacientes que presentaron o no EICHa cutdnea antes del
dia +100 postrasplante con el régimen de acondicionamiento recibido no
presenta diferencias estadisticamente significativas en nuestro estudio.

(9) Radioterapia corporal total (RCT)

La RCT forma parte del régimen de tratamiento estdndar. Segtin el PNT del
Servicio de Hematologia en la version del afio 2000, las indicaciones de
RCT son:

- Leucemia aguda linfobléstica, sometidos a trasplante alogénico y
autologo.

- Mieloma multiple, sometido a trasplante alogénico y autélogo.

- Linfomas no Hodgkin sometidos a trasplante alogénico (todos) o trasplan-
te autodlogo si se considera que la RCT va a ser mas eficaz que el régimen
habitual.

- Todos los trasplantes no emparentados.

El porcentaje de pacientes de nuestro estudio que la recibieron fue del 18%;

el 82% de ellos no fueron sometidos a este régimen de acondicionamiento.
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De estos 18 pacientes que recibieron RCT en el acondicionamiento, 17 eran
leucemias agudas (10 mieloides y 7 linfoides) y 1 pertenecia a un paciente
con linfoma no Hodgkin.

(h) Profilaxis de la EICH

La profilaxis de la EICH se realizar6 segun los esquemas de tratamiento del
protocolo normalizado de la unidad de trasplante con las siguientes combi-
naciones de agentes inmunosupresores:

- Ciclosporina y metotrexato: 63

- Ciclosporina, metotrexato y ATG (antitimoglobulina/ globulina antitimoci-
tica): 7

- Tacrolimus y rapamicina: 10

- Otro regimenes de tratamiento: 20

De los veinte pacientes que recibieron regimenes de tratamiento profilactico
de la EICHa diferentes a los descritos, 16 recibieron ciclosporina en mono-
terapia (6 pacientes) o en combinacidon con otras drogas que describo a
continuacion:

- Dos pacientes recibieron ciclosporina en combinacion con metotrexato y
tacrolimus.

- Cuatro pacientes recibieron combinacion de ciclosporina y micofenolato.
A tres de los anteriores, ademas, se le afiadié beclometasona en el régimen
de profilaxis.

- Tres pacientes recibieron ciclosporina en combinacion con prednisona.

- Un paciente recibi6 ciclosporina en combinacion con Campath.

De los cuatro pacientes que no recibieron ciclosporina como profilaxis, los
regimenes de acondicionamiento se realizaron con la combinacion de me-

totrexato y tacrolimus. Ademads, uno de ellos también recibio ATG.
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(i) Profilaxis antivirica

Practicamente todos los pacientes (95%) reciben profilaxis universal con
aciclovir. So6lo excepcionalmente reciben valaciclovir (3%) o foscarnet
(2%).

Ninguno de los pacientes recibio ganciclovir como profilaxis.

(i) Toxicidad global en el momento del alta hospitalaria
postrasplante.

La toxicidad global en el momento del alta hospitalaria se midi6 mediante
el ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group). Este parametro recoge
datos de toxicidad oncoldgica. Se divide en 5 apartados (0,1,2,3,4), segtn la
sintomatologia de los pacientes (98). En nuestro estudio, analizamos este
pardmetro en el momento del alta hospitalaria postrasplante.

En la tabla 4, podemos apreciar los resultados, segun pertenezcan a casos o
controles. Globalmente, el 95% de los pacientes presentaba al alta buen o
muy buen estado general, con ECOG de 0 o de 1.

Los pacientes no presentaron ECOG 3 ni 4 en el momento del alta, de
acuerdo a la practica clinica, ya que esta clasificacion indica mal estado ge-

neral o alta toxicidad.

VARIABLES DEL TRASPLANTE

CONTROLES (%) | CASOS (%) | TOTAL (%)
TIPO DE TTE
ALOGENICO NO 11 (20%) 20 (44,44) | 3131
EMPARENTADO
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ALOGENICO| 44 (80%) 25(55,55) | 69 (69)
EMPARENTADO
FUENTE DE PROGENITORES
PHSP 50 (90,9) 30 (66,6) 80 (80)
PHMO 3 (5,45) 9 (20) 12 (12)
CU 0 2 (4,44) 2(2)
PH SP+MO 2 (3,64) 2 (4,44) 4 (4)
PHSP+CU 0 2 (4,44) 2(2)
HLA MISMATCH
IDENTICO| 48 (87,27) 40 (93,02) | 88(89,7)
NO IDENTICO 7 (12,72) 3 (6,97) 10 (10,2)
GENERO DEL DONANTE (D)
HOMBRE (H)| 38 (71,69) 20 (47,61) | 58 (61,05)
MUJER (M)| 15 (28,30) 22 (52,38) | 37(38,94)
GENERO RECEPTOR/DONANTE (R/D)
HH|  25@47,17) 12 (28,57) | 37(38,94)
HM 9 (16,98) 16 (38,09) | 25(26,31)
MM 6(11,32) 6(14,28) | 12(12,63)
MH| 13 (24,52) 8(19,04) | 21(22,10)
TIPO DE ACONDICIONAMIENTO
INTENSIDAD| 35 (63,63) 24 (53,33) | 59 (59)
REDUCIDA
ESTANDAR| 20 (36,36) 21 (46,67) | 4141
RADIOTERAPIA CORPORAL TOTAL (RCT)
NO|  48(87.27) 34(75,52) | 82(82)
Si 7(12,72) 11 (24,44) 18 (18)
PROFILAXIS EICH
CSPA +MTX|  38(69,09) 25(55,56) | 63 (63)
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CSPA +MTX+ATG 2 (3,63) 5(11,11) 7(7)
(CU)
TACRO+RAPA 3 (5,45) 7(15,55) 10 (10
OTRO|  12(21,81) 8 (17,78) 20 (20)
PROFILAXIS ANTIVIRICA
ACICLOVIR| 54 (98,18) 41 (91,11) | 95 (95)
FOSCARNET 0 2 (4,44) 2(2)
VALACICLOVIR 1 (1,82) 2 (4,44) 3 (3)
ECOG AL ALTA
o 20(36.36) 13 (30,23) | 33(33.,67)
1| 32(58,18) 29 (67,44) | 61 (62,24)
2 3 (5,45) 1(2,32) 4 (4,08)

Tabla 6: variables del trasplante.

3. ESTADO SEROLOGICO

(a) Pre trasplante del receptor

En el PNT pretrasplante, se incluye el estudio del estado serolégico del pa-

ciente en relacion al VHS, VVZ, VEB, CMV.

() VHS:
(1) igM

La IgM indica infeccion activa o primoinfeccion.

En todas nuestras muestras, se descarto esta posibilidad, ya que la IgM no
fue positiva en ninguna de las 92 muestras de las que disponemos este dato
y analogamente, la IgM fue negativa tanto en casos como en controles (92

muestras en total)
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(2) 19G
Los datos indican que el 90% de los pacientes de los que proceden las
muestras han tenido contacto con el VHS, sin encontrar diferencias entre los
que posteriormente desarrollaran o no EICH a cutdnea. Menos del 10% de
los pacientes no posee inmunidad frente al VHS.

(I vvz.

(1) lgM
Ninguno de los pacientes (98) presentaba infeccion activa en el momento
del trasplante.

(2) 1IgG
El 85,71 % de las muestras proceden de pacientes que han tenido contacto
con el VVZ a lo largo de su vida, sin que aparezcan diferencias entre los
que posteriormete desarrollaran EICH aguda cutanea o no. Un 14% de los
pacientes no presentan inmunizacion frente a este tipo viral.
No disponemos de datos de dos muestras, que corresponden a 1 pacientes
que fue trasplantado en otro centro.

(1) CMmv:

(1) igM
No se detectaron signos de infeccion aguda en el momento de la evaluacion
pretrasplante (IgM+: 0; [gM-: 98).
No disponemos de dos datos, correspondientes a un pacientes cuyo
trasplante se realizo fuera de nuestro centro.

(2) 1gG
Los datos indican que mas del 75% de los pacientes sometidos a este proce-
dimiento presentan datos seroldgicos de inmunizaciéon o contacto con el

CMV. (IgG+: 77 (78,57%);1gG-: 21 (21,43))
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No disponemos de los datos de 2 biopsias correspondientes al mismo pa-
ciente, ya que el trasplante se llevo a cabo en otro centro.
(IV) VEB:

(1) IgM
No se detectaron signos de infeccion aguda en el momento de la evaluacion
pretrasplante: (IgM-: 98; IgM+:0)
No disponemos de los datos de 2 biopsias correspondientes al mismo pa-
ciente, ya que el trasplante se llevo a cabo en otro centro.

(2) EBNA
EBNA+: 76
EBNA-: 16
No disponemos de datos en ocho muestras: seis de ellas, de nuestro centro,
en el que no se determino este parametro, y dos biopsias correspondientes al
mismo paciente, que fue trasplantado en otro centro.

(3) 19G
Las muestras de nuestro estudio proceden de pacientes que en el 94% de los
casos han estado en contacto con el VEB. Respecto a esta positividad no
existen diferencias significativas entre los que posteriormente desarrollaran
o no la EICH aguda cutéanea.
No disponemos de los datos de 2 biopsias correspondientes al mismo pa-
ciente, ya que el trasplante fue realizado en otro centro. Ni de uno de los pa-
cientes cuyo trasplante se realizd en nuestro centro en el ano 2004.
Tanto IgG como EBNA indican latencia del ciclo viral del VEB, por ello,

son pruebas complementarias.

SEROLOGIAS PRETRASPLANTE RECEPTOR
CONTROL (%) [ CASO (%) TOTAL (%)
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VHS

IgM— 51 (100) 41(100) 92 (100)
[gM+ 0 0 0
IgG- 6 (11,76) 3(7,31) 9 (9,78)
IgG+ 45 (88,23) 38(92,68) 83 (90,22)
\AY/
[gM— 55 (100) 43 (100) 98 (100)
IgM+ 0 0 0
IgG— 6 (10,91) 8 (18,60) 14 (14,28)
[gG+ 49 (80,09) 35 (81,39) 84 (85,71)
CMV
IgM— 55 (100) 43 (100) 98 (100)
[gM+ 0 0 0
IgG- 14 (25,45) 7 (16,27) 21 (21,43)
[gG+ 41 (74,55) 36 (83,7) 77 (78,57)
VEB
[gM— 55 (100) 43 (100) 98 (100)
IgM + 0 0 0
EBNA - 5(9,26) 11 (28,94) 16 (17,39)
EBNA + 49 (90,74) 27 (71,05) 76 (82,61)
IgG - 3 (5,45) 3(6,97) 6 (6,12)
IgG+ 52 (94,54) 40 (93,02) 92 (93,87)

Tabla 7: estado seroldgico pretrasplante de los receptores de TPH.
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(b) Pre trasplante del donante

En el protocolo de evaluacion previo al TPH de donante no emparentado,
no se exige el estudio del estado serologico del donante, por ello, no cons-
tan las serologias del total de la muestra analizada.
() VHS:
(1) lgM
Ningun paciente presentaba infeccidon activa en el momento de la evalua-
cion previa a la donacion de PH.
(2) 1IgG
El 82,35% de los donantes habian tenido contacto con el virus y presenta-
ban [gG+ (56). Aproximadamente el 18%, no habia sufrido primoinfeccion
por este virus. (IgG-:12)
(I vvz:
(1) lgM
Ninguno de los donantes presentaba infeccion activa en el momento de la
evaluacion previa a la donacién. (IgM-:71)
(2) 19G
El 93% de los donantes presentaba inmunidad frente a este virus, frente al
7% que no estaban inmunizados en el momento de la donacion.
(1 cmv
(1) IgM
Ninguno de los donantes de los pacientes de los que hemos obtenido
nuestras muestras presentaban infeccion activa en el momento de la dona-

cion.(IgM+:0;1gM-:89)
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(2) 1IgG
El 70% de los donantes habian presentado contacto con este virus y por tan-
to la I[gG+ aparece en 69 de nuestras muestras.
Por el contrario, son seronegativos el 30% de los donantes (IgG-:29)

(IV) VEB

(1) IgM
No consta en nuestra muestra ningiin donante de PH que presente primoin-
feccion viral en el momento del despistaje serologico pretrasplante.

(2) EBNA
Aproximadamente el 77% de los pacientes presentan antigeno nuclear fren-
te al VEB(EBNA), lo cual indica contacto con el virus, previamente al mo-
mento de la donacion de PH.

(3) 1I9G
Mediante IgG, observamos que la inmunidad seroldgica aumenta hasta casi
el 89% y el 11% de los pacientes donantes no habian tenido contacto previo

a la donacion con este virus.

En nuestra muestra, los resultados de las serologias tanto del receptor del
trasplante como del donante de los progenitores hematopoyéticos, que no
existen diferencias significativas entre ellos, lo que indica una inmunizacion
homogénea de la poblacion estudiada.

Asi mismo, no existen diferencias significativas entre las serologias proce-
dentes de pacientes que presentaran EICH aguda cutanea y los que no antes

del dia +100 postrasplante.
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SEROLOGIAS PRETRASPLANTE DONANTE

CONTROL (%) CASO (%) TOTAL (%)
VHS
IgM— 43 (100) 25 (100) (68 (100)
[gM+ 0 0 0
IgG— 8 (18,6) 4 (16) 12 (17,65)
IgG+ 35 (81,4) 21 (84) 56 (82,35)
\AY/
[gM— 45 (100) 26 (100) 71 (100)
IgM+ 0 0 0
IgG— 4 (8,89) 1 (3,84) 5(7,04)
[gG+ 41 (91,11) 25 (96,15) 66 (92,96)
CMV
IgM— 54 (100) 37 (100) 89 (100)
[gM+ 0 0 0
IgG— 18 (32,72) 11 (25,58) 29 (29,59
[gG+ 37(67,27) 32 (74,42) 69 (70,41)
VEB
[gM— 48 (100) 32(100) 80(100)
IgM+ 0 0 0
EBNA- 9 (19,56) 8 (29,63) 17 (23,28)
EBNA+ 37(80,43) 19 (70,37) 56 (76,71)
IgG— 7 (14,58) 2 (6,25) 9 (11,25)
IgG+ 41 85,42) 30(93,75) 71 (88,75)

Tabla 8: estado seroldgico pretrasplante de los donantes de PH.
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(c) Reactivacion CMV en el periodo postrasplante del receptor.
Se han estudiado multiples procedimientos(56) para el estudio de la reacti-
vacion de CMV: aislamiento, antigenemia, viremia, hallazgo de DNA me-
diante PCR (DNAemia). El Gltimo es el mas utilizado actualmente.

(1) Estudios de CMV solicitados
En nuestra muestra, la reactivacion de CMV se estudi6 en 98 de los pacien-

tes, de las cuales no se hall6 reactivacion en el 67,35% y si en el 32,65%.

Durante los afos en los que se realizaron los trasplantes objeto de nuestra
muestra, la reactivacion de CMV se monitorizaba bien por antigenemia,
bien por PCR o por ambos. Segiin el PNT se realiza determinacion semanal
desde el dia +10 al +100. A partir de este dia y hasta el afio postrasplante, la
determinacion es bisemanal en los pacientes de riesgo:
- los que han recibido ganciclovir en los primeros 100 dias postrasplante.
- en tratamiento con corticoides.
Los valores para considerar reactivacion de CMV son los siguientes:

(1) - Antigenemia
La antigenemia de CMV detecta el antigeno pp65 (Ag pp65) del CMV en
los leucocitos de sangre periférica, sobre todo en los granulocitos. La in-
terprestacion de los resultados se realiza de la siguiente manera:
- Negativa: si no se detecta ninguna célula positiva
- Positiva: si se detecta 1 o mas células con el Ag pp65 positivo
- Positivo débil: si hay baja antigenemia. Se considera 0,5 células por exten-
si6n, considerando 150.000 células en cada extension.
- Equivoca o si no hay suficiente nimero de células para valorar la antige-
nemia. Se considera numero insuficiente de células, si hay menos de

200.000 granulocitos en el contaje de sangre periférica.
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(2) PCR de CMV en sangre

Esta determinacidn no se realizaba de rutina en los afios en los que nuestros
pacientes fueron sometidos a TPH. Actualmente estd incluida en la practica
clinica diaria.
Los valores que se consideraban positivos eran los siguientes:
- Antes del dia +100: mas de 600 copias en 2 determinacions.
- Después del dia +100: mas de 1000 copias en 2 determinaciones.
Actualmentes, este procedimiento esta estandarizado en unidades interna-
cionales (UI), segin el kit comercial con el que se realizan las
determinaciones.

(Il) Tratamiento de la reactivacion:
El tratamiento pautado en estos 32 pacientes en los que se detectd reactiva-
ciéon de CMV fue:
ganciclovir: 19; valganciclovir: 9; foscarnet: 4
Se alcanz6 aclaramiento de la replicacion viral en la reevaluacion en todos

los casos, por lo que no fue necesario segunda linea de antivirico.

La pauta de tratamiento de la reactivacion se realiza mayortariamente con
ganciclovir. Si la reactivacion se produce antes del dia +100, el tratamiento
se mantiene hasta el dia +100. Si la reactivacion se produce posterior al dia
+100, el tratamiento se mantendra durante 2 semanas.

Se considera resistencia al tratamiento, si tras 3 semanas de iniciarlo, la an-
tigenemia continua elevandose. Se cambiara a segunda linea de tratamiento
con Foscarnet y se valorara estudio de sensibilidad y resistencia a los trata-

mientos del CMV.
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EVALUACION DE CMV
REACTIVACION CMV
CONTROL (%) | CASO (%) | TOTAL (%)
NO|  39(70,9) 27 (62,79) 66 (67,35)
Si| 16 (29,09) 16 (37,21) 32 (32,65)
TRATAMIENTO DE LA REACTIVACION

GANCICLOVIR| 12 (22,64) 7(16,28) 19 (19,79)
VALGANCICLOVIR| 4 (7,55) 5(11,63) 9(9,37)
FOSCARNET 0 4 (9,30) 4 (4,17)

Tabla 9: Deteccidn de reactivacion de citomegalovirus.

4. EICH AGUDA

(a) Dias postrasplante de EICH aguda

Consideramos cualquier manifestacion postrasplante susceptible de ser con-
siderada EICHa y calculamos la media de los dias en que se han producido
estas manifestaciones.

El tiempo medio de aparicion de las manifestaciones de EICHa en cualquier

organo es de 43,34 dias, con IC al 95% [35,59-51,09].

(b) Dias postrasplante de EICHa cutanea

Se considera manifestacion postrasplante de EICHa cutdnea al exantema
cutaneo.

Para definir EICHa consideramos desde el dia +1 después de la infusion
hasta el dia +100.

El tiempo medio en producirse las manifestaciones es de 42,96 dias con un

IC al 95% [32,96-52,95] (figura 16).
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Observamos que el tiempo medio en producirse las manifestaciones de
EICHa en cualquier 6rgano y las manifestaciones cutaneas no varian.

Segun puede verse en el grafico, en el dia +100 hay un repunte en la fre-
cuencis de las manifestaciones cutdneas. Esto es debido a que en el dia
+100 sistematicamente se realizaba biopsia cutanea de reevaluacion de
EICH y observamos que en 7 de las muestras (equivalente al 15,6% de las
biopsias consideradas como casos) hay EICHa cutaneo, sin evidencia clini-

ca. Por ello, el EICH histologico es un marcador precoz de EICH.
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Figura 16: dias postrasplante de las manifestaciones de EICH aguda
cutanea.
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(c) EICH aguda en cualquier 6rgano

De las 100 muestras estudiadas, 62 (62%), presentaron EICHa en cualquier
organo (digestivo, hepatico, cutaneo, neuroldgico o mucoso) antes del dia
+100. De ellas, 45 (equivalente al 45% del total de las muestras y al 100%
de los casos) presentaron EICHa cutaneo.

Treinta y ocho (38% del total) de las muestras procedian de pacientes que
no habian presentado signos ni sintomas de esta enfermedad en ningun
organo.

(d) EICH crénica en cualquier érgano, a partir del +100, hasta el
365

Solo nueve pacientes de los cuales obtuvimos nuestras muestras presentaron
EICH en cualquier 6rgano entre el dia +100 y el +365.
El desglose de los pacientes que presentan EICH cutinea en el +365 se en-

cuentra explicado en el apartado (6)Reevaluacion en el +365 (tabla 10).

EVOLUCION EICH 0— +100— +365
CONTROLES (%)| CASOS (%) | TOTAL (%)
EICHa (0-+100)
NO|  38(69,09)) 0 38 (38)
Si 17 (30,91) 45 (100) 62 (62)
EIHCc (+100-+365)
NO 55 (100) 36 (80) 91 (91)
Si 0 9 (20) 9 (9)
EICH +365
(CUTANEO)
NO 29 (60,42) 9 (28,12) 38 (47.5)
DE PROGRESION 6 (12,5) 23 (71,87) | 29 (36,25)
DE NOVO 13 (27,08) 0 13 (16,25)
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Tabla 10: evolucién de la EICH aguda cutanea hasta el afio postrasplante.

(e) Manifestaciones acompanantes de EICH aguda por érgano
diana

Reflejadas en la tabla 11.

() Fiebre
De las muestras analizadas, s6lo 9 presentaron fiebre en el momento de la
biopsia; 91 de las muestras analizadas, no registraron fiebre en el momento
de la toma de la muestra.
Debido a que en la practica clinica diaria estos pacientes presentan fiebre
frecuentemente, este dato en nuestro estudio es anormalmente escaso. Pro-
bablemente existe un sesgo de seleccion, ya que esta medida suele estar re-
cogida en la historias clinicas de ingreso y no en las de consulta, que fueron
las evaluadas en este estudio.

(I) Exantema cutaneo
De las 100 muestras, 38 presentaron exantema cutaneo y 63 de ellas no. De
las 63 que no presentaron exantema cutaneo, 8 (17,78%), si mostraban de
EICHa cutaneo en la biopsia.

(Ill) Sintomas abdominales
De las 100 muestras analizadas, 62 no presentaron sintomas digestivos,
mientras que 38 de ellas referian sintomatologia abdominal (dolor abdomi-
nal, diarrea...) en el momento de la biopsia. De las muestras que presentaron
EICHa, consideradas como casos, observamos que aproximadamente el
50% presenta estos sintomas, miestras que el otro 50% permanece

asintomatico.
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(IV) Sintomas neurolégicos
Ninguna de las muestras fue tomada en el momento de presentar sintomas

neurolédgicos (ni cefalea, ni focalidad ni otros sintomas)

SINTOMAS DE EICH POR ORGANO DIANA
CONTROLES (%) CASOS (%) TOTAL (%)
EXANTEMA
NO 55 (100) 8 (17,78) 63 (63)
Si 0 37 (82,22) 37 (37)
FIEBRE
NO 55 (100) 36 (80) 91 (91)
Si 0 9 (20) 9 (9)
S. ABDOMINALES
NO 40 (72,72) 22 (48,89) 62 (62)
Si 15 (27,27) 23 (51,11) 38 (38)
S. NEUROLOGICOS
NO 55 (100) 45 (100) 100 (100)
Si 0 0 0

Tabla 11: manifestaciones de EICHa segun el érgano diana afectado.

(f) EICH aguda, desglosada por afectacion de 6rgano diana:
Reflejadas en la tabla 12.

(I) EICH digestiva
Presentaron EICH digestiva 41 de las muestras, mientras que 59 no presen-
taron sintomas digestivos en el momento de la toma de la biopsia o en los

+100 dias postrasplante.
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(Il) EICH hepatica

De las 100 muestras, 11 presentaron EICH hepéatico, mientras que 89 no

presentaron sintomas de la enfermedad.

(Ill) EICH cutanea:

Encontramos 45 muestras con EICH cutanea aguda, coincidente con el ni-

mero de casos considerados para el estudio de casos y controles.

(IV) EICH mucosa

Solo 6 de las muestras tomadas, fueron confirmadas como EICH mucoso

mediante biopsia, el resto, 94%, no presetnaron EICH mucoso en la muestra

de la biopsia y/o no presentaron signos ni sintomas de EICH mucoso.

EICH AGUDO POR ORGANO DIANA
CONTROLES (%) | CASOS (%) TOTAL (%)
EICHa DIGESTIVO
NO 40 (72,72) 19 (42,22) 59 (59)
Si 15 (27,27) 26 (57,78) 41 (41)
EICHa HEPATICO
NO 53 (96,36) 36 (80) 89 (89)
Si 2 (3,63) 9 (20) 11 (11)
EICHa CUTANEO
NO 55 (100) 0 55 (55)
Si 0 45 (100) 45 (45)
EICHa MUCOSO
NO 54 (98,18) 40 (88,89) 94 (94)
Si 1(1,82) 5(11,11) 6 (6)

Tabla 12: EICHa segun érgano diana afectados.
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(g) CLASIFICACION DE LA EICH AGUDA

Para nuestro estudio, hemos tenido en cuenta las siguientes clasificaciones
de la enfermedad:

- Clasificacion clinica por grado de afectacién por érganos: piel, higado
e intestino. Estos datos han sido extraidos de las historias clinicas de los pa-
cientes cuyas biopsias cutdneas hemos incluido en nuestro estudio; se trata,
por lo tanto, de una valoracion retrospectiva de los datos.

- Clasificacion histolégica por grado de afectacion por organos: piel, hi-
gado e intestino. De las tre valoraciones, la que atafie a nuestro estudio es la
gradacion histolégica de las muestras cutdneas, las cuales han sido objeto
de nuestro estudio.

- Clasificacion global de la enfermedad: se realiza, segin indica la tabla
2, con la suma de o6rganos diana afectados y el grado clinico de la afecta-
cion de los mismos. Observamos que la gradacion histoldgica cutanea no

influye en clasificacion global de la EICH aguda.

() GRADO DE AFECTACION CLINICO
Por el disefio de nuestro estudio, ninguno de los pacientes de los que se
extrajeron las muestras consideradas como controles presentaba sintomas
de EICHa cutaneo. Sin embargo, el 13,33% de los pacientes que histologi-
camente eran diagnosticados como EICHa cutdnea no presentaban sintomas
clinicos en la piel de la enfermedad. Por tanto, ateniéndonos sélo a los crite-
rios clasificatorios clinicos, estariamos dejando de diagnosticar precozmen-

te aproximadamente el 13% de los pacientes, en nuestra muestra.
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(1) GRADO AFECTACION HISTOLOGICO
Como la clasificacion inicial de las muestras se basaba en este criterio, nin-
guno de los controles presenta signos de EICHa en la biopsia cutanea.
Por el contrario, en las biopsias consideradas como casos, presentan EICHa
grado | aproximadamente el 50% de ellas. El 30% presentan grado 11 y cer-
ca del 18% grado III. Ninguno de nuestros pacientes presentd grado IV

histologico.

(1) GRADO DE AFECTACION GLOBAL

Este clasificacion indica los o6rganos diana afectados y el grado de afecta-
cion de los mismos.

En nuestro estudio, el 30% de las biopsias que no presentaban EICHa cuta-
neo, procedian de pacientes que presentaban EICHa en otro 6rgano en el
momento de la biopsia -la mayoria de ellos a expensas de EICHa digestivo-
lo cual los clasifica directamente en un grado global II. De las muestras que
presentaban EICHa cutaneo, el 53% tenia grado I, frente al 20%, que solo
alcanzaba este grado a expensas de afectacion cutanea. Esto significa que
en un 30% de los casos, la clasificacion global se eleva un grado, funda-

mentalmente a expesas de la afectacion digestiva.

CLASIFICACION DE LA EICH AGUDA
CONTROLES (%) CASOS (%) TOTAL (%)

GRADO CLINICO CUTANEO

0 55 (100) 6 (13,33) 61 (61)

1 0 26 (57,78) 26 (26)

2 0 9 (20) 9(9)

3 0 4 (8,89) 4 (4)
GRADO HISTOLOGICO CUTANEO
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0 55 (100) 0 55 (55)
1 0 23 (51,11) 23 (23)
2 0 14 (31,11) 14 (14)
30 8 (17,78) 8 (8)
GRADO GLOBAL (+100 O ANTES)

0 38 (69,09) 6 (13,3) 44 (44)
1 1(1,81) 7 (15,56) 8 (8)
2 15 (27,27) 24 (53,33) 9(9)
3 1(1,82) 8 (17,78) 9(9)

Tabla 13: evaluacion clinica, histopatolégica y global de la EICHa.

5. VARIABLES HISTOLOGICAS Y
MOLECULARES

(a) EICH agudo cutaneo con confirmacion histolégica

Como hemos descrito anteriormente, 45 de nuestras muestras presentaban
EICHa confirmado histolégicamente en el dia +100 postrasplante o antes.
Por el contrario, 55 de las muestras, no presentaron EICHa histologico en el
momento de la biopsia, realizada en la reevaluacion del dia +100
postrasplante. La tabla 15 muestra la clasificacion de la EICHa cutanea, his-

tologica y global, segtn la distribucion del ADN viral hallado en la muestra.

(b) PCR en piel

La mayoria de los resultados de las PCR de herpes virus realizadas en las
biopsias cutaneas resultaron negativas: 86 (86%), en nimero absolutos glo-
bales, de los cuales 37 (82,22%) son casos 'y 49 (89,09%) controles.

Los resultados fueron positivos en el 14% de las muestras, con las siguien-
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tes frecuencias:
HVH-1: 1
HVH-3 (VZV): 3
HVH-5 (CMV): 6
HVH-6: 3
HVH-8 y enterovirus: 1, coincidentes en una misma muestra histologica.
En la tabla 14 apreciamos las distribucion de estos resultados en la biopsias
que presentan EICHa cutdneo y en las que no lo presentan. La mayor pro-
porcion de HVH es para el CMV, con igual proporcion en casos y en
controles. Asi mismo, observamos que el HVH-6, solo aparece en biopsias
con EICHa y no en las que no lo presentan.
Debido a la escasa representatividad de la muestra, estos resultados no son
estadisticamente significativos, aunque estos resultados concuerdan con la

practica clinica.

RESULTADO DE PCR-HVH EN PIEL
CONTROLES (%)| CASOS (%) | TOTAL (%)

NEGATIVO 49 (89,09) 37 (82,22) 86 (86)
HVH 1 1(1,81) 0 1(1)
HVH 3 VZV 2 (3,63) 1 (22,2) 3 (3)
HVH 5 CMV 3 (5,45) 3 (6,67) 6 (6)
HVH_6 0 3 (6,67) 3 (3)
HVH 8y 0 12,22 1(1)
ENTEROVIRUS

Tabla 14: resultado del hallazgo de ADN de herpesvirus mediante PCR.

REPERCUSION DE ADN VIRAL EN LA EICHa
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SINADN | HVH-1 VVZ CMV HVH-6 |[HVH-8Y| TOTAL
VIRAL EN ENTERO| GRADO
BIOPSIA VIRUS (%)
GRADO CLINICO CUTANEO
0| 54 (88,5) |1(1,64)|2(3,27)]|4(6,55)| 0 0 |61 (100)
1{21(80,77)| 0 0 |2(7,69(3(11,53)] 0 [26(100)
2| 7(77,78) 0 |13aLn| o 0 1(11,1) | 9 (100)
3| 4(100) 0 0 0 0 0 |4(100)
GRADO HISTOLOGICO CUTANEO
049 (89,09)| 1 (1,82)|2 (3,63)|3 (5.45)| 0 0 |55(100)
1[18 (78,26)| 0 0 |2(8,69(3(13,04) 0 [23(100)
2| 12 (87,5) 0 0 (17,14 o0 1(7,14) 14 (100)
3| 7(87,5) 0 |1(125] o0 0 0 8 (100)
GRADO GLOBAL (+100 O ANTES)
0139 (88,63)|1(2.27)|1 (2,27)|3 (6,81)| 0 0 |44 (100)
1| 5(62,5) 0 0 |1(12,5| 225 0 8 (100)
2133 84,61)| 0 |2(5,12)|2(5,12)] 1(2,56) | 1(2,56) |39 (100)
3| 9(100) 0 0 0 0 0 9 (100)

Tabla 15: clasificacion de la EICHa cutanea clinica, histoldgica y global,
segun el ADN viral hallado en las biopsias cutanea.

6. REEVALUACION EN EL DIA +365

(a) Supervivencia en el +365

Disponemos de datos sobre 94 sujetos. Los 6 datos restantes pertenecen a
muestras procedentes de pacientes pediatricos, de los cuales no tenemos se-
guimiento, ya que se realiza en el Servicio de Pediatria y no en el de
Hematologia.

De los 94 datos de que disponemos, sobrevive el 85% y el 15% fallece an-
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tes del afio postrasplante.

En la supervivencia al afo postrasplante, de los pacientes de nuestra
muestra, no encontramos influencia de los siguientes factores, ni de manera
independiente ni combinados:

- Edad

- Sexo, aunque en nuestro estudio todos los fallecidos son hombres. Recor-
demos que hay el doble de mujeres que de hombres

- Enfermedad de base

- Si la muestra pertenece al grupo de casos o controles

- el tipo de acondicionamiento

- el tipo de trasplante

- el HLA mismatch

(b) Enf de base +365

En el recuento obtenemos 94 pacientes, 80 vivos y 14 fallecidos.

La enfermedad de base de estos 94 pacientes se distribuye de la siguiente
manera:

- 5 padecian leucemias agudas.

- 3 sindrome mielodisplasico.

- 1 leucemia linfatica cronica.

(c) Causa de Exitus
De los pacientes fallecidos, encontramos que en 5 casos se debe a recidiva

de la enfermedad de base; en 6 a infeccidn; y 3, a otras causas.
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(d) Exitus infeccioso

De los 6 pacientes cuyas muestras analizamos y que fallecieron por causa
infecciosa antes del dia +365, encontramos que 1 es debida a infecicon bac-
teriana, 4 son debidas a infeccion fingica y 2 debidas a combinacién de las
infecciones anteriores (bacteriana -Pseudomona- y fingica -Aspergillus-) y

uno debido a reactivacion viral por CMV.

En uno de los pacientes, aunque la causa primaria del éxitus fue la progre-
sion de la enfermedad de base, en el momento del éxitus presentaba reacti-
vacion de CMYV, y por ello queda aqui incluido en éxitus infeccioso y de ahi
la disparidad entre el item anterior -en el que se registran 6 éxitus de causa

infecciosa- y este apartado -en el que se registran 7 exitus infecciosos-.

(e) Infeccion viral en el +365
De los pacientes que sobreviven, s0lo uno presentaba infeccion viral en el

+365.

(f) EICH en el +365

De nuestra muestra, el 52.5% de los pacientes desarrollan EICHc cutaneo,
independientemente de haber tenido manifestaciones agudas de la enferme-
dad, coincidiendo con los datos publicados en la literatura (19).

De los que presentaron EICHa cutdnea (casos), el 71,87% presentd también
EICHc cutanea.

De los que no manifestaron sintomas cutdneos de la enfermedad antes del

dia +100, el 39,58% present6 EICHc cutanea.
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REEVALUACION EN EL DiA +365 POSTRASPLANTE

CONTROLES (%) |CASOS (%)| TOTAL (%)
SUPERVIVENCIA
NO 7(12,73) 7(17,95) |14 (14,89)
Si 48 (87,27) 32 (82,05) |80 (85,11)
CAUSA DEL EXITUS
NINGUNA 48 (87,27) 32 (82,05) |80 (85,11)
RECIDIVA E.B 4 (7,27) 1(2,56) |5(5,32)
INFECCION 0 6 (15,38) |6 (6,38)
OTRAS 3 (5,45) 0 3(3,19)
EXITUS INFECCIOSO
BACTERIANA 0 1(2,56) 1(1,07)
FUNGICA 0 4 (10,25) 4 (4,30)
COMBINACION 0 2 (5,13) 2 (2,15)
DE LAS
ANTERIORES
INFECCION VIRAL
NO 47 (97,92) 32 (100) 79 (98,75)
Si 1(2,08) 0 1(1,25)
EICH CUTANEO CRONICO
NO 29 (60,42) 9 (28,12) 38 (47,5)
DE PROGRESION 6 (12,5) 23 (71,87) 29 (36,25)
DE NOVO 13 (27,08) 0 13 (16,25)

Tabla 16: reevaluacion al afio postrasplante.
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(g) Tasa de mortalidad

Algunos autores defienden que la aparicion de EICH condiciona negativa-
mente la supervivencia de los pacientes, siendo motivo de mayor mortali-
dad. (26) En nuestro estudio, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre la supervivencia de los pacientes que en el dia +100 son
diagnosticados de EICH y los que no presentan la enfermedad, al afo del

trasplante.
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Vil. DISCUSION
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1. EICH aguda

(a) definicion

Hemos definido EICH aguda y cronica segun la division clésica, que aten-
dia al momento de aparicion y no seglin la nueva tendencia, que la clasifica
acorde a las manifestaciones clinicas, independientemente del tiempo de
aparicion (20) .

Segun la literatura(44), la incidencia de EICH aguda oscila entre el 10 y
hasta el 80% de los pacientes sometidos a TPH. En nuestra muestra, el 62%
de los pacientes presenta EICHa en al menos un 6rgano. Segun la literatu-
ra(11), (99) los porcentajes de afectacion segun los 6rganos diana son en el
81% de los casos la piel; en el 54% hay afectacion intestinal; y el el 50% de
los casos existen datos de EICH aguda hepatica, si no se iniciara terapia

profilactica de la enfermedad.

Segun el protocolo normalizado de trabajo del Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario de Salamanca, se realizaba biopsia cutanea a los pa-
cientes sometidos a TPH siempre que presentaran exantema cutaneo, com-
patible con EICHa cutdnea, en comparacion con otros paises(96), como
Alemania, Austria o Suiza, en los que esta practica solo se lleva a cabo en el

35% de los hospitales que realizan TPH.
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(b) clasificacion

En nuestro estudio, detectamos que un 13,3% de las biopsias que presentan
EICHa cutaneo no presetan signos ni sintomas clinicos. En nuestro caso, es-
tas biopsias constituian el diagnostico precoz de la enfermedad.

Asi mismo, observamos que en las clasificaciones actuales de la enferme-
dad y en la valoracién global de la enfermedad no estan incluidos los crite-
rios histolégicos de las biopsias cutaneas, ni siquiera el grado histopatologi-
co de EICHa cutaneo modifica la valoracion global de la enfermedad. En
comparacion con los criterios histopatologicos digestivos, EICHa por or-
gano diana en nuestra muestra mas frecuentemente asociado a la EICHa cu-
tanea, que cambia la gradacion global y si existen manifestaciones digesti-
vas, la clasificacion es directamente en grado II.

Segun el riesgo de los pacientes que padecen esta enfermedad, la afectacion
cutdnea esta reflejada en los cuatro grupos de riesgo estandar. En nuestro
estudio, la mayoria de los pacientes pertenecen a este grupo. Es considerado
buen respondedor a la terapia estandar con corticoides y con tasas de super-
vivencia globales mejores que los de alto riesgo, de ahi, podria explicarse la
escasa tasa de mortalidad de los pacientes de esta muestra. ;Podria deducir-
se por tanto que la afectacion cutdnea en los grados I-III es un marcador
precoz de ECIH, implicado en los casos de menor riesgo?. Algunos investi-
gadores no han conseguido hallar rasgos histoldgico especificos que puedan

predecir la progresicon de la EICHa cutanea (100). Por el contrario, otros

autores afirman, que la EICHa cutanea predispone a EICHc cutanea, siendo
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este en factor de riesgo para la mortalidad en estos pacientes. Esta contro-
versia indica que es necesario seguir trabajando para estratificar el riesgo
global de los pacientes e identificar marcadores precoces de respuesta al

tratamiento.

Con el cambio en la clasificacion clinica(20), hemos de considerar que lo
incluido anteriormente como EICHc, actualmente se denomina EICHa de
aparicion tardia. Con lo cual, las comparaciones directas de las publicacio-
nes que agrupan a los pacientes segun diferentes clasificaciones ya no es
posible, lo que puede dificultar las revisiones sistemadticas, metaanalisis y

comparacion de datos.

(c) papel de la histologia

Las caracteristicas histopatologicas de las biopsias que se realizan con sos-
pecha de EICHa cutdnea, en ocasiones no ayudan para delimitar el diagnos-
tico (100) . De hecho, una de las caracteristicas histologicas que se desde-
fiaba inicialmente, como es la presencia de eosinofilos(92), se ha visto que
aparece hasta en el 3% de estas biopsias y hasta en el 5% de las biopsias sin
signos de EICHa cutdnea(93). La presencia de estas células en los infiltra-
dos cutaneos tanto de pacientes trasplantados como de pacientes sometidos
a intensos tratamientos de quimioterapia podrian indicar un linfocito-T
efector comun (12).

Algunos autores, cuestionan la utilidad de la biopsia cutdnea (100) en caso
de sospecha de EICHa cutdnea, fundamentalmente antes de las 3 sema-
nas (101) o del dia +30 postrasplante, puesto que no suele cambiar la acti-

tud frente al manejo de la enfermedad(36). En un estudio de 430 biopsias, el
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resultado de la misma cambiaba la actitud frente a la enfermedad en 69
(16%) de ellas (102) . En la revision de los datos de nuestra muestra, hemos
observado ralentizacion en cuanto a la disminucion de la pauta inmuno-
suprosero de profilaxis de EICH si aparecian manifestaciones cutaneas o se
constataban por biopsia. No es un dato que hayamos recogido expresamente
para el estudio, pero si una observacion que hemos realizado tras la revision

sistematica de las historias clinicas.

A pesar de las dificultades diagndsticas, en nuestra muestra, hasta el 13%
de los diagnosticos de ECIH a cutdnea se realizaban por la biopsia de reeva-
luacion en el dia +100, aun sin manifestaciones clinicas, siendo la histologia
un marcador precoz de la enfermedad, es por esto que reivindicamos la im-
portancia del papel de la biopsia cutanea tanto en el diagndstico como en la
variacion de la gravedad de la enfermedad, lo cual, actualmente no esta
reflejado en las clasificaciones vigentes, si bien es cierto que ni el grado cli-
nico ni los hallazgos histolégicos influyen en el manejo ni el la mortalidad
posterior de la enfermedad (36), (35). El estudio de las biopsias cutaneas
puede aportar datos que sirvan como marcadores precoces de la enferme-
dad, hasta ahora no valorados como tales, como la fibrosis superficial, en-
sanchamiento papilar y melandfagos dispersos en dermis papilar, que de-
fienden estos autores(103), abogando por la utilidad de la biopsia
cutdnea (104),(102) en el enfoque de la enfermedad.

La literatura aporta porcentajes mas elevados, respecto a los hallados en
nuestras biopsias, de dafio histologico en piel aparentemente normal en pa-
cientes sometidos a TPH. En este estudio (105), solo el 24% de las biopsias

carecia de rasgos patologicos. Hasta el 45% mostraban rasgos postinflama-
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torios y el 31% era compatible con EICH en grados 1 y 2. Estos datos apo-
yan la tesis de la necesidad de realizar evaluaciones y biopsias cutaneas pa-
ra el diagnostico de la enfermedad.

Se han publicado experiencias de casos en los que se han realizado técnicas,
como la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), no incluidas de mane-
ra rutinaria en el protocolo diagnostico de la mayoria de los centros, en los
que se evidencia presencia de linfocitos del donante en las 4reas de dafo
histoldgico asimiladas como EICH (106) .

La biopsia cutanea, no so6lo es util en estos pacientes para el diagndstico de
la EICH cutadnea, sino para documentar recaidas o progresion de la enfer-
medad (102), asi como enfermedades infecciosas (102) u otras dermatosis
que pueden acontecer en este contexto y que consecuentemente marcan un

cambio en el manejo global del paciente.

Recientemente se han publicado articulos que intentan poner en valor el pa-
pel de la biopsia, de este modo, la biopsia cutanea positiva para EICHa cu-
taneo, elevaria el grado de consideracion de los sintomas en otro 6rgano
diana de posible EICH a probable EICH, pudiendo repercutir en el trata-
miento y manejo de la enfermedad (25) .

Algunos investigadores, consideran indispensable revisar y acordar nuevos
criterios histopatologicos (93) que ayuden a dirimir estas controversias
diagnosticas y adecuar la técnica a la utilidad clinica en la practica diaria. El
estudio de ADN viral mediante PCR en las biopsias, como en nuestro estu-
dio, no aportaria beneficios diagndsticos frente a la técnica de rutina utiliza-

da actualmente.
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(d) factores de riesgo

Se han descrito otros factores de riesgo para el desarrollo de EICHa: edad
elevada tanto del donante como del receptor, alosensibilizacioén previa -bien
por trasfusiones o por embarazo-, estadio de la enfermedad, régimen de
acondicionamiento, ciertos HLA, esplenectomia, exposicion a herpesvirus,
incompatibilidad ABO(23).

Los incluidos en nuestro estudio, de los arriba mencionados, no mostraron
mayor riesgo de padecer EICHa en nuestros pacientes.

La depleccion de linfocitos-T del injerto, que se ha relacionado con mayo-
res tasas de supervivencia (3, 107), y menores de EICH y de viabilidad del
injerto (27) , no se realiza en nuestro centro.

La decontaminacion intestinal total se ha relacionado con menor incidencia
de EICH (46) . En nuestro centro se realiza profilaxis antibidtica con mero-

penem en lugar de esta medida profilactica.

(e) factores condicionantes

() Variables clinicas

- Edad

Gratama, en 1987, asoci6 la elevada edad del donante con alta incidencia de
EICH (46) .Posteriormente, otros autores han corroborado esta teoria(23).
Sin embargo, en nuestro estudio, la comparacion de la edad media entre el
grupo de pacientes que desarrollan EICH y los que no la desarrollan, no

muestra diferencias estadisticamente significativas.

-112 -



- Género, enfermedad de base, acondicionamiento recibido, enferme-

dad de base y profilaxis(23), (26).

En nuestra muestra no encontramos diferencias estadisticamente significati-
vas, ni en analisis univariante ni multivariante, que determinen que alguno

de estos factores esta relacionado con el desarrollo de ECIHa cutanea.

Tampoco encontramos que el haber padecido EICHa cutaneo antes del dia

+100 predisponga al desarrollo de EICHc (26), (108).

(Il) Acondicionamiento

Segun la fisiopatologia de la enfermedad, los pacientes que han recibido
acondicionamiento de intensidad reducida, presentaran menor dafio tisular y
por tanto, menor reaccién inflamatoria y menor riesgo de EICHa. En
nuestro estudio no encontramos diferencias entre casos y controles en fun-
cion del acondicionamiento recibido.

En nuestra muestra, sélo los pacientes que reciben RCT en el acondiciona-
miento presentan diferencias en cuanto a la incidencia de EICH, en casi el

doble del porcentaje, sin que ésto sea estadisticamente significativo.

(f) Evolucion/cronificacion de la EICH

En nuestra muestra, acorde con la literatura(109), no encontramos diferen-
cias significativas entre el grupo de biopsias que desarrolla EICHc tras ha-
ber padecido EICHa (progresion) frente a aquellos que lo desarrollan de

novo. Tampoco encontramos diferencias en este aspecto entre las biopsias

-113 -



en las que hallamos ADN de herpesvirus y en las que no.

La EICHc es la causa de mayor morbimortalidad en los pacientes someti-
dos a TPH alogénico. La EICHc cutanea, no es un factor prondstico inde-
pendiente de este efecto colateral del trasplante (108) . En nuestra muestra,
aunque las diferencias no sean estadisticamente significativas, casi el 72%
de las biopsias cutaneas con EICHa evoluciona a EICHc, acorde a los datos
publicados en la literatura, (6),(110) en la que el EICHa es considerado
un factor de riesgo para el desarrollo posterior de EICHc (26), (111). Por el
contrario, otros autores afirman que la extension de la EICHc cutanea, espe-
cialmente las de caracter progresivo (111) y la de superposicion (108), si

estan implicadas en la mortalidad especifica por enfermedad.

En nuestro estudio, todos los trasplantes en los que la fuente de PH conte-
nia células de CU desarrollaron EICHa cutanea. Segun algunos autores, en
estos pacientes, la enfermedad obtiene mayor tasa de respuesta al tratamien-
to con corticoides sistémicos. Los que no responden a este tratamiento tie-

nen mayor tasa de mortalidad y menor tasa de supervivencia global (112).

2. ESTUDIO MOLECULAR

(a) VENTAJAS

El kit de estudio molecular elegido tiene las siguientes ventajas (97) :

1 Alta sensibilidad permitiendo la deteccion de cantidades minimas de

ADN.
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Esto supone una gran ventaja en muestras clinicas en las que la cantidad de
moléculas de virus son escasas.

2 Deteccion simultdnea de multiples virus presentes en una misma muestra.
3 Elevada especificidad, al utilizar una secuencia correspondiente a una re-
gion altamente conservada dentro del genoma virico y sondas de captura es-
pecificas para cada tipo de Herpes humano y Enterovirus.

4 Facil de estandarizar en un laboratorio hospitalario.

5 Rapido ya que se obtienen los resultados de los andlisis en 8§ horas.

La sensibilidad obtenida combinando la amplificacion gendmica y la visua-
lizacién en el microarray con el kit CLARTIENTHERPEX es tan alta, que
no es necesario hacer dobles amplificaciones (nested-PCR), evitando asi el

riesgo de contaminacion que éstas conllevan.

Incluye un control interno para evitar falsos negativos.

(b) LIMITACIONES

Sin embargo, el kit presenta las siguientes limitaciones:

- Recomiendan el uso de biopsias fijadas en formol tamponado durante el
menor tiempo posible (nunca mas de 24h), para evitar la degradacion del
DNA/RNA. El empleo de formol no tamponado o la fijacion durante mas
de 24h podria conducir a un resultado falso negativo (97) . En nuestro Ser-
vicio, las muestras suelen fijarse entre 24 y 48 horas en formol tamponado,
posteriormente las muestras han sido incluidas y almaceadas en bloques de

parafina.
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3. PAPEL DE LOS ANTIVIRALES:

Una vez se ha producido la triple fosforilacion, el aciclovir y sus precurso-
res, se integran en el ADN de la célula infectada, actuando como finalizador
y por tanto la célula entra en fase de apoptosis. Dado que la primera fosfori-
lacion sélo ocurre en las células infectadas por los virus herpes puesto que
es catalizada por una timidina kinasa especifica del virus, s6lo estas células

se veran afectadas por el tratamiento. (Rook. 25.21).

Tras la introduccion de la profilaxis antivirica, fundamentalmente con
aciclovir, la incidencia de reactivaciones de infecciones herpéticas (VHS y
VZV) se redujo significativamente (85), sin embargo, en este mismo estu-
dio no se demostraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo que habia recibdo profilaxis con antiviricos frente al grupo control en
cuanto al desarrollo de EICH(85). Por tanto, la hipdtesis que sostiene mayor
tasa de desencadenamiento de la EICH cuando existe reactivacion viral
frente a cuando no existe, no queda demostrada.

En nuestro estudio, tanto el grupo de casos como de controles recibian pro-
filaxis con aciclovir, por ello, no es posible realizar esta comparacion.

La profilaxis frente a la reactivacion de CMV o el tratamiento de la misma,
se ha demostrado mas efectivo con ganciclovir, fundamentalmente la preve-
cion del evento que provoca mayor mortalidad (neumonia)(44). En nuestro
estudio, hallamos 32 reactivaciones de CMYV, de 98 estudios realizados res-
pecto al nimero total de pacientes incluidos en el estudio (100). Todos los
pacientes respondieron satisfactoriamente a la primera linea de tratamiento

que se pauto. En 11 casos fue ganciclovir, en 9 valganciclovir y en 4 fos-
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carnet. De estos 32 pacientes con reactivacion de CMV 16 eran casosy 16
eran controles.

Dado que en nuestro estudio no hemos detectado ADN viral en la mayoria
de las biopsias cutaneas, no consideramos necesario modificar los actuales
protocolos de prevencion de infecciones virales, puesto que no hemos podi-
do demostrar que la presencia directa de ADN viral desencadene o exacerbe
la EICH aguda. Esto no descarta que se produzca por otras rutas biologicas,
en los que el tratamiento con antiviricos no estaria justificado, debido a su
mecanismo de accion, previamente explicado. Por ello, no tenemos argu-
mentos para sugerir un cambio en los protocolos de profilaxis antivirica ac-

tuales(113).

No se ha demostrado relacion entre la toma de antiviricos y la implicacion

de estos en el desarrollo de la EICH(44) hasta la actualidad.

Tampoco se ha podido demostrar disminucion de las tasas de ADN del
HVH-6 sangre, tras la instauracion del tratamiento ni con aciclovir ni con

inmunoglobulinas(114).

4. INFECCION VIRAL

La comprobacion del estado serologico pretrasplante tanto del donante
como del receptor es una practica clinica habitual en los centros trasplanta-
dores. El objetivo es descartar infecciones virales activas en el momento
tanto del trasplante como de la donacion de PH. La positividad para I1gG in-

dica infeccidon pasada y por tanto posibilidad de reactivacion de la infec-
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cion. La IgM indica infeccion activa o reciente. La determinacion de las se-
rologias postrasplante no es una técnica Util ni recomendable puesto que la
capacidad de la respuesta seroldgica del huésped esta mermada(123).

En nuestro estudio no detectamos diferencias entre casos y controles, ni en
el estatus seroldgico pretrasplante, ni en la determinacién de ADN viral en

las biopsias cuténeas.

(@) HHVSIMPLE 1Y 2

Gratama, en 1987, asocio la elevada edad y seronegatividad para EBV del
donante con alta incidencia de EICH. Sin embargo, relacion6 la decontami-
nacion intestinal total, la seronegatividad para herpes simple del donante y
la seronegatividad para VEB del receptor, con baja incidencia de EICH(46).
Los autores argumentan que cuando el donante presenta seropositividad pa-
ra VHS, en el momento de la reactivacion, se produce una respuesta T po-
liclonal que induce liberacion masiva de citokinas, favoreciendo que se des-
encadene la EICH.

En nuestro estudio, mas del 80% de los donantes presentaban seropositivi-
dad para el VHS, sin apreciarse diferencias significativas entre casos y

controles.

(b) HHV-3 6 VWZ

En una serie de 10 casos que presentaban diseminacién de VVZ, solo 4 de
ellos presentaron exantema cutaneo, inicialmente interpretado como EICH
cutanea. La expresion cutanea tipica aparecia tras mas de 10 dias de la sin-
tomatologia abdominal(1).

Se han publicado casos de afectacion del sistema nervioso central (SNC)
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por este virus, lo cual es una complicacion rara del periodo postrasplante.
En un caso de encefalitis por VVZ, la expresion cutanea tampoco se produ-
jo, pudiendo retrasar la sospecha clinica y la confirmacion diagnostica(124).
En nuestra muestra no encontramos pacientes con reactivacion viral disemi-
nada, ni afectacién neurologica viral ni por la EICH.

Algunos autores refieren como factor de riesgo para la reactivacion de este
virus, la presencia de EICH cronica extensa, frente a aquellos pacientes que
presentan esta enfermedad localizada y menor virulencia de Ireactivacion
viral(47). Se han descrito casos de aparicion de EICHc cutanea, limitada a la
zona de reactivacion de este virus (125) y reactivacion de la enfermedad
generalizada posterior a la reactivacion viral localizada (126), sugiriendo
una relacion estrecha entre la reactivacion viral y la EICH.

En nuestro estudio no recogimos la extension de la EICH croénica, solo la
presencia de EICHc cutanea en el dia +365 postrasplante, bien progresiva o
bien de novo. De los 3 casos registrados en nuestra muestra, 2 pertenecian a
biopsias sin EICHcutanea aguda en el dia +100 y 1 que si habia presentado
EICHa cutanea antes de este dia. En la reevaluacion del dia +365, observa-
mos aparicion de EICHc cutdnea en uno de los controles, permaneciendo el

otro caso, en EICHc cutanea en progresion.

(c) HHV-4 6 VEB

Gratama, en 1987, asocid la seronegatividad para EBV del donante con alta
incidencia de EICH. Sin embargo, relacion6 la seropositividad del donante
y la seronegatividad del receptor para VEB, con baja incidencia de
EICH(46). Este fenomeno lo explica gracias al efecto memoria de los linfo-

citos-T citotdxicos especificos traspasados del donante inmune al receptor
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sin inmunidad especifica. En el momento de la infeccidn viral, los linfoci-
tos-T citotoxicos especificos, destruirian las células infectadas por el virus,
inhibiendo su replicacion y por tanto la virulencia de la infeccion. Esto ge-
neraria una tormenta de citokinas menor que si no tuviera inmunidad espe-
cifica, modulando, de este modo, la respuesta inmune que genera el desa-

rrollo de la EICH.

Algunos autores comparten la hipdtesis de que la reactivacion controlada de
este virus en el periodo postrasplante mejora la supervivencia global y el

tiempo libre de enfermedad(127).

(d) HHV-5 6 CMV

En nuestro centro, la profilaxis de la reactivacion viral se realiza con aciclo-
vir, sin embargo, el tratamiento de la reactivacion frente a CMV se realiza
con ganciclovir o foscarnet. Estos farmacos se han demostrado mas activos
frente a la infeccion, sin embargo pueden provocar toxicidad renal y hema-
tologica(128). La reactivacidon de este virus es considerada un signo de in-
munosupresion indirecta, que puede predisponer a otras reactivaciones vira-
les como la del VEB, incluso al desarrollo de enfermedad linfoproliferativa
postrasplante(129). En nuestra muestra no encontramos ninguna reactiva-

cion viral combinada de estas caracteristicas.

La mayor parte de la evidencia cientifica de la relacion entre las infeccio-
nes por herpes virus y el desarrollo de EICH proviene de las serologias ob-
tenidas pre-trasplante y durante el seguimiento del mismo, particularmente

las referidas a CMV(78), (130). Esta relacion sugiere un desencadenante o
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agravamiento de la enfermedad facilitado por la reactivacion de las infec-
ciones virales latentes. Esto podria explicarse por la existencia de molecu-
las similares que confunden al sistema inmune eliminando como células in-
fectadas aquellas que pertenecen al huésped. Algunos autores sugieren que
eliminando estas moléculas, mejoria la supervivencia global y disminuirian
las infecciones por CMV y la incidencia de EICH(131). Otros autores, por el
contrario, atribuyen un efecto antileucemia a la reactivacion de CMV en el
periodo postrasplante, teoria que permanece en controversia(132). Sin em-
bargo, no todos los estudios coinciden en esta teoria, puesto que en algunos
estudios, la reactivacion de CMV no guard¢ relacion con la precipitacion de
EICHa(80), ni siquiera en pacientes infectados por el virus de la hepatitis B

(VHB)(119).

En nuestro estudio, encontramos reactivacion viral confirmada en el 32%
de los casos, sin hallar diferencias entre los casos y los controles. Este dato
coincide con el porcentaje de reactivacion de CMV que estima la literatura,
ente el 20-40% de los pacientes trasplantados(133), (67). Este porcentaje es
ligeramente superior en los pacientes cuya fuente de progenitores es el cor-

don umbilical(130).

De los pacientes que fallecen antes del afio postrasplante, que en nuestro
estudio son 14; 8 (57,14%) no presentaron reactivacion frente a CMV, fren-
te a los 6 (42,8%) que si la presentaron. En nuesta muestra no hay diferen-
cia significativas entre ambos grupos, aunque presentan menor mortalidad,
en porcentajes absolutos, los que sufrieron reactivacion de CMV que los

que no la experimentaron.
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Otros autores intentaron encontrar indicios en las biopsias, al igual que
nosotros, que condujeran a la presencia de CMV, sin embargo, tampoco se
ha podido demostrar esta teoria mediante técnicas inmunohistoquimi-

cas(118).

A parte de instaurar tratamiento antivirico y testar la sensibilidad al mismo,
el incluir a otras terapias, como las inmunoglobulinas intravenosas, en el
tratamiento estandar postrasplante no han demostrado prevenciéon de la re-
activacion de CMV(134). Ademas, la infeccion por CMV de las células plu-
ripotenciales mesenquimales, otra alternativa terapéutica ensayada en estos
pacientes, les hace perder sus potencialidades(135) y por tanto su

efectividad.

Algunos autores han reportado beneficios en cuanto a menor incidencia de
EICH y mayor supervivencia en pacientes que recibian los PH de donantes
con seropositividad para CMV. Asi mismo, obtenian beneficio también

frente a las reactivaciones de VEB y HVH-6(136).

() HHV-6

Nuestras muestras fueron tomadas de biopsias en parafina, almacenadas du-
rante meses. En este estudio, en el que la viremia y la deteccion de HVH-6
tiene correlacidon con el exantema, las biopsias fueron almacenadas a -80°C
hasta la extraccion de ADN(117). La conservacion de las biopsias y el anéli-
sis prospectivo y no restrospectivo, como en nuestro estudio, puede influir

en la deteccion de ADN.

-122 -



Se ha relacionado el tipo de acondicionamiento estandar(137) y la infusion
de precursores hematopoyéticos de cordon umbilical (65) con mayor riesgo
de reactivacion de HHV-6. La reactivacion de este virus se ha encontrado
estadisticamente  significativa como elemento desencadenante de
EICH (138), (139),(140) y como factor de riesgo que aumenta la morta-
lidad no relacionada con la enfermedad de base. En esta misma linea teori-
ca, se ha relacionado a la reactivacion viral mediante antigenemia y PCR-
RQ (real quantitave: cuantitativa, realizada a tiempo real), con la precipita-
cion de EICHa(80). No todas las publicaciones cientificas coinciden en es-
tas afirmaciones, puesto que encontrar ADN de HHV-6 en sangre no se ha
relacionado con aumento de la mortalidad, ni las manifestaciones clinicas se
expresan en consonancia con la carga viral (141), (142), (143). Esta dis-
paridad en los datos puede deberse a la heterogeneidad de los métodos utili-
zados tanto en la recogida, el procesamiento de las muestras o la interpreta-
cion, no siendo directamente comparables unos resultados con otros.

En nuestra muestra, en todas las biopsias en las que se halld6 ADN de
HHV-6 presentaban caracteristicas de EICHa cutaneo. Acorde con otras ex-
periencias publicadas en la literatura, en las que la reactivacion por HHV-6
se considera una causa de EICH y no una consecuencia del acondiciona-
miento(122). Ademas, sugiere que la presencia de HHV-6 en el tejido puede
ser una factor que determine la gravedad de la EICH(122). En nuestro estu-
dio, las biopsia que presentaron ADN viral presentaban un cuadro clinico,
histolégico y global compatible con grado 1.

Las tres teorias o modelos etipatogénicas que relacionan al HVH-6 con la
aparicion de la EICH son(117):

- El exantema viral causado por la infeccion.

- El HVH-6 actia como elemento detonante de la cascada inmunologica.
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- La EICH induce la reactivacion de este tipo viral.

En nuestros pacientes, no encontramos meningoencefalitis relacionadas con
reactivaciones virales por HVH-6. La incidencia estimada en la literatura es
menor del 1% (144). La manifestacion clinica mas frecuente es la confu-
sion (144) acompanada de exantema cutdneo, por ello, los dermatologos
debemos tener en cuenta esta complicacion, rara pero fatal, en la valoracion

de estos pacientes.

A pesar de las revisiones (58), (145), (146) publicadas respecto a la biolo-

gia de este virus y su relacidon en los pacientes sometidos a TPH, no esta

claro el papel que desempefia en ellos ni en la evolucion de la EICH.

() HHV-7

El HVH-7 se ha descrito recientemente y en la literatura se asocia al
HVH-6, debido a su similitud estructural y patogénica.

Las principales manifestaciones clinicas de este virus en los pacientes
trasplantados(147), descritas en la literatura, son exantema cutaneo, hepati-
tis, retraso en el injerto y EICH, entre otras.

Este virus se, al igual que el HVH-6, se ha asociado como cofactor al CMV.

(g) HHV-8

Este virus se ha asociado clasicamente al sarcoma de kaposi (SK), bien en

su variante clasica o, mas recientemente, asociado a la infeccién por virus
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de a inmunodeficiencia humana (VIH) (148).

En nuestra muestra, hallamos una biopsia con ADN de este virus en conin-
feccion con enterovirus. No encontramos relacion con la enfermedad de ba-
se ni con la clinica del paciente.

A pesar de que el sarcoma de kaposi se asocia a inmunodeficiencia o inmu-
nodepresion, en la literatura no hallamos asociacion entre el SK y la EICH,

a pesar de que ambas estan relacionadas con infeccion viral.

(h) infeccion viral como desencadenante de la enfermedad de
base

Al igual que nos preguntamos si existe ADN de herpes virus en la piel de
pacientes con EICHa cutdnea, otros autores investigaron si el ADN de algu-
nos herpes virus estaba en muestras de médula 6sea de pacientes con LLA,
investigando la hipdtesis del papel oncogénico de estos virus. Mediante es-

tudio de PCR no hallaron ADN viral en las muestras(149).

(i) Estudios similares

En la literatura se ha publicado un estudio con un disefio similar al nuestro,
con biopsias obtenidas de intestino(115), el otro 6rgano diana mas afectado
por la enfermedad, junto a la piel. Los datos corroboran nuestros resultados.
No se hallé mayor tasa de EICH en los pacientes de cuyas biopsias se obtu-
vo ADN viral. Los resultados en mortalidad no estuvieron influidos por el
hallazgo de ADN de HHV-6.

En este estudio se manifiesta la duda de la relevancia clinica del hallazgo de

ADN viral en las muestras y se cuestiona el papel del HHV-6 como desen-
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cadenante de EICH o si se trata solamente de un hallazgo casual(115).

5. OTROS FACTORES DEL TRASPLANTE
IMPLICADOS EN LA EICH

(a) Tasa de mortalidad

Los pacientes de nuestro estudio presentan una mortalidad en el +365 del
casi 15%, en comparacion con los datos de la literatura, cuya tasa de morta-
lidad es mas elevada. Puede influir en estos datos, tanto el tipo de acondi-
cionamiento, aunque no hay diferencias significativas, como un sesgo de
seleccion, ya que por el diseio de nuestro estudio, podriamos haber exclui-
do a los pacientes mas graves.

Para algunos autores, la EICH es la primera causa de muerte postrasplan-
te(5), (150), (151).

En nuestra muestra, la mayor tasa de mortalidad es debida a infecciones, en
contraste con los datos publicados en la literatura, en la que la principal
causa de mortalidad no relacionada con la enferemdad es debida a
EICH(151). Las infecciones aparecen solo en los pacientes con EICHa cuta-
nea. La siguiente causa de mortalidad es la recidiva o progresion de la en-
fermedad de base. En este caso, los pacientes que no han desarrollado EICH
antes del dia +100 (controles) son la proporcién mas numerosa. En estos ca-
sos que no desarrollan EICH, ;estariamos también ante casos que no desa-
rrollan el efecto de enfermedad contra leucemia y ser esta falta de respuesta
la causa de la muerte?. En la literatura hay opiniones que apoyan esta teoria,

aunque en nuestra muestra no tenemos argumentos para defenderla(11).
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Segun algunos autores, hasta el 85% de las muertes post TPH se deben a
uno de los factores anteriores(44).

Algunos autores defienden que la apariciéon de EICH condiciona negativa-
mente la supervivencia de los pacientes, siendo motivo de mayor mortali-
dad(26), (3), (111). En nuestro estudio, no encontramos diferencias estadisti-
camente significativas entre la supervivencia de los pacientes que en el dia
+100 son diagnosticados de EICH y los que no presentan la enfermedad, al
afio del trasplante.

En nuestra muestra, la mortalidad no esta influida ni por el grado clinico cu-
taneo, ni por el grado histoldégico cutaneo, ni por la clasificacion global de
la enfermedad.

Nuestros datos concuerdan con lo publicado por Zhou et al (36), quienes de-
fienden que la gravedad histologica cutanea de la EICH no influye en la
mortalidad ni en la gravedad global y consecuentemente no modifican las

pautas de abordaje general de la enfermedad.

En nuestra muestra, so6lo uno de los pacientes que presenta ADN viral en la
histologia fallece. El resto, permanecen vivos en el +365. Por tanto, este
hallazgo no supone mas mortalidad en nuestra muestra.

Algunos autores proponen las reactivaciones virales tempranas y controla-
das de CMV(152) y VEB como beneficioso para la supervivencia global.
Estas reactivaciones, combinadas con EICHc tienen tasas de mayor tiempo
libre de enferemdad(152). En nuestro estudio, no hay diferencias entre los
que desarrollan resctivacion de CMV antes del dia+100 y la mortalidad en
el +365, ni globalmente, ni estratificados entre los que presentan EICH y

los que no en las biopsias de evaluacion.
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(b) Serologias CMV pre y post trasplante

La reactivacion de este virus se ha relacionado con la precipitacion de la

EICH.

Reactivacion de CMV (41):

La tasa de reactivacion global de este virus se sitia entre el 60-80%. Estos
porcentajes varian en funcidn del estatus seroldgico pretrasplante tanto de
donante como de receptor, como detallamos a continuacion:

R+/D-: la tasa de reactivacion es similar a la global. En este supuesto de es-
tatus serologico, el receptor, que pierde parte de su inmunidad, pero no de la
probabilidad de reactivacion viral, es reconstituido con células naive para
esta infeccion.

R+/D+: la tasa es similar a la anterior o discretamente inferior (50-60%)
R-/D:+: El riesgo de reactivacion viral desceiende hasta el 10-30%.

R-/D-: las tasas de reactivacion viral en estos casos suponen menos del 5%

Algunos tipos de acondicionamientos, especialmente cuando tanto donante
como receptor han tenido contacto con el CMV, han demostrado aumentar
la reactivacion viral, por ello, se recomiendan dosis bajas de algunos inmu-

nosupresores(153) en estas circunstancias.

EICH cronica:

Varios estudios han sugerido, que la seropositividad del donante para CMV,
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unida o no a la seropositividad del receptor frente a este mismo virus, pre-
disponen al desarrollo de EICHc(44). La positividad seroldgica del donante
pretrasplante, para mas de tres herpesvirus también predispone al desarrollo

de EICHc (44).

(c) Compatibilidad HLA

La mayoria de los estudios relacionan la disparidad HLA con la aparicién
de EICH aguda(10), (154) y con fallo o retraso en el injerto (55) . Algunos
autores, no encuentran diferencias entre la tasa de mortalidad global ni de
fallo de injerto cuando hay disparidad de HLA entre donante y receptor, in-
dependientemente de la fuente de PH (109) . Sin embargo, la tasa de EICHa
es similar para aquellos que reciben CU con HLA dispar (mismatch) o
PHSP con HLA idéntico, considerando, por tanto el CU una fuente de PH
valida cuando no encontramos donante HLA-idéntico de otra fuente, puesto
que no influye en el desarrollo de EICHa (109).

A pesar de que los trasplantes sean HLA-idénticos, la incidencia de EICH
aguda oscila entre el 26-30%, aumentando en los trasplantes no emparenta-
dos, HLA mismatch hasta el 42-52%(155), (27).

En nuestro estudio, todos los trasplantes fueron alogénicos, con un mis-
match del 10%, el resto, fueron trasplantes con HLA idéntico (90%), con
una distribucién homogénea entre los casos y los controles. No podemos es-

timar la aparicion de EICHa debido al disefio de nuestro estudio.

(d) Profilaxis EICH
A pesar de la disparidad HLA, nuevos estudios en la profilaxis de la EICH,

minimizan estas diferencias en la mortalidad global, a favor de las nuevas
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moléculas (sirolimus y tacrolimus)(156)
Comentar en relacion a nuestros resultados y a los 20 datos de regimenes

que faltan.

(e) Género R-D

Observamos cierta tendencia a padecer EICHa cutdneo cuando el donante
es una mujer, sin ser estos datos estadisticamente significativos en nuestro
estudio.

En estudios publicados recientemente, de pacientes trasplantados entre los
anos 2000 y 2014, se observa la misma tendencia, cuando los trasplantes no
son emparentados y prodecen de células de cordon umbilical (CU), los pa-
cientes varones, que reciben c€lulas de mujeres, tienen tendencia a padecer
mas tasa de EICH y de mayor gravedad (157). Estos datoscoinciden con
los de nuestro estudio, aunque en nuestra muestra no hallamos significacion

estadistica.

(f) Plaquetas

El contaje de plaquetas esta considerado como un factor pronostico inde-

pendiente (108), (111).

(g) Otras rutas de precipitacion de la EICH:

Algunos autores sugieren que particulas virales, pueden actuar como antige-
nos, capaces de estimular al sistema inmune, desarrollando o agravando la
EICH(44).

Algunos autores han publicado pequeiias series de casos, en los que la

EICHa cutdnea, comparte expresion molecular con infeciones virales, sin
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determinar la implicacion en el desarrollo de la enfermedad(158).

Las infecciones virales pueden desencadenar fenomenos autoinmunes por
dos vias, que no son mutuamente excluyentes(89):

- mimetismo molecular

- coestimulacion

Actualmente, la comunidad cientifica contintia buscando las claves de los
fenomenos auto o aloinmunes(159) que nos conduzcan a un mayor entendi-

miento y mejor manejo de la enfermedad injerto contra huésped.

(h) Nuevas perspectivas terapéuticas

Recientemente, se han publicado avances en el tratamiento de las infeccio-
nes virales, mediadas por lineas celulares T, especificas frente a células in-
fectadas por algunos tipos de herpesvirus(VEB, CMV, HVH-6)(160), con
buenas perspectivas terapéuticas. Estas deben ser reafirmadas con estudios
posteriores y podrian ser ampliadas al tratamiento o prevencion de la EICH,
sin limitar en efecto de injerto contra leucemia.

Por el contrario, se han descrito dermatosis consideradas inmunomedia-
das (161) tras el tratamiento con linfocitos-T modificados (162), (163) y
antiviricos, lo que evidencia la compleja relacion entre piel, farmacos y her-
pesvirus en los fenémenos de aloinmunidad de la EICH.

Asi mismo, los herpesvirus, debido a una de sus caracteristicas infectivas,
la latencia, podrian ser usados como vectores, que indujeran cambios per-
manentes en las dianas que desencadenan la enfermedad, mejorando asi su
prondstico (164) y el arsenal terapéutico. Actualmente, estos cambios pue-
den ser inducidos por farmacos, como imatinib, en la leucemia linfatica

cronica.
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Recientemente se han publicado experiencias de viroterapia oncolitica en
melanoma, mediante modificacion de HVH-1, Talimogene Laheparepvec
(T-Vec), que podrian ampliar estas perspectivas. De este modo, podamos
poner al servicio de los pacientes, las caracteristicas de las infecciones vira-
les y convertir en beneficioso lo que actualmente consideramos como una

limitacion.

Otro campo de estudio en el que se esta avanzando es la deteccidon genética
de sujetos predispuestos a padecer mayor tasa de infecciones o reactivacio-

nes virales y sus respuestas en la EICH (165) .

Recientemente se ha publicado que los linfocitos-T citotoxicos especificos
de CMV pueden interferir en la respuesta de los tratamientos en los pacien-

tes con EICH (166).

Son necesarias mas investigaciones que puedan aclarar la relacion entre la
infeccion y la reactivacion viral con el curso de la enfermedad injerto-
contra-huésped, de modo que nuestros pacientes puedan obtener mayor su-

pervivencia y calidad de vida, con la menor morbilidad posible.
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VIIL. LIMITACIONES DE
NUESTRO ESTUDIO
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Otras rutas de precipitacion de la enfermedad

- Segtn algunos autores, los herpes virus en estado latente, pueden actuar
como antigenos menores de histocompatibilidad o bien mediante mecanis-
mos desconocidos, desencadenando EICH(79) sin necesidad de encontrarse
las particulas virales completas. De ahi, que en nuestro estudio, no hayamos
hallado ADN wviral en las muestras, que permitan emitir un juicio
prondstico.

- Las c¢lulas especificas antivirales (Linfocitos-T cititoxicos), podrian pre-
cipitar la reaccion inflamatoria responsable de la EICH sin necesidad de que
esta reaccion esté mediada por la particula viral(89).

- Segun algunos autores, el DNA viral, negativiza en sangre y mucosas
entre 1-2 semanas antes de que se produzca el exantema(114), (89). Al igual
que ocurre en sangre, el motivo de no encontrar ADN viral en piel podria
ser el mismo, de ahi nuestros hallazgos.

Todo ello conduce a la hipdtesis de que podria desencadenarse la EICH cu-
tanea sin necesidad de que el virus se encuentre en la piel y por ello no ha-

yamos encontrado su ADN mediante técnicas moleculares.

Eleccion inadecuada del método de deteccion molecular

- Las biopsias sobre las que realizamos las técnicas de deteccion se fijaron
en formol y se conservaron en parafina. Aunque el kit utilizado permite ha-
cer este analisis, sin embargo recomiendan realizar el estudio sobre
muestras no procesadas -en fresco-, ya que se obtiene mayor sensibilidad.
Este podria ser otro de los motivos de la baja tasa de deteccion de ADN vi-

ral en nuestao estudio.
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Caracteristicas de la muestra

- No realizamos estudio del tamafio muestral, aunque, en relacién a la litera-
tura publicada, nuestro tamafio muestral esta acorde con el resto de publica-
ciones. Este podria ser otro motivo por los cuales esta investigacion no al-
canza la significacion estadistica suficiente para ser extrapolada a otras
muestras diferentes a las nuestra, sin poder asegurar que nuestros resultados
sean debidos al azar.

- Puesto que nuestra fuente de la cual seleccionamos a los pacientes es la
base de Anatomia Patoldgica y no todos los pacientes trasplantados, deja-
mos fuera de nuestro estudio a los pacientes que no son sometidos a biopsia
cutanea, constituyendo un posible sesgo de seleccion de los pacientes que

no llegana biopsiarse, sea cual sea el motivo.
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1. CONCLUSIONES DE LOS OBJETIVOS
GENERALES

1.- En nuestra serie, el 14% de las biopsias, de los pacientes sometidos a

TPH incluidos en la muestra, presentaron ADN de herpesvirus.

2.- En nuestra serie, hallamos ADN viral herpético en el 17,78% de las
biopsias que presentaron EICHa cutanea (casos) frente al 10,9% de las
biopsias que no presentaron EICHa cutdnea (controles) y en las que halla-

mos ADN viral. Esta diferencia no es estadisticamente significativa.

2. CONCLUSIONES DE LOS OBJETIVOS
ESPECIFICOS

1.- Encontramos ADN de HVH-6 y HVH-8 solamente en las biopsias de
piel que presentaron signos histopatologicos de EICHa cutanea (casos). Por
el contrario, la deteccion de HVH-1 solamente se hallé en aquellas biopsias
de piel que no presentaron estos signos (controles). La deteccion de ADN
de VEB y de CMV fue registrada en ambos grupos. Estas diferencias in-

tergrupales no mostraron significacion estadistica.
2.- En nuestra muestra no encontramos caracteristicas clinicas que se rela-

cionasen de manera estadisticamente significativa en el desarrollo de

EICHa cutanea.
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3.- No hemos hallado diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pacientes que presentan EICHa cutanea y los que no la presentan

en relacion a las variables del trasplante y las condiciones en que se realizo.

4.- En nuestra serie, no hallamos diferencias estadisticamente significativas
entre el estado serologico frente a los herpesvirus monitorizados (VHS,

VVZ, VEB, CMV) pretrasplante entre el donante y el receptor del mismo.

5.- En el 32,65% de nuestros pacientes se produjo reactivacion de CMV en
los primeros 100 dias postrasplante, hallindose ADN de este herpesvirus en
el 6% del total de la muestra. No hallamos diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los pacientes que presentaron EICHa cutanea y los que no
la presentaron ni en cuanto a la incidencia de la reactivacion de CMV ni en

cuanto a la presencia de ADN de CMYV en las biopsias cutaneas.

6.- La presencia de ADN viral herpético en las biopsias cutaneas no esta
correlacionada con el grado de gravedad clinico cutaneo, histoldgico ni glo-

bal de EICHa.

7.- En nuestra muestra, el 13,3 % de los pacientes con EICHa cutanea, no
habrian sido diagnosticados precozmente si no hubiéramos realizado la
biopsia cutanea de evaluacién en el dia +100 postrasplante, puesto que no
manifestaban sintomas clinicos cutdneos de la enfermedad en el momento

de la realizacion de la biopsia.

8.- En nuestra serie, ni la presencia de EICHa cutanea -clinica y/o histolégi-

ca- ni el hallazgo de ADN viral en las biopsias cutdneas predisponen a pa-
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decer EICHc cuténea. La presencia de ADN de herpesvirus en las biopsias
cutaneas no indica menor tasa de supervivencia al afio postrasplante. Solo
un paciente con presencia de ADN viral (CMV) en la biopsia es éxitus al

afo postrasplante, el resto sobreviven.

9.- En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio no es posible vali-
dar la realizacion sistematica de PCR para la determinacion de ADN viral
en las biopsas cutdneas de los pacientes sometidos a TPH, ya que no ha de-
mostrado utilidad diagnoéstica y carece de valor predictivo en cuanto a la
evolucién de la enfermedad de injerto contra huésped cutanea y global en
estos pacientes.

Este trabajo, como prueba de concepto, aporta argumentos que permiten no
seguir avanzando en esta linea de investigacion en la relacion entre EICHa
cutdnea y la presencia de ADN de herpesvirus en las biopsias de piel de pa-

cientes sometidos a TPH, puesto que no ha demostrado utilidad.
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Xl. ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

Ag pp65: antigeno p65 del CMV.

ARN: acido ribonucleico

AT: array tube: tubo de procesamiento

ATG: antitimoglobulina 6 globulina antitimocitica.
CAR (clinical array reader): lector de las placas CS
CMH: complejo mayor de histocompatibilidad
CMV: citomegalovirus 6 HVH tipo 5

CPA: células presentadoras de antigenos

CS (cart strip): plataforma de pocillos

CSPA: ciclosporina

CU: cordon umbilical.

dia +cifra: indica cuantos dias han transcurrido desde que se realizo el
trasplante.

D: donante.

DNE: donante no emparentado

EBNA: antigeno nuclear del VEB

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.
EICH: enfermedad de injerto contra huésped.
EICHa: enfermedad de injerto contra huésped aguda
EICHc: enfermedad de injerto contra huésped cronica

H: hombre

- 164 -



HLA (human leukocyte antigen): antigeno leucocitario humano.
HVH: herpes virus humano

HVS: herpes virus simple o tipo |

ICL: injerto contra leucemia

IgG: inmunoglobulina G

IgM: inmunoglobulina M

IL: interleukina

L: linfoma

LA: leucemia aguda

LH: linfoma de Hodgkin

LNH: linfoma no Hodgkin

mHA: antigenos menores de histocompatibilidad

M: mujer

MM: mieloma multiple

MTX: metotrexato

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PH: progenitores o precursores hematopoyéticos.

PHCU: progenitores hematopoyéticos de cordén umbilical.
PHMO: progenitores hematopoyéticos de médula osea.
PHSP: progenitores hematopoyéticos de sangre periférica.
PNT: protocolo normalizado de trabajo.

R: receptor.

RAPA: rapamicina

RCAM: reaccidn cutanea adversa a medicamentos.

RCT: radioterapia corporal total.

RLT: receptor de linfocitos-T

SNP: sistema nervioso periférico
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TACRO: tacrolimus

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.
UI: unidades internacionales

VEB: virus de Epstein Barr o HVH tipo 4

VHS: virus herpes simple o HVH tipo I

VVZ.: virus varicela-zoster o HVH tipo 3
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