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Glosario Abreviaturas

AcM: Anticuerpo monoclonal
Alo-CONV: Trasplante alogénico con
acondicionamiento convencional
Alo-TPH: Trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos
Alo-TIR: Trasplante alogénico de
intensidad reducida

ARA-C: Arabinosido de citosina

ATG: Globulina anti-timocitica

CsA: Ciclosporina

del: Delecion

EICL: Efecto injerto contra leucemia
EICR: Enfermedad del injerto contra el
receptor

EICT: Efecto injerto contra tumor

Ej: Ejemplo

FAB: Franco-Americano-Britanica
FLT-3: FMS-like tyrosine kinase 3
G-CSF: Factor estimulante de colonias
granulociticas

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%
ICT: Irradiacién corporal total

IT: Irradiacion timica

Glosario de Abreviaturas

ILT: Irradiacién linfoide total

Inv: inversion

IPSS: indice Pronoéstico Internacional
LMA: Leucemia mieloide aguda

MMF: Micofenolato de mofetilo

MTX: Metotrexate

MRC: Medical Research Council

MO: Médula 6sea.

MRT: Mortalidad relacionada con el
tratamiento

OMS: Organizacién Mundial de la
Salud

QT: Quimioterapia

RC: Remisién completa

RR: Riesgo relativo

RT: Radioterapia

SMD: Sindrome mielodisplasico

SG: Supervivencia global

SLE Supervivencia libre de enfermedad
SP: Sangre periférica

SWOG: Southwest Oncology Group

t: Traslocacién
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Motivacion de la Tesis

Motivacion de la tesis

¢, Por qué hacer una Tesis Doctoral en 20127 En esta época en la que la tecnologia
pone a nuestro alcance toda la informacion cientifica a un golpe de “click’, puede
resultar extrafio mostrar interés en realizar el esfuerzo de escribir una tesis
doctoral, que sera leida por un nimero muy reducido de personas. En mi caso
puedo destacar tres motivos que me han llevado a dar este paso en mi carrera
académica.

El primero fue tomarme un tiempo para revisar lo que he estado haciendo en los
ultimos anos, reflexionar sobre ello y encontrar tanto posibles errores como futuros
pasos .

El segundo motivo fue el de cerrar una etapa académica que se inici6 en 1992
cuando empecé la carrera de Medicina y Cirugia en Valencia, con mucha ilusion
aunque sin una idea clara de hacia donde querria dirigir mis pasos en el futuro.

El tercero los motivos, y no por ello menos importante, es de caracter
absolutamente personal y afectivo; es mi manera de rendir homenaje a mis padres
por el esfuerzo realizado en mi formacion, tanto como persona como en el ambito
profesional, ya que me consta que es para ellos un orgullo ver a su hijo convertido

en Doctor.

El tema escogido para la Tesis Doctoral es el Trasplante Alogénico con
Acondicionamiento de Intensidad Reducida. El azar esta muy presente en muchas
decisiones importantes en la vida y asi fue también en la eleccion del tema de lo
gue han supuesto mis primeros pasos en la investigacion clinica. El inicio de mi
residencia, en 1999 en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, coincidi6 en el
tiempo con los primeros anos de desarrollo de los acondicionamientos de
intensidad reducida, cuyos primeros resultados clinicos se publicaron a finales de
los afos 90. Desde mi primera rotacion en la sala de hospitalizacion de Sant
Rafael, los entonces llamados “mini-alos” resultaron de mi interés, en cuanto
suponian un gran cambio en algunos de los conceptos clasicos sobre los que
sustentaba el trasplante alogénico. La cercania de mis entonces adjuntos y en
especial la posibilidad de colaborar con Rodrigo Martino supusieron un estimulo
enorme para el estudio y un apoyo constante para el desarrollo de mis primeros

trabajos. En los anos siguientes, el trabajo diario en el hospital y la lectura de los
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Motivacion de la Tesis

trabajos publicados en este campo sirvieron de fundamento para continuar con
estudios sobre la aplicabilidad de esta terapia y enfocar el andlisis de su utilidad en
el ambito de la leucemia mieloide aguda y los sindromes mielodisplasicos, que son

las patologias de interés principal en el Hospital de Sant Pau.
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Antecedentes y Justificacion

Antecedentes y justificacidon

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH) ofrece una
opcién curativa a algunos pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y
sindrome mielodisplasicos (SMD). El efecto curativo en estos pacientes se obtiene
mediante la quimioterapia (QT) y/o radioterapia (RT) de acondicionamiento que se
aplica antes del trasplante y mediante el llamado efecto injerto contra tumor (EICT)
desarrollado por células inmunes derivadas de los progenitores hematopoyéticos
del donante.

La mejora en el conocimiento de la biologia del trasplante y el reconocimiento del
papel predominante del EICT como mecanismo de curacién en los pacientes que
reciben un Alo-TPH promovidé el desarrollo de nuevos esquemas de
acondicionamiento para el trasplante que se basan en una potente
inmunosupresion y una baja o nula mielodepresion y toxicidad extra-hematologica,
que permite el injerto hematopoyético de las células del donante reduciendo los
efectos toxicos del acondicionamiento. Este tipo de trasplantes se conoce como
trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TIR) y
fundamenta su capacidad anti-tumoral en el desarrollo del EICT.

La instauracion de esta modalidad de trasplante tiene por objetivo extender la
capacidad curativa del Alo-TPH, mediante el EICT, a la mayor cantidad de
pacientes posible, especialmente a aquéllos que debido a su edad o a la presencia
de comorbilidades tienen un elevado riesgo de mortalidad relacionada con el
trasplante (MRT). Este tipo de acondicionamiento tiene especial relevancia en las
LMA y SMD, patologias que se presentan en pacientes con una edad mediana de

alrededor de 70 anos, lo que impide en la mayor parte de los pacientes proceder a

El acondicionamiento que se usé consistio en la siguiente combinacion de farmacos:
Fludarabina a dosis de 150 mg/m?
Un agente alquilante
o Busulfan en neoplasias mieloides a dosis de 8-10 mg/kg o
o Melfalan en neoplasias linfoides a dosis de 140 mg/m?2.
Los farmacos inmunosupresores que se usaron fueron ciclosporina y metotrexate

en pauta corta o micofenolato mofetil.
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Antecedentes y Justificacion

un trasplante con acondicionamiento convencional, basado en dosis altas de QT/
RT, por presentar un elevado riesgo de mortalidad y morbilidad por el
procedimiento.

La presente tesis doctoral describe los resultados obtenidos en cuanto a eficacia y
toxicidad con la aplicacion del Alo-TIR en pacientes con enfermedades

hematoldgicas en general y mas en concreto en pacientes con LMA'y SMD.
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Ambito de estudio

Ambito de estudio

Las LMA y los SMD son conceptualmente dos patologias diferentes: Con todo, es
frecuente que en la practica clinica y en las publicaciones se agrupen las LMA'y los
SMD con un indice pronéstico internacional (IPSS) de riesgo intermedio-2 y alto
riesgo (a los que a partir de ahora me referiré conjuntamente como SMD de alto
riesgo). Se considera ambas enfermedades como diferentes espectros de una
misma patologia, lo que justifica que en los trabajos 2° y 3° que conforman la tesis
se incluyeran ambas patologias. Por otro lado, la leucemia promielocitica, que tiene
unas caracteristicas clinicas y terapéuticas muy concretas y que la hacen
merecedora de una consideracion especial, no es objeto del estudio de esta tesis y

no sera tratada en ninguno de los apartados.

Recientemente, se ha intentado definir lo que son trasplantes de intensidad
reducida en funcion de la dosis maxima de los farmacos del acondicionamiento.
Aunque la dosis de busulfan maxima admitida es de 8 mg/kg via oral (0 6.4 mg/kg
por via endovenosa), cuando se empezaron a realizar estos trasplantes, la
administracion de 10 mg/kg como en muchos pacientes de los trabajos que
conforman esta tesis se consideraba un trasplante de intensidad reducida. Ademas,
como se podra observar en los resultados de los diferentes trabajos, la mortalidad
asociada al procedimiento fue muy inferior a la esperable con acondicionamiento
convencional (con dosis de busulfan oral de 16 mg/kg); en consecuencia, los
esquemas usados en los siguientes trabajos deben considerarse como de

intensidad reducida.
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Introduccion: Leucemia mieloide aguda

Introduccion

Leucemia Mieloide Aguda

Definicion, epidemiologia y clasificacion.

Bajo el término de leucemia aguda mieloide (LMA) se engloba un conjunto de
enfermedades neoplasicas de progenitores mielopoyéticos, que se caracterizan por
limitada o nula capacidad de diferenciacion a formas mas maduras y por una alta
capacidad proliferativa. Ello origina el acumulo de células leucémicas (conocidas
como blastos) en la médula 6sea (MO), la sangre periférica (SP) y en ocasiones en
otros tejidos. Se trata de una enfermedad clonal, en la que las células leucémicas
descienden de una célula progenitora que es minoritaria en el conjunto de la
poblacion neoplasica (0.2-100/1008) y que expresa un fenotipo primitivo,
caracterizado por una intensa positividad para el antigeno CD34 y la negatividad
del antigeno CD38. El diagnostico requiere la presencia de mas de un 20% de
blastos en la médula ésea o sangre periférica (excepto en aquellos casos en los
gue se demuestra una alteracion citogenética propia y caracteristica de la LMA)
(Arber D.A, 2008a; Arber D.A, 2008b)

La incidencia de la LMA es de alrededor de 2-4 casos por cada 100.000 habitantes/
afno y la edad mediana de presentacion es de 70 afos, con una relacibn mujer/
hombre de 2/3 (Parkin DM, 2005). La etiologia es desconocida, y aunque se han
descrito diversos factores de riesgo como las radiaciones ionizantes, la exposicion
a benceno o a sus derivados, o haber recibido quimioterapia previamente, la mayor
parte de los pacientes no presentan ninguno de estos factores de riesgo.

A pesar de que la clasificacibn Franco-Americano-Britanica (FAB) se ha usado
ampliamente desde hace 30 afos, en los ultimos 10 el uso de la clasificacion OMS
se ha impuesto, ya que ademas de los aspectos morfoldgicos incluye datos
citogenéticos y de biologia molecular, lo que permite una mejor identificacion de
entidades especificas. En la tabla 1 se resumen las entidades recogidas en la

clasificacion de la OMS.
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Introduccion: Leucemia mieloide aguda

Tabla 1: Clasificacion de las leucemias agudas segun la OMS.

CATEGORIA ENTIDADES INCLUIDAS
LMA con LMA CON TRASLOCACIONES BALANCEADAS/INVERSIONES
alteraciones - LMA con 1(8,21)(922,q22); RUNX1-RUNX1T1
genéticas - LMA con inv(16)(p13.1,922) o t(16,16) (p13.1,g22); CBFB-MYH11
recurrentes - LMA con t(15,17)(922,q12); PML-RARA

- LMA con (9,11)(p22,g23); MLLT3-MLL
- LMA con 1(6,9)(p23,g34); DEK-NUP214

- LMA con inv(3)(g21,926.2)o (3,3)(q21,q26.2) ;RPN1-EVI-1
- LMA con t(1,22)(p13,q13); RBM15-MKL1

LMA CON MUTACIONES GENETICAS

Genes mutados en leucemias con cariotipo anormal:

-Mutacién de KIT. Con 1(8,21)(922,922) o inv(16)(p13.1,922) o t(16,16)
(p13.1,922)

Genes mutados en leucemias con cariotipo normal

- FLT3-ITD; FLT3/TKD; MLL-PTD; CEBPA; NPM1; WT1; BAALC;
ERG;MN1

LMA con cambios |- LMA con caracteristicas morfolégicas de SMD

asociados a SMD |- LMA con historia previa de un SMD o un SMP

- LMA con alteraciones citogenéticas asociadas a un SMD

LMA asociada a - LMA asociada con agentes alquilantes
tratamientos - LMA asociada con radiaciones ionizantes
previos - LMA asociada con inhibidores de topoisomerasa Il
- LMA asociada con otros agentes (antimetabolito, antitubulina)
LMA no - LMA minimamente diferenciada
especificada - LMA sin maduracion

- LMA con maduracion

- LMA mielomonocitica

- LMA monoblastica y monocitica

- LMA eritroide

- LMA megacarioblastica

- LMA basofilica

- Panmielosis aguda con mielofibrosis.

Sarcoma mieloide

Proliferaciones - Mielopoyesis anormal transitoria
mieloides - Leucemia aguda asociada a S. Down.
asociadas a S.

Down

Modificado de: Ardber D.A, 2008 a,b,c; Vardiman JW, 2008; Pileri S.A 2008.

Prondstico

En la estratificacion clasica del prondstico de las LMA intervienen diversas variables
que se pueden clasificar segun sean inherentes a la LMA como el cariotipo
(Grimwade D, et al 1998, 2010, Slovack ML et al 2000), el nUumero de ciclos para
alcanzar la remisién completa o la cifra de leucocitos al diagnostico y otros relativos
al paciente como la edad (Appelbaum FR, et al 2006) y estado general (Estey E,
2001) (tabla 2)

18



Introduccion: Leucemia mieloide aguda

El estudio del cariotipo

Probablemente el marcador prondstico mas importante sea la presencia de
alteraciones citogenéticas en el momento del diagnéstico; de ellas se han descrito
mas de 200 variantes estructurales o numéricas (Mrézek K, 2004). Aunque hay
numerosas clasificaciones, las dos mas usadas, que muestran impacto pronoéstico,
son la de los grupos Medical Research Council (MRC) (Grimwade D, 1998) y
Southwest Oncology Group (SWOG) (Slovak M, 2000). Ambas clasificaciones
separan los pacientes,segun el cariotipo en el momento del diagnostico, en tres
grupos con diferente pronéstico (favorable, intermedio y desfavorable) (tabla 3). El
patron citogenético mas habitual, en alrededor de un 45% de los pacientes, es el
cariotipo normal que se considera de riesgo intermedio en ambas clasificaciones;
sin embargo el comportamiento de este grupo de pacientes es muy heterogéneo,

por lo que se realizan numerosos esfuerzos para subclasificar este gran grupo.

Las alteraciones moleculares

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha supuesto un gran avance en
el campo de las LMA, igual que en otras areas de la medicina.

Por un lado ha permitido relacionar algunas alteraciones citogenéticas bien
conocidas con su correspondiente alteracion molecular. Por otra parte, el
conocimiento de estas mutaciones ha favorecido la comprension de la patogenia de
las LMA, al identificarse el mecanismo por el que las alteraciones genéticas se
asocian a leucemogénesis; en ese sentido las alteraciones moleculares pueden
dividirse en tres grandes grupos: a) Mutaciones clase |, que interfieren con el
proceso de proliferaciéon (Ej: Mutaciones de FLT3); b) mutaciones clase Il que
interfieren la diferenciacion (Ej: mutaciones de CBF o de MLL) y c) mutaciones
clase Il que alteran el ciclo celular o la apoptosis (Ej: NPM1) (Haferlach T, 2008).
Se ha planteado la hipétesis que son necesarias al menos dos mutaciones para el
desarrollo de una LMA, en lo que se conoce como patogénesis “multistep” de la
LMA (Baldus B.C, 2007)

Desde el punto de vista de su aplicacion clinica, la determinacion de diferentes
alteraciones moleculares en los pacientes con LMA, permite clasificar los pacientes
con cariotipo normal en al menos dos grupos de diferente pronéstico, lo que
permite individualizar el tratamiento de estos pacientes. Entre estas alteraciones

moleculares destacan como marcadores de mal pronodstico la presencia de
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Introduccidn: Leucemia mieloide aguda

mutacion en tdndem del gen FLT-3, la mutacion parcial en tdndem del gen MLL, la
mutacion de los genes WT1 o KIT, la sobre-expresion de los genes BAALC, ERG y
MN. Por el contrario, las mutaciones de los genes NPM1, CEBPA se asocian a
buen prondstico. (Baldus S.D, 2007) Mas recientemente se han afnadido nuevas
anomalias como las que afectan al el gen DNMT3A (Ley T.J, 2010), que se
encuentra mutado en alrededor del 25% de los pacientes y se asocia a mal
prondstico, o al gen IDH que se encuentra mutado en menos casos (alrededor del
7% de los pacientes con cariotipo normal) y también asociado a prondstico
desvaforable (Schnittger S, 2010; Li Z, 2013)

Por otro lado, recientes estudios han mostrado la posibilidad de establecer grupos
prondsticos en funcion del perfil de expresidon genética y como estos perfiles
genéticos se asocian a anomalias especificas morfologicas, citogenéticas y
moleculares (Bullinger L, 2004; Valk PJM, 2004; Radmacher MD, 2006)

En la actualidad, algunas de estas alteraciones moleculares, que codifican
proteinas probablemente relacionadas con la leucemogénesis, ya son objeto de

estudio para desarrollar farmacos que las tengan como diana.

Tabla 2: Variables asociadas a mal pronéstico en la LMA

CLINICOS Y DE LABORATORIO

Edad avanzada, mal estado general segun ECOG, exposicién previa a quimioterapia o
radioterapia

Leucocitosis superior 50-100 x10

hepatica.

CITOGENETICOS

Cariotipo complejo (mas de dos alteraciones, excluidas las LMA con alteraciones
cirogenéticas de riesgo bajo). Alteraciones de 3q, 21926, 11923*, 12p, 17p, 99*, 20q, 21q, del
(5q), del (7q)*, 1(6,9) (p23;934); t (9,22) (934;911.2), monosomia 56 7

MOLECULARES

Duplicacion en tandem de FLT-3, mutacion del gen MLL, sobre-expresion de BAALC, WT1,
ERG, MN1

* Considerada como de riesgo intermedio segun el MRC y alto riesgo segun el SWOG. t: traslocacion; del:
delecion.
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Tratamiento de la leucemia mieloide aguda
El tratamiento de las LMA tiene dos fases bien diferenciadas, cada una con sus

objetivos. La primera fase es el tratamiento de induccién, cuya finalidad es la
obtencién de la remisidon completa (RC); una vez lograda la RC el segundo paso es
el tratamiento de consolidacion/intensificacion, con el objetivo de evitar la recidiva
de la LMA que se produce de forma practicamente universal si no se hace mas

tratamiento post-induccion (Cassileth PA, 1988)

El tratamiento de induccién
Esta etapa tiene como finalidad reducir la cantidad de células leucémicas lo

maximo posible, hasta al menos un nivel indetectable por microscopia éptica, lo
qgue se denomina RC morfoldgica: Este objetivo se alcanza en alrededor del 70%
de los pacientes. Para la terapia de induccion, en general no se hacen distinciones
segun los factores de riesgo y el tratamiento es el mismo para todos los pacientes.
El tratamiento de induccibn mas usado y considerado como estandar es el
conocido como “3+7” que consiste en la administracion de una antraciclina los tres
primeros dias (daunorubicina, idarubicina, doxorubicina o mitoxantrone) con
arabinosido de citarabina (ARA-C) en infusidén continua y en dosis de 100-200 mg/
m?2 durante 7 dias (Ravandi F, 2007). La investigacion en los ultimos 20 anos
acerca del tratamiento de induccién se ha centrado fundamentalmente en tres
aspectos.

1) Seleccionar el tipo de antraciclina mas adecuado: La antraciclina mas
frecuentemente utilizada es la daunorubicina en dosis de 45-60 mg/m2,
aunque el uso en su lugar de idarubicina en dosis de 12 mg/m2 parece
asociarse a mayor tasa de obtencién de RC y menor necesidad de usar dos
ciclos para alcanzarla (AML collaborative Group ,1998). Por este motivo, en
un gran numero de centros idarubicina es la antraciclina de eleccién. Otra
opcion es el uso de mitoxantrone, una antracenodiona, que se ha usado en
lugar de las antraciclinas antes mencionadas, sin que su uso haya
demostrado beneficios significativos (Arlin Z.A, 1991). Recientemente se ha
comprobado que el uso de dosis mas elevadas de antraciclinas

(daunorubicina 90 mg/m2 vs 45 mg/m2) se asocia a un efecto mas rapido y
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mayor probabilidad de alcanzar remisibn completa, aunque el beneficio en
términos de supervivencia parece limitars a los pacientes menores de 65
afos (Lowemberg B, 2009; Fernandez H, 2009) Ademas, en una
comparacion de daunorubicina 50 mg/m2 durante 5 dias (en lugar de los 3
dias habituales) vs Idarubicina 12 mg/m2 (dosis estandar, 3 dias) se observé
se observd con ambas antraciclinas una tasa similar de remisiones
completas, asi como de SLE y SG a largo plazo (Shigeki O, Blood 2010).
La dosis de ARA-C mas apropiada: El uso de dosis altas de ARA-C
(1000-3000 mg/m2 en infusion de 2-3 horas y cada 12 horas por un total de 8
a 12 ciclos) se ha estudiado frente a dosis convencionales (100-200 mg/m?
en infusibn continua, durante 7 dias consecutivos), en varios estudios
aleatorizados (Phillips GL, 1991; Schiller G, 1992; Bishop J.F, 1996; Weick
J.K, 1996). Los resultados muestran que las dosis altas de ARA-C no
ofrecen grandes ventajas, ya que se obtienen tasas similares de RC y de
SG, con mayor toxicidad asociada al tratamiento.
La adicién de un tercer farmaco para mejorar los resultados: Con la intencion
de mejorar los resultados se ha investigado la adicion de diversos farmacos
al esquema basico constituido por ARA-C y una antraciclina.
El etopésido (en dosis de 75-100 mg/m?2 durante 3 a 7 dias) no aumenta
la tasa de RC, aunque en un estudio prolongd la duracion de la respuesta
y aumento la supervivencia en pacientes de menos de 50 afios (Bishop
JF, 1991 a,b).
El factor estimulante de crecimiento granulocitario (G-CSF) se ha
administrado durante la induccién para sensibilizar las células
leucémicas, al hacer que las células entren en divisibn y también
reduzcan su adherencia al nicho medular. En un estudio aleatorizado se
observd que la adicion de G-CSF a la QT, en pacientes con LMA de
riesgo estandar, se asocié a mejor SGy SLE (Lowenberg B, 2003).
En la actualidad los estudios de nuevos farmacos se centran en aquéllos
dirigidos a posibles dianas terapéuticas, como el gentuzumab ozogamicin
(Kell W.J, 2003) contra el antigeno CD33, frecuentemente expresado de
forma intensa por las células leucémicas. Recientemente se han
publicado los datos de un ensayo clinico que evalu6 la inclusién del

gentuzumab en el tratamiento de induccion y consolidacion en pacientes
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con LMA, sin que su uso se mostrara util para mejorar los resultados
globales; aunque si que parecid beneficiar al subgrupo de pacientes con
mejor pronostico citogenético (Burnett AK, 2011) Por otra parte
actualmente se estan proponiendo nuevas posologias con este farmaco
que estan mostrandose eficaces para mejorar los resultados del
tratamiento de induccion clasico (Castaigne S, 2012)

En un futuro proximo sera posible evaluar el impacto de farmacos
dirigidos contra las alteraciones moleculares que se utilizan ya
ampliamente en ensayos clinicos, como los inhibidores de FLT-3 o los

inhibidores de farnesil transferasa como el Tipifarnib, entre muchos otros.

El tratamiento de consolidacion (post-induccion)
Esta segunda fase de tratamiento, para la que se requiere haber alcanzado una

RC, comprende en general un segundo ciclo de quimioterapia que se considera de
consolidacion de la RC. Este ciclo habitualmente incluye antraciclinas (la misma o
una diferente a la usada en el tratamiento de induccion) y ARA-C en dosis variable,

con o sin la adicion de un tercer farmaco.

Figura 1: Algoritmo terapéutico en funcion de las alteraciones moleculares en
pacientes con LMA con cariotipo normal.

FLT-3 MUTADO FLT-3 NOMUTADO
NPM1 NOMUTADO NPM1 MUTADO

TRASPLANTE ALOGENICO TRASPLANTE AUTOLOGO O QUIMIOTERAPIA
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El tratamiento se suele ajustar segun los factores de riesgo intrinsecos de la LMA
(descritos en la seccion previa). En la tabla 3 aparecen los factores de riesgo que
permiten clasificar los pacientes en 3 grupos de riesgo y el tratamiento que suele
ofrecerse en cada una de las situaciones.

El grupo de pacientes de bajo riesgo suele recibir dosis altas de ARA-C (3g/m2
dos veces al dia los dias 1, 3 y 5 de ciclo), ya que ofrece resultados mejores que
las dosis convencionales (Mayer RJ, 1994; Weick JK, 1996; Byrd JC, 1999 y 2004).
Con este tratamiento se logra una SG a largo plazo de alrededor del 65%
(Cassileth PA, 1992; Bloomfield CD, 1998) Estos resultados no mejoran con
combinaciones de farmacos (Rees JK, 1996; Kern W, 2006, Moore JO, 2005) o con
estrategias de trasplante autélogo o alogénico (Cornelissen JJ, 2007; Yanada M,
2005), por lo que el trasplante se reserva para segunda linea en caso de recidiva.
Aunque la presencia de determinadas alteraciones genéticas como las mutaciones
de c-KIT se asocian a peor pronéstico en este grupo de pacientes, el beneficio de
terapias como el trasplante en este subgrupo no se determinado todavia, y es

motivo de estudio en la actualidad (Cairoli R, 2006).

Tabla 3: Clasificacion de la LMA en funcion del riesgo de recidiva, segun las
alteraciones citogenéticas y moleculares y segun el tratamiento post-
consolidacién asociado al riesgo.

SEGUN CARIOTIPO
RIESGO BAJO RIESGO ESTANDAR RIESGO ALTO
t(9;11) (p22;923), +8, +6, +21, +22., Cariotipo complejo (mas

-Y, Del (12p),cariotipo normal

de dos alteraciones no de

t (8,21 i :
( 2(2. 2;) SEGUN BIOLOGIA MOLECULAR (cariotipo riesgo bajo
(:(16’(16) , normal) Alteraciones de 3q,
o 21926, 11923*, 12p, 17
(p13;922) RIESGO STANDARD ALTO RIESGO 426, 11923°, 12p, 17p,
Inv (16) 99*, 20q, 21q, del (5q),
FLT3(+); NPM1 (-); MLL (+); | del (7q)*, t(6,9) (p23:34):
(p13;922) FLT3 (-)/NPM1 (+), el (79)*, 1(6,9) (p23;q34)

WT1 (+);BAALC (+); ERG
(+); MN1(+)
OST-INDUCCION PROPUESTO

t (9,22) (q34;911.2),
monosomia 507

CEBPA (+)

Quimioterapia con atlas dosis de ARA-C

TASP
Modificada de Slovack ML, 2000. # Segun el SWOG, para el MRC més de 4 alteraciones * Considerada como
de riesgo intermedio segun el MRC vy alto riesgo segin el SWOG. Las alteraciones no descritas se consideran
de riesgo intermedio para el MRC y dentro de un grupo de riesgo desconocido para el SWOG. $ Aplicable a los
pacientes con cariotipo normal t: traslocacion; Inv: inversién; del: delecion; + trisomia. (+): mutado; (-) No
mutado. TASP: trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos; Alo-TPH: trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos.

Alo-TPH
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Los pacientes de riesgo intermedio (aquéllos con citogenética normal o con
alteraciones no definidas como de buen o mal pronéstico) ofrecen especial
dificultad a la hora de establecer el tratamiento post-remision. La QT en dosis alta 'y
el trasplante autdlogo son opciones que tienen baja mortalidad relacionada con el
tratamiento (MRT) (<5%) pero el riesgo de recidiva es de hasta el 50%. El
trasplante alogénico tiene mayor poder antileucémico pero se asocia a una MRT de
alrededor del 20-30%. El uso de dosis altas de ARA-C logra una SLE de alrededor
del 30% en este grupo de pacientes (Weick JC, 1996) El TASP permite administrar
dosis mas altas de QT y de radioterapia (RT) lo que se traduce en una SLE en
torno al 45% (Farag SS, 2005), mientras que el Alo-TPH, a pesar de la mayor MRT
se asocia a una SLE de alrededor del 50-60% (Cornelissen JJ, 2007). A pesar de
no haber datos definitivos, en dos meta-analisis en que se incluyeron pacientes con
LMA de riesgo intermedio, agellos que se habian asignado genéticamente a recibir
un Alo-TPH presentaron mejor SLE, y la diferencia era especialmente remarcable
en los pacientes mas jovenes (Yanada M, 2005; Cornelissen JJ, 2007 Koreth J,
2009).

La mayor parte de los pacientes en este grupo de riesgo intermedio presenta un
cariotipo normal; en este grupo, el estudio de posibles alteraciones moleculares
ayuda a definir mejor el prondstico y por tanto facilita la decisién sobre si ofrecer o
no un Alo-TPH en primera RC (Marcucci G, 2007; Schelnk, RF 2008). El paradigma
de como las alteraciones moleculares ayuda a tomar decisiones terapéuticas lo
constituye el la asociaciéon de mutacionesFLT3/NPM1, de forma que los pacientes
con duplicacion interna en tandem de FLT3 se benefician de un trasplante
alogénico en comparacion con otro tratamiento, mientras que los pacientes con
FLT3 no mutado y que presenten mutacion de NPM1+ obtienen la misma
supervivencia con trasplante alogénico o con otro tratamientos de consolidacion
(Schlenk RF, 2008). La figura 1 muestra un ejemplo de como las alteraciones

moleculares pueden contribuir en la toma decisiones.

En los pacientes de riesgo alto, en general hay una gran coincidencia en que esta
indicado un Alo-TPH, ya que cualquier otra terapia se asocia a un riesgo muy
elevado de recidiva (Weick JK, 1996; Bloomfield CD, 1998; Grimwade D, 1998;
Slovack ML, 2000; Yanada M, 2005; Cornelissen JJ, 2007) El beneficio del Alo-TPH

se explicara en la seccion 4.2.

25



Introduccidn: Leucemia mieloide aguda

26



Introduccion: Sindromes Mielodisplasicos

Sindromes Mielodisplasicos

Definicion, epidemiologia y clasificacion

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de
enfermedades clonales cuyo origen, igual que en las LMA, estid en las células
progenitoras mieloides de la médula 6sea. Los SMD se caracterizan por una
hematopoyesis ineficaz, displasia en al menos una de las series celulares de
estirpe mieloide y un riesgo variable de transformacion en LMA (Brunning R.D,
2008). La diferencia principal respecto a las LMA es el porcentaje de blastos
presente en MO o SP, que en los SMD es siempre inferior al 20% mientras que en

las LMA es superior a esta cifra.

La incidencia de los SMD es de alrededor de 4 casos cada 100.000 habitantes y
afno y varia segun el grupo de edad;asi entre la poblacién de mas de 70 anos los
SMD son una de las neoplasias mas frecuentes, con una incidencia que supera los
30 casos cada 100.000 habitantes y afio mientras que entre la poblacion de menos
de 50 afos, su incidencia se situa por debajo de 1 caso cada 100.000 habitantes y
afno (Williamson PJ, 1994).

En la actualidad los SMD se clasifican segun la clasificacion de la OMS, que desde
2002 ha desplazado a la clasificacion FAB. La clasificacion actual de la OMS se
actualiz6 en 2008 (Brunning R.D, 2008) y se basa en la presencia de displasia en

una o0 mas series, en la cifra de blastos y en las alteraciones citogenéticas (tabla 3).

Prondstico
Uno de los aspectos mas importantes en los SMD es la correcta evaluacion de los

factores con impacto en el pronéstico, ya que entre las distintas entidades incluidas
bajo el término de SMD se encuentran tanto procesos que evolucionan de forma
muy indolente, con supervivencia que se prevé superior a los 10 afios como
procesos agresivos con una esperanza de vida de alrededor de 6 meses. En los
ultimos 30 anos, el intenso trabajo de investigacion ha permitido la identificacion de
multiples factores que influyen en el prondstico de los SMD, los mas importantes se

resumen en la tabla 4.
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Tabla 4: Clasificacion de los sindromes mielodisplasicos segun la OMS

TIPO DE SMD
Citopenia refractaria con
displasia de una linea.
Anemia, Leucopenia o
trombopenia).

Introduccion: Sindromes Mielodisplasicos

HALLAZGOS EN SP

Una sola citopenia
<1% de blastos

HALLAZGOS EN M.O
Displasia de una linea
<5% de blastos.
<15% de sideroblastos en anillo.

Anemia refractaria con
sideroblastos en anillo

Anemia
Ausencia de blastos

Displasia eritroide aislada
> 15% sideroblastos en anillo
< 5% blastos

Citopenia refractaria con
displasia multilinea

Citopenias

<1% de blastos

No bastones de Auer
<1x10

Displasia en dos o0 mas lineas
blastos.

+/- 15% de sideroblastos en anillo.
No bastones de Auer

Anemia refractaria con
exceso de blastos-1

Citopenias

<2-4% de blastos.
No bastones de Auer
<1x10

Displasia de una o mas lineas.
5-9% de blastos
No bastones de Auer

Anemia refractaria con
exceso de blastos-2

Citopenias
<5-19% de blastos.
+/- bastones de Auer

Displasia de una o mas lineas.
10-19% de blastos
+/- bastones de Auer

< 1x10
Citopenias
< 1% blastos

SMD inclasificable Displasia de una linea en menos del 10%
de las células, con una alteracion
citogenética sugestiva de SMD

<5% blastos

SMD con del (5q) aislada [Anemia Megacariocitos normales o
Plaquetas normales o  |incrementados con nucleo hipolobulado
aumentadas Anomalia citogenética: Del (5q) aislada

Blastos <1% No bastones de Auer
Modificado de Brunning 2008. 2 Ocasionalmente dos, pero en caso de pancitopenia se debe clasificar como
SMD inclasificable.  Si hay entre 2-4% se clasifica como AREB-1 y si hay 1% como SMD no clasificable. ¢
>10% de las células en una serie.

En la practica clinica, para establecer el pronéstico en general se usa el indice
pronostico internacional (IPSS) (Greenberg P, 1997; Greenberg P, 1998) en el que
se tienen en cuenta los siguientes tres factores: a) Porcentaje de blastos en la M.O,
b) numero de citopenias, c) cariotipo (Buen pronéstico: Cariotipo normal, Del (5q)
aislada, Del (20q) aislada y —Y; Mal pronéstico: Cariotipo complejo o anomalias del
cromosoma 7; Pronéstico intermedio: El resto de anomalias no descritas). Con
estas tres variables se establecen 4 grupos de riesgo: riesgo bajo, riesgo
intermedio-1, riesgo intermedio-2 o alto riesgo'. La adicién a este indice de otras
caracteristicas, como los niveles de LDH permite subclasificar cada uno de los
subgrupos, proporcionando mayor predictibilidad (Germing U, 2005). Otros factores

pronosticos afaden informacion al IPSS, entre estos destacan por su relevancia

1 En la préctica clinica, en la literatura cientifica y de aqui en adelante en el desarrollo de esta Tesis Doctoral, los pacientes de
riesgo intermedio-2 y alto riesgo se consideraran como de riesgo alto, ya que el tratamiento que se les suele ofrecer
(especialmente la necesidad de Alo-TPH como terapia curativa) es muy similar.
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clinica y utilidad para tomar decisiones en lo referente al tratamiento, la
dependencia transfusional y la sobrecarga férrica, ambos asociados a un mayor
riesgo de mortalidad y el primero también a mayor riesgo de transformacion
leucémica. (Malcovati L, 2005; Balducci L, 2006)

Tabla 5: Variables asociadas a mal pronédstico en los sindromes
mielodisplasicos en el momento del diagnéstico.

CLINICOS, BIOQUIMICOS Y HEMATIMETRICOS
Edad avanzada, sexo femenino, presencia de comorbilidades, exposicién previa a
quimioterapia o radioterapia.
Numero e intensidad de las citopenias, niveles elevados de LDH, niveles elevados de
microglobulina, niveles elevados de eritropoyetina.
Incremento en la cifra de blastos en sangre periférica 0 médula 6sea. Localizacion atipica de
precursores inmaduros. Presencia de bastones de Auer. Displasia multilinea. Presencia de

fibrosis medular extensa.
CITOGENETICOS

Cariotipo complejo o anomalias del cromosoma 7.

MOLECULARES

Mutaciones de p53, ras, fms, c-mpl. Duplicacion de FLT-3. Expresion de WT1.

La ausencia de datos citogenéticos impide la aplicacion del IPSS, y en estos casos
se puede aplicar el indice Pronostico Espafiol, anterior al IPSS y establecido
cuando la importancia de los datos citogenéticos no era tan conocida. Este indice
incluye el porcentaje de blastos en M.O, la edad y el recuento de plaquetas y
establece una clasificacidén en tres grupos de riesgo (Sanz G, 1989)

La clasificacion de la OMS, ademas de distinguir las diferentes entidades que
conforman los SMD, tiene también valor pronéstico (Germing U, 2006; Malcovati L,
2006)

Mas recientemente se desarrolld el WPSS, que incluye la clasificacién de la OMS,
el estudio citogenético y la necesidad de transfusiones. Con estas tres variables se
establecen 5 grupos de riesgo tanto para transformacion leucémica como para SG
(Malcovati L, 2007). Este indice pronéstico, ademas de incluir directamente la
clasificaciéon de la OMS tiene la capacidad de ser aplicado en cualquier momento

de la evolucién del paciente, a diferencia del IPSS cuya aplicabilidad solo ha sido
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estudiada en el momento del diagnéstico. Posteriormente, este indice pronéstico ha
sido modificado, y la variable transfusional ha sido substituida por un nivel fijo de
hemoglobina, con lo que se da mayor objetividad al indice manteniendo su
capacidad de discriminacion entre los diferentes grupos de riesgo (Malcovati, L,
2011).

El altimo de los grandes indices pronésticos publicado es el conocido como IPSS
revisado, que analiza mas de 7.000 pacientes con SMD primario, que no han
recibido ningun tratamiento. Este indice se prevé que substituya al previo IPSS.
Aungue mantiene la misma estructura e incluye las mismas variables que el indice
publicado hace 15 afos, presenta unas importantes diferencias. La primera
diferencia es que incluye 5 grupos diferentes de anomalias citogenéticas, siguiendo
la clasificacion propuesta por Schanz et al (Schanz et al, 2011) y ademas les
confiere un mayor peso pronostico en relacion a las otras variables. El segundo
gran cambio es la modificacion de los puntos de corte de cifra de blastos,
estableciendo el punto minimo en el 2% y el maximo en el 10%, lo que refuerza la
importancia de las cifras bajas de células blasticas a la vez que reconoce la
variabilidad intrinseca de los contajes en cifras intermedias. El tercer cambio
introducido es la introduccion de diferentes puntos de corte para la intensidad de
las citopenias y su consideracion de forma individual, lo que asume que no solo
importa la presencia o ausencia de una determinada citopenia sino también la
intensidad de las mismas. Finalmente en el mismo trabajo se ofrecen unas
herramientas para detallar mas el pronéstico, incluyendo variables como la edad,

los niveles de LDH o de beta 2-microglobulina (Greenberg P. L, 2012).
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El tratamiento de los SMD

La diferente evolucion clinica que pueden seguir los distintos SMD complica
enormemente la realizacidbn de unas guias terapéuticas uniformes para todos los
pacientes. En la practica clinica, el tratamiento se puede dividir segun 2 factores: 1)
El tipo de SMD segun el IPSS, diferenciando los SMD de riesgo bajo e intermedio-1
(considerados globalmente como de bajo riesgo) y los SMD de riesgo intermedio-2
y alto riesgo (considerados globalmente como de alto riesgo). 2) La edad y
comorbilidades del paciente, que permitira diferenciar los pacientes candidatos a
terapias intensivas de aquéllos que no lo son.

Por otra parte el tipo de tratamiento que se ofrece se puede clasificar en tres
grandes grupos, que no son excluyentes sino complementarios entre si: 1) El
tratamiento de soporte, que se basa fundamentalmente en la realizacion de
transfusiones y terapia antimicrobiana segun sea necesario. 2) El tratamiento
farmacolégico no intensivo, que en los Ultimos afios ha visto la aparicion de nuevos
farmacos que han mejorado las opciones terapéuticas de los pacientes y 3) el
tratamiento intensivo, que basicamente es sin6bnimo de trasplante alogénico, la
unica modalidad con intencién curativa. En ocasiones es necesaria la
administracion de quimioterapia de induccion como en el caso de las LMA con la
intencion de reducir la cifra de blastos antes del trasplante. La diferenciacién entre
las dos primeras alternativas es muy tenue y en ocasiones no se puede establecer
de forma clara. Se podria considerar que el tratamiento de soporte se basa en
intentar mejorar la sintomatologia mientras que el tratamiento no intensivo, sin
ofrecer una opcion curativa, tiene como finalidad la modificaciébn de la historia
natural de la enfermedad y persigue no sélo una mejoria sintomatica sino un

incremento en la SG y evitar o retrasar la evolucion a LMA.

El tratamiento de soporte.
Las transfusiones de hematies y plaquetas, asi como el tratamiento de las

infecciones mediante antimicrobianos y, en ocasiones, factores estimulantes de

colonias granulocitarios (G-CSF) son pilares fundamentales en todos los pacientes
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con SMD, ya sea como medidas paliativas 0 como tratamiento de soporte mientras

otra terapia surte efecto.

El tratamiento no intensivo.
Se considera tratamiento farmacologico el uso de distintos farmacos con la

intenciébn de mejorar las citopenias y modificar el curso evolutivo de los SMD. El
término de tratamiento no intensivo se usa en contraposicion al tratamiento con
TPH, si bien no tienen porqué ser opciones excluyentes, ya que en muchas
ocasiones a un tratamiento farmacolégico le sigue un TPH.

El uso de eritropoyetina (EPO) (con o sin la asociacion de G-CSF) esta a caballo
entre el tratamiento de soporte y o que se considera tratamiento no intensivo. Su
uso se basa en que en los pacientes con SMD, los niveles de EPO pueden no estar
suficientemente elevados en relacion con el grado de anemia (Jacobs A, 1989) y
por lo tanto estos pacientes se podrian beneficiar del tratamiento con EPO
exbégena. En general las dosis requeridas son altas y el tiempo hasta la respuesta
puede ser prolongado (hasta 16 semanas). Los pacientes con mayor probabilidad
de respuesta son aquéllos que presentan unos niveles de EPO en sangre inferiores
a 500 mU/mL y que tienen un requerimiento transfusional inferior a dos
concentrados de hematies al mes (Hellstrom-Lindberg E, 2003). La adicion de G-
CSF en dosis baja (1 ug/kg/semana 2 6 3 veces a la semana) a la EPO puede
mejorar los resultados en algunos pacientes (Negrin RS, 1996; Gotlib J, 2009).
Aunque el objetivo fundamental del tratamiento con EPO es la mejora de la calidad
de vida mediante la obtencién de independencia transfusional, recientemente se
han publicado datos sugiriendo que el uso de agentes eritropoeyéticos (AEE)
puede asociarse a mejor SG (Jadersten M, 2008; Park DM, 2008) En dos estudios
comparativos retrospectivos, se compard una poblacibn de pacientes que
recibieron tratamiento con AEE +/- G-CSF con una poblacion de pacientes que
recibié Unicamente tratamiento con transfusiones de hematies. En los dos trabajos
se obtuvieron los mismos resultados; los pacientes que recibieron tratamiento con
AEE alcanzaron en mayor medida independencia transfusional, sin un incremento
en la evolucién a LMA, y ademas los pacientes bajo tratamiento farmacolégico con
AEE presentaron mejor SG. Esta mejor supervivencia parece relacionarse con una

menor mortalidad no leucémica, lo que se puede explicar por dos motivos: 1) La
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menor frecuencia transfusional se asociaria a menor sobrecarga férrica que se ha
relacionado con mayor morbi-mortalidad en los pacientes con SMD y 2) Los
mejores valores de hemoglobina evitarian las complicaciones relacionadas con la
anemia cronica (ltzykson R, 2009) Sin embargo en un trabajo similar prospectivo
aleatorizado, el uso de EPO +/- G-CSF vs. tratamiento de soporte se asoci6 a
mejor respuesta y mejor calidad de vida, pero sin beneficio en términos de SG ni
transformacion leucémica, posiblemente debido al bajo numero de pacientes
incluidos  (Greenberg P, 2009). Hoy en dia en la mayoria de las guias de
tratamiento de los SMD, se considera que ésta debe ser la primera alternativa en

pacientes de bajo riesgo con anemia.

En los ultimos afos hemos asistido a la aparicion de numerosos estudios con
farmacos que intentan modificar el curso natural de los pacientes con SMD. En la
tabla 5 se resumen las modalidades de tratamiento que se estan investigando en

la actualidad.

Entre los farmacos demetilantes destaca la azacitidina, que ha sido el primer
farmaco aprobado en SMD con capacidad de modificar la historia natural de la
enfermedad. Los farmacos demetilantes basan su efecto en la presencia de un
estado de hipermetilacion en algunos genes, que impide la correcta expresion de
genes supresores de tumores. La azacitidina es un analogo de la pirimidina que
inhibe la ADN metiltransferasa y que ademas tiene cierto efecto citotoxico directo.
Las dosis usadas no tienen repercusion en la metilacién normal de otros genes. En
pacientes con SMD de alto riesgo no candidatos a trasplante, la azacitidina se
considera la primera linea terapéutica ya que en dos ensayos clinicos aleatorizados
se mostrdé superior al grupo de control con placebo o tratamiento estandar
(incluyendo tratamiento de soporte, quimioterapia con ARA-C en dosis baja o
quimioterapia tipo LMA) (Silverman LR, 2002; Fenaux P, 2009) El tratamiento con
azacitidina logré una tasa de respuesta global entre un 40 y 60% (17% en el grupo
control), de las cuales entre el 10 y 17% (0% en el grupo control) fueron respuestas
completas, 0-25% respuestas parciales (0% en el grupo control) y 21-36% mejoras
hematoldgicas (16% en el grupo control) (Silverman LR, 2006, Fenaux P, 2009). La

respuesta favorable se asoci6 a mejor calidad de vida (Kornblith, 2002) y a mejor
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supervivencia libre de enfermedad (SLE) (21 vs 12 meses: P=0.001) (Silverman
LR, 2002)y SG (24.5 vs 15 meses; P=0.001) (Fenaux P, 2009)

La administracion de azacitidina en pacientes con SMD de bajo riesgo no esta
aprobada en Espafa actualmente, sin embargo su uso se puede justificar por tres
motivos:

1. El tratamiento con azacitidina no debe diferir en su mecanismo de
accion ni en el efecto sobre la fisiopatologia en funcién del tipo de
SMD.

2. Los estudios de los factores asociados a mejor respuesta en
pacientes con SMD de alto riesgo sugieren que los pacientes de bajo
riesgo puedan responder mejor.

3. Los datos disponibles de los ensayos clinicos publicados y la
experiencia publicada de forma retrospectiva sugiere que las tasas de
respuestas en pacientes con SMD de bajo riesgo son como minimo
iguales (sino superiores) a las observadas en pacientes de alto

riesgo.

Azacitidina es un farmaco demetilante y las alteraciones de la metilacion se han
demostrado en todo el espectro de pacientes con SMD, tanto de alto como de bajo
riesgo. En este sentido la eficacia (en cuanto a respuesta) del tratamiento seria
similar en todos los tipos de SMD, como de hecho se ha comprobado en los dos
ensayos clinicos donde el subtipo del SMD (segun la clasificacion FAB o WHO) no
tuvo impacto en la respuesta al tratamiento (Silverman LR, 2002) (Fenaux LR,
2009)

En un estudio reciente se analizaron los factores asociados con respuesta a
azacitidina en pacientes (n=282) con SMD de alto riesgo que recibieron el farmaco
dentro del programa de uso compasivo francés. El andlisis multivariado mostré que
los factores asociados a peor respuesta eran: 1) haber recibido tratamiento
previamente con citarabina en dosis baja, 2) presencia de mas de un 15% de
blastos y 3) anomalias citogenéticas (ltzykson Y, et al. 2011). Estos factores son
menos frecuentes entre los pacientes con SMD de riesgo bajo, lo que de forma

indirecta sugiere que estos pacientes se podrian beneficiar del tratamiento.
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La lenalidomida, es un derivado de la talidomida, de mayor potencia y con un
mejor perfil de toxicidad, especialmente en lo relativo a teratogenicidad. El
mecanismo de accién no es bien conocido, pero se piensa que es multifactorial, e
intervienen sus efectos anti-angiogénicos a la vez que sus propiedades
inmunomoduladoras que incluyen una reduccion de la liberacidén de citoquinas pro-
inflamatorias y una inhibicion de la activacion de linfocitos T y células NK; también
se ha descrito que posee accidn citotdxica directa y son capaces de estimular la
eritropoyesis (Ortega J, 2007; List AF, 2007). En estudios aleatorizados en
pacientes con SMD en comparaciéon con placebo lenalidomida ha mostrado ser
mejor tanto en tasa de respuesta hematol6gica como de respuesta citogenética. Al
tratarse de estudios que permitian el entrecruzamiento entre ramas no se constato
mejora en la SG (List AF, 2005; Raza A, 2008). La lenalidomida ha resultado
especialmente eficaz en pacientes con SMD con del 5q, especialmente en
aquéllos con deleccion aislada, pero también en los que presentan anomalias
ahadidas (List AF, 2006). Recientemente se han publicado los resultados de un
estudio en pacientes con SMD con deleccion del cromosoma 5q, comparando dos
dosis de lenalidomida (5 y 10 mg al dia durante 21 dias cada 28) y un grupo que
recibio placebo. Este trabajo demostré que el uso del farmaco era seguro, tanto en
términos de toxicidad como de evolucion a LMA, y ademas las dosis de 10 mg/dia
se asoci0 a mejor tasa de respuesta que los otros dos grupos. En este estudio
tampoco se permitié el entrecruzamiento, por lo que no se observaron diferencias
en términos de SG entre los grupos, sin embargo si se pudo demostrar que la
obtencién de respuesta hematolégica se asocid a mejores resultados de SG
(Fenaux, P, et al. 2011)

Los esquemas de quimioterapia tipo LMA, basados en el uso de citarabina y
antraciclinas obtienen peores resultados que en la LMA primaria o de novo. Ello se
debe tanto a la mayor frecuencia de cariotipos de mal pronostico en los SMD de
riesgo alto como por tratarse en general de pacientes de edad avanzada y mal
estado general (Tricot G, 1986; Wattel E, 1998) El uso de estos esquemas de QT
se debe considerar parte de un plan terapéutico mas amplio que incluya un
trasplante alogénico, al ser éste el unico tratamiento con intencioén curativa y que

ofrece mejores resultados que el autotrasplante (Auto-TPH) o la QT sola (de Witte
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T, 2001) ya que su uso de forma aislada no parece aportar mejoria en cuanto a SG

(Kantarjian, H.

200

Tabla 6: Tratamiento médico en los SMD.

CLASE

INMUNOSUPRESO
RES

INMUNOMODULAD
ORES

ANTIANGIOGENIC
oS-
ANTIAPOPTOTICO
s

INHIBIDORES
FARNESIL-
TRANSFERASA

INHIBIDORES DE
ACETILACION DE
HISTONAS

AGENTES
DEMETILANTES

FARMACOS

ATG

Ciclosporina

Lenalidomida

Talidomida

ATO
Bevacizumab

Tipifarnib
Lonafarnib

Ac. Valproico
Fenilbutirato
SAHA

Azacitidina

Decitabina

COMENTARIOS

El uso de farmacos inmunosupresores se basa en la existencia de
alteraciones inmunolégicas en pacientes con SMD (LT oligoclonales y
autorreactivos y en la presencia en algunos SMD de caracteristicas
comunes con la aplasia de médula ésea.

EL uso de ATG en monoterapia se asocia a alrededor de 20% de
respuestas. Los predictores de respuesta son edad joven, presencia de
clon de HPN, HLA DR15, médula ésea hipocelular, citogenética normal.
(Killic SB 2003; Molldrem JJ 2002, Saunthararajah Y 1983, , Lim ZY
2007, Stone RM 2009)

La ciclosporina se ha estudiado menos aunque también hay estudios
que sugieren que su uso puede ser de utilidad en pacientes con anemia
refractaria, con una M.O hipoplasica, con citogenética de buen
pronéstico. (Shimamoto T 2003, Bosanova A 1998)

La actividad de estos farmacos, no del todo explicada, se debe a sus
propiedades antiangiogénicas, a su capacidad de inmunoregulacion
(reduce las citoquinas pro-inflamatorias, la activacién de células T y
NK) , a la capacidad de estimular la eritropyesis y a un efecto citotoxico
directo (Ortega J 2007, List AF 2007)

La lenalidomida ha mostrado ser eficaz en cuanto a indenpendencia
transfusional, en en un 70% de pacientes con SMD con del5g31.1, con
un 70% de respuestas citoegenéticas (List AF 2006). Ademas también
resulta eficaz en SMD de riesgo bajo e intermedio-1 en un 40% de los
casos (List AF 2005, Raza A 2008)

Aunque también logra respuestas en un 30% de los casos (Raza A
2001), su uso es menor al ser mas téxica que la lenalidomida.

En los SMD se ha demostrado un incremento de la aniogénesis (Pruneri
G 1999). EI VEGF-A se ha visto implicado en la generaciéon de
neovacularizacién, estimulacion de los blastos y hemopoyesis ineficaz
(Bellamy WT 2001) El uso de farmacos antiangiogénicos intenta
contrarrestar estos efectos.

Esta familia de farmacos se han desarrollado para inhibir la
farnesiltranferacion de Ras, un gen ,mutado en gran cantidad de
tumores y hasta en un 20% de SMD (Reuter CW 2000)

El empleo de estos farmacos se basa en la importancia de la acetilacion
de las histonas en la regulacion de la transcripcion y de su relacion con
metilacion del DNA (Marks 2001) En la actualidad se estan probando en
combinacién con agentes demetilantes (Soriano A.O 2007, Garcia-
Manero G 2008)

Son analogos a la pirimidina, que son capaces de inhibir la ADN
metiltransferasa y de esta forma revertir la hipermetilacion a la que estan
sujetos algunos genes supresores de tumores. Al demetilarse, estos
genes recuperan su actividad normal.

La azacitidina ha demostrado mejorar la supervivencia y reducir la
transformacion leucémica en pacientes con SMD, en comparacién con el
mejor tratamiento de soporte. Ademas se asocia a mejor calidad de vida.
La tasa de respuesta global es alrededor del 60%, con un alargamiento
de la SG en torno a 9 meses. (Fenaux P 2009, Silverman LR 2002,
Silverman LR 2006, Kaminskans E 2005, Kornblith AB 2002)

Ha logrado mejorar la supervivencia y reducir la transformacion
leucémica en comparacion con el mejor tratamiento de soporte
(Kantarajian HK 2006) y en comparacion con quimioterapia intensiva
(Kantarjian HK 2007). In vitro muestra mayor potencia que la Azacitidina
(Leone G 2002)
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El trasplante alogénico como tratamiento curativo en la
LMAy el SMD

Resena historica

Aunque los primeros intentos de uso clinico de M.O datan de 1939 (Osgood EE,
1939; Morrison M, 1940), es una publicaciébn de Jacobson en 1949 la que da
fundamento a la investigacion sobre Alo-TPH (Jacobson LO, 1949). En este trabajo
en un modelo murino se demostr6é que los ratones podian sobrevivir a dosis de RT
letales si el bazo era exteriorizado y protegido de la radiacion. Aunque inicialmente
se estableci6 cierta discusion sobre si eran factores celulares o humorales los
responsables de la supervivencia de los ratones, el posterior trabajo de Lorenz
(Lorenz E, 1951) demostr6 que era la infusion de células la que permitia a los
ratones sobrevivir a las dosis letales de irradiacion.

La aplicacion del Alo-TPH en modelos murinos de leucemia se llevo a cabo por
primera vez pocos afos después; en 1956, Barnes publicé un trabajo en el que
trataba a ratones con dosis letales de radiacién seguida por la infusidbn de células
de médula 6sea (Barnes DWH, 1956). De forma practicamente paralela se pusieron
en marcha los primeros intentos en pacientes con enfermedades en fase muy
avanzada, sin embargo la mayoria de estos intentos resultaron en un fallo de injerto
primario (Thomas ED, 1957; Bortin MM, 1970). Finalmente en 1959 Thomas
describidé un caso de un paciente con leucemia en fase muy avanzada que recibid
una dosis mieloablativa de radioterapia seguida de la infusion de M.O de su
hermano gemelo. El resultado fue considerado un éxito, ya que por un lado la
infusién de M.O logr6é que el paciente recuperase la hematopoyesis, cosa que no
era esperable por si misma después de la dosis de radioterapia y ademas se
observé un periodo de remision de la leucemia de 4 meses, o que demostré la
eficacia de la estrategia terapéutica, aunque posteriormente el paciente falleci6é por
recidiva de la enfermedad (Thomas ED, 1959).

Los dos problemas mas importantes en estas fases iniciales, tanto en modelo
animal como en la aplicabilidad a humanos fue la elevada incidencia de fallo de
injerto y el desarrollo de enfermedad injerto contra el receptor (EICR) (entonces

conocida como enfermedad secundaria), ambos en relacibn con el
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desconocimiento del HLA. La descripcion del sistema HLA y el reconocimiento de la
necesidad de que donante y receptor fuesen compatibles para estos antigenos fue
de vital importancia para mejorar los resultados posteriores del trasplante (Storb R,
1970; Singal DP, 1969).

El efecto injerto contra leucemia

Aunque inicialmente el Alo-TPH se entendié como una estrategia para superar el
efecto mieloablativo de la dosis alta de quimio-radioterapia, ya en la década de los
70 se describid el efecto injerto contra leucemia (EICL) (Weiden PL, 1979 y 1981)
que posteriormente se ha confirmado en diferentes contextos (Kolb HJ, 1990 y
2004; Slavin S, 1996; Martino R, 2004).

La EICL se sustenta en diversos hallazgos:

1) La incidencia de recidiva en el trasplante singénico (en el que el donante y
receptor son genéticamente idénticos al tratarse de gemelos univitelinos),
es mayor que la observada en trasplantes entre hermanos HLA idénticos no
gemelos, lo que sugiere que son factores externos a la enfermedad y al
acondicionamiento los que determinan esta mayor incidencia de recidiva
(Fefer A, 1987).

2) La deplecion de linfocitos T (LT) en el trasplante alogénico, se asocia a una
menor incidencia de EICR pero también a una mayor frecuencia de
recidivas, lo que sugiere que son los LT los responsables de ambos efectos,
el EICRy el EICT(Ho V, 2001)

3) El uso de diferentes formas de manipulacion de la inmunidad como son la
retirada de farmacos inmunodepresores o la infusidbn de linfocitos T del
donante es capaz de lograr remisiones en pacientes con leucemia (Kolb HJ,
1995)

4) El desarrollo de EICR se asocia a una menor incidencia de recidiva, lo que
sugiere que la actividad de las células derivadas del donante frente a las
células del receptor tiene ademas del efecto negativo de la EICR un efecto

positivo antitumoral (Horowitz MM, 1990)
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Trasplante alogénico en Leucemia Mieloide Aguda
La realizacion de Alo-TPH en la LMA sigue en continuo aumento desde hace mas

de 10 afnos, tanto en pacientes en primera RC como en aquéllos en fases mas
avanzadas de la enfermedad. La indicacidn en pacientes tras una recidiva (previa
obtencién de una nueva RC) se acepta de forma practicamente universal, sin
embargo el uso del Alo-TPH en pacientes en primera linea es motivo de multiples
debates. Hasta la fecha se han publicado diversos estudios aleatorizados, en la
tabla 6 se recogen los mas relevantes. La aleatorizacion fue en todos los casos
genética, de forma que los pacientes con un donante familiar recibieron un Alo-
TPH, y los que no dispusieron de este donante se trataron con un Auto-TPH o
quimioterapia de consolidacién. Globalmente todos los trabajos mostraron una
reduccion en la recidiva en los pacientes que recibieron un Alo-TPH, sin embargo
los datos fueron mas controvertidos en lo referente a la SG (SG) y a SLE,
especialmente en los pacientes de riesgo intermedio (citogenética normal o con
alteraciones que no son de buen o mal pronéstico) donde el beneficio de una
menor recidiva puede verse contrarrestado por una mayor mortalidad asociada al
trasplante.

Tabla 7: Principales estudios comparando donante vs no donante en LMA con
asignaciéncion genética.

SLE: % (95% IC)

Numero Pacientes SG

REF (Afio)

Donante No donante HR (95% IC); P HR (95% IC); P

Alo-TPH: 44.5% +/- 5.5%

Alo-TPH: 44.5% +/- 5.5%

GOELAM 507 (219 No Alo-TPH: 38 +/- 4% No Alo-TPH: 38 +/- 4%
(Hagog"g%ea“’ - 75 AL‘:S_TPH HR no, ciigr;onible HR no, (jig%onible
71QT) =0. =0.
1055 ‘ Don: 56% Don:50%
MRC No Don: 50% No Don: 42%
(Burnett AK, 2002) " "0 oaa OR=0.88 (0.74-1.04) OR=0.82 (0.70-0.96)

P 14 0/1]

P=0.001]

EORTC/GIMEMA
(Suciu S, 2003)

734 (<46 afos, en 12 RC)

Alo-TPH : 58.3%
No Alo: 50.8%

Alo-TPH : 52.2%
No Alo: 42.2%

HR 0.84 (0.67-1.08)

HR 0.8 (0.6-0.99)

293 44 P=0.18 P=0.044
472 en 19 RC Alo-TPH : 51% (44-59%) Alo-TPH : 48% (41 56%)
BGMT No Alo-TPH: 43% (38-49%) No Alo: 40% (34-47%)
(Jourdan E, 2005) . 131°QT HR no disponibie HR no disponibie
159 Auto-TPH P=0.11 P=0.03
~ Don: 54 +/-3 Don: 48 +/-3
(Comelissen JJ 1032 (<55 aflos, 1°RC) No Alo: 46 +/-2 No Alo: 37 +/-2
ornelissen
’ HR: 0.85 (0.7-1.03) HR: 0.71 (0.59-0.65)

2007) 326 599 P=0.09 P<0.001

+Se consideraron evaluables los pacientes en remisién completa y a partir de estos se incluy6 en el grupo de
Alo-TPH los que tenian un hermano HLA compatible y se aleatorizé el resto a quimioterapia vs trasplante
aut6logo.*Por diferentes motivos solo 219 pacientes recibieron el tratamiento planeado.'Intervalo de confianza
no reportado.
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Ademas de estos trabajos, hay hasta la fecha dos meta-analisis publicados:

El primero se publicé en 2005 e incluyd 5 estudios que compararon el Alo-TPH con
el Auto-TPH y/o la QT, en pacientes con LMA en primera RC entre 10 y 55 afios de
edad (Yanada M, 2005). Los 5 estudios incluidos realizaron un analisis por
intencion de tratamiento en los que el Alo-TPH se ofrecié a los pacientes con un
hermano HLA idéntico. Se incluyeron un total de 3100 pacientes (1151 en el grupo
de Alo-TPH y 1949 en el grupo de QT y/o Auto-TPH). A pesar de que ninguno de
los estudios incluidos mostrd ventaja en términos de SG, el meta-analisis puso de
manifiesto que el Alo-TPH se asocié a una ventaja en SG en el conjunto de los
pacientes (Hazard Ratio de 1.15 (IC 95%: 1.01-1.32, P=0.037); este efecto fue
especialmente relevante en los pacientes de alto riesgo citogenético, mientras que
no lo fue en los pacientes con citogenética de prondstico favorable o intermedio.

El grupo HOVON/SAKK, publico en 2007 un meta-analisis que incluyd sus propios
resultados y los de otros 3 estudios recientes, lo que reunié 3103 pacientes (1134
en el grupo de alo-TPH y 1969 en el de no Alo-TPH) En este trabajo los pacientes
con citogenética de riesgo adverso o intermedio se beneficiaron de recibir un
trasplante alogénico. Ademas se estim6 que el beneficio del trasplante alogénico
fue evidente cuando el riesgo de recidiva superé6 el 35%, de forma que Unicamente
en los pacientes con citogenética de riesgo favorable se esperaria una probabilidad
de recidiva inferior con quimioterapia y por lo tanto no serian candidatos a Alo-TPH
(Cornelissen JJ, 2007)

Recientemente se ha dado un paso més alla en el analisis del riesgo genético al
incorporar el estudio molecular. En este sentido la identificacion de determinadas
anomalias moleculares es util para identificar un grupo de pacientes de riesgo
citogenético intermedio que puedan sustraerse del riesgo del Alo-TPH. Los tres
genes que se estudian de forma habitual son FLT-3, NPM1 y CEBPA. La presencia
de la duplicacion interna en tandem del gen FLT3 se asocia a riesgo alto de
recidiva, mientras que la presencia de mutaciones en los otros dos genes, en
ausencia de mutacion de FLT3 se asocia a riesgo bajo. La realizacion de un Alo-
TPH se asocia a mejores resultados en el primer grupo, mientras que no aporta
beneficio en el segundo grupo, donde el tratamiento con QT en dosis alta o el Auto-
TPH ofrece los mismos resultados que el Alo-TPH (Schlenk RF, 2008).
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Trasplante hematopoyético alogénico en sindromes
mielodisplasicos

El Alo-TPH es todavia la Unica opcion potencialmente curativa para pacientes con
SMD. La falta de donantes compatibles y la edad avanzada han limitado el acceso
de los pacientes a este tratamiento hasta hace pocos afnos. El incremento en el
namero de donantes no emparentados y la mejora en los resultados obtenida en
los ultimos afos, con la de las técnicas de biologia molecular aplicadas al estudio
del HLA y el mejor tratamiento de soporte, asi como la introduccion de los Alo-TIR
han permitido que un mayor numero de pacientes se consideren para un Alo-TPH.
Pese a ello, todavia quedan muchas preguntas no resueltas en torno al papel del
Alo-TPH en los pacientes con SMD; algunas de ellas son:

1) ¢ Qué pacientes son candidatos a trasplante alogénico?.

2) ¢,Cual es el momento 6ptimo para el trasplante?

3) Se debe administrarar algun tratamiento pretrasplante y cual?

4) ¢Cual es el mejor tipo de acondicionamiento? (esto ultimo se discutira en el

apartado 4.3).

¢ Qué pacientes son candidatos a trasplante y en qué momento?
Dado que el Alo-TPH es la Unica opcion curativa para los pacientes con SMD, en

general se deberian considerar como potenciales candidatos a todos ellos, siempre
que su edad y su estado general lo permitan. Lo realmente importante es definir
bien el momento éptimo para ofrecer el trasplante, con la intencién de obtener la
mejor SG, ya que la esperanza de vida y el riesgo de transformacion en LMA es
diferente segun el tipo de SMD.

Esta cuestion se ha planteado en un estudio retrospectivo de 674 pacientes que
evalud 3 estrategias: a) trasplantar en el momento del diagnéstico b) trasplantar en
el momento de la transformaciéon leucémica y c) trasplantar en un intervalo dado a
partir del diagnéstico. El estudio concluyé que, en los pacientes con SMD con
riesgo Intermedio-2 y alto segun el IPSS, el trasplante en el momento del
diagnostico ofrecio los mejores resultados, mientras que para los pacientes de los
grupos de bajo riesgo o riesgo intermedio-1, la SG fue mejor si trasplantaron lo méas
tarde posible, pero antes de la transformacion leucémica (Figura 2)(Cutler CS,
2004).
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Figura 2: Impacto del trasplante en la ganancia o pérdida de esperanza de
vida en los 4 tipos de SMD segun el IPSS en relacién al momento del

trasplante.
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Tomado de Cutler CS. A decission analysis of allogeneic bone marrow transplantation for
myelodisplastic syndromes. Delayed transplantation for the low-risk myelodysplasia is associated
with improved outcome. Blood 2004; 104:579-585, 2004. En esta grafica se observa como en los
pacientes con SMD de riesgo bajo o intermedio-1, el retraso en el momento del trasplante se asoci6
a una ganancia en anos de vida, mientras que en que los pacientes con riesgo intermedio-2 o alto el
retraso en el momento del trasplante se asoci6 a pérdida en afos de vida.

¢ Cual es el papel de la quimioterapia previa al trasplante?
La discusion sobre el papel de la QT antes de proceder al TPH sigue abierta. Por

un lado, el uso de QT podria aportar ciertas ventajas como reducir la carga tumoral
pretrasplante y con ello las recidivas tras el procedimiento. Ademas el tratamiento
podria mejorar las citopenias del paciente y dar tiempo a la identificacidon de un
donante. Por otra parte, el uso de QT pre-TPH también tiene ciertas desventajas,
como la baja probabilidad de alcanzar remision completa (30-60%), que ademas
ésta es en general de corta duracion (inferior a 12 meses) y que el tratamiento tiene
una mortalidad en torno al 25%; adicionalmente, un porcentaje de pacientes no

podra recibir el Alo-TPH por comorbilidades secundarias a la terapia.

El motivo fundamental para la realizaciéon de tratamiento previo al trasplante seria
la reduccion de la cifra de blastos. Aunque no se han realizado estudios
prospectivos, se ha visto que la presencia de una mayor cantidad de blastos en la
M.O o en sangre periférica se ha asociado a mayor probabilidad de recidiva tras el

trasplante y peor SG. En base a ello se suele recomendar la realizacion de una
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quimioterapia previa al trasplante cuando el paciente presenta una cifra de blastos
superior al 5-10% (Sierra J, 2002, Yakoub-Agha, 2000). Por otra parte los pacientes
que tras recibir tratamiento con QT de induccion no alcanzan RC son los que
presentan un peor pronostico tras el Alo-TPH, incluso peor que aquéllos que no
recibieron tratamiento pre-trasplante (Martino R, 2006). Con estos datos, se
considera que los pacientes con menos de un 10% de blastos pueden considerarse
candidatos a trasplante directo, mientras que aquéllos con mas de un 10% de
blastos (o0 un cariotipo de mal prondstico) serian subsidiarios de tratamiento previo
para reducir la carga de enfermedad.

Por otra parte, una opcién reciente es usar azacitidina como tratamiento previo al
trasplante. Aunque la experiencia es todavia muy limitada, parece que su uso no se
asocia a problemas durante el trasplante (Field T, 2009). Las ventajas potenciales
de la azacitidina serian una menor toxicidad y una posible mejor respuesta en
pacientes de alto riesgo citogenético, mientras que en contra seria una menor tasa
de RC, que es una de las finalidades del tratamiento pre-trasplante. Un estudio
retrospectivo que incluia pacientes que se realizaron un trasplante tras haber
recibido previamente tratamiento con quimioterapia tipo LMA o azacitidina no
demostro diferencias entre los dos grupos en términos de mortalidad, recidiva o

supervivencia, sugiriendo que ambas opciones pueden ser utiles (Damag J, 2012)
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El trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad
reducida

Clasicamente se consideraba que el éxito del Alo-TPH se fundamentaba en 3
pilares:
1) El uso de dosis altas de quimio-radioterapia, que tenia una triple funcion:
eliminar completamente la neoplasia hematolégica subyacente, “hacer
espacio fisico™ y producir una inmunoablacién que impidiera rechazar las
células del donante.
2) La infusion de células del donante para rescatar la hematopoyesis.
3) Evitar el desarrollo de enfermedad injerto contra huesped (EICR) grave y el
efecto antitumoral de la celularidad inmunocompetente del injerto.
La necesidad de acondicionamiento intensivo limitaba clasicamente el acceso al
trasplante debido a la alta mortalidad relacionada con el tratamiento (MRT), de
forma que solo los pacientes jovenes (< 40 anos) se consideraban candidatos a
esta estrategia.
La mejora en el conocimiento de los factores implicados en el éxito del trasplante
permitid el desarrollo de esquemas de acondicionamientos de menor intensidad,
conocidos como de intensidad reducida. Los avances que sustentaron su
introduccién fueron:

1) El posicionamiento del EICT como mecanismo fundamental de accion del
trasplante alogénico y la hipbtesis de que esta capacidad antineoplasica
seria suficiente para controlar la enfermedad de base.

2) El reconocimiento que no eran necesarias dosis altas de quimio-radioterapia
en el acondicionamiento para lograr el injerto, sino que una suficiente

inmunosupresiéon podria ejercer el mismo papel.

Modelos animales de acondicionamiento de intensidad
reducida
Los estudios en modelos murinos, mostraron que la combinacién de ICT en dosis

subletal y no mieloablativa con diferentes anticuerpos monoclonales (AcM) frente a
linfocitos T permitian alcanzar un injerto hematopoyético estable (Cobbold SP 1986,
Li H 1996, Colson YL 1995, Colson YL 1996). Por otra parte, el uso de irradiacion
timica permitié reducir todavia mas la dosis de ICT, en combinacién con AcM anti-

linfocito T o AcM anti senal co-estimuladora (anti-CD154 e Ig frente CTLA4)
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también permitieron un injerto estable y prolongado (Sharabi Y 1992, Sykes M
1997, Wekerle T 1998). Slavin mostr6 que el uso de irradiacion linfoide total (ILT)
incluyendo bazo, ganglios y timo era suficiente para alcanzar un injerto prolongado
sin signos de EICR. (Slavin S, 1978) En conjunto todos estos estudios sugirieron
que el mecanismo fundamental para permitir el injerto hematopoyético no era la
mieloablacion sino una inmunosupresion profunda del paciente.

El grupo de Seattle, realizd experimentos similares en modelos caninos.
Inicialmente lograron establecer que la dosis minima de ICT necesaria para
garantizar el injerto hematopoyético estable (administrada de forma aislada) era de
9.2 Gy (Storb R, 1989). Con la hip6tesis de que el uso de inmunodepresores post-
trasplante podria reducir la dosis de ICT, ellos combinaron dosis menores de ICT
con diferentes farmacos como ciclosporina (CsA), micofenolato mofetil (MMF),
metotrexate (MTX) y rapamicina y observaron que la inclusion de estos farmacos
permitia reducir la dosis total de ICT a 4.5 Gy con la adicion de CsA, y aun mas, a
2 Gy con la combinacion de CsA con MMF o MTX (Storb R 1997, Yu C 1995, Yu C
1998 ), logrando el injerto de las células del donante. Igual que en los experimentos
en modelos murinos, el uso de agentes que bloquearon la sefal coestimuladora
permiti6 reducir todavia mas la dosis de ICT (Storb R, 1999) Por ultimo, se
investigod el uso de radio-inmunoterapia con la intencion de substituir la ICT. Los
dos farmacos estudiados en este sentido (Bi2'3 unido a AcM frente TCR o CD 45)
lograron un injerto hematopoyético estable (Sandmaier B, 2002)

En conjunto, estos estudios confirmaron que no eran necesarias dosis elevadas de
radioterapia (ni quimioterapia) para lograr un injerto hematopoyético sostenido; de
esta forma se abria el camino a futuros estudios que buscasen inmunosupresion
profunda con menor toxicidad extramedular que la cladsicamente asociada a los
regimenes mieloablativos. Serian las células inmunes derivadas de los
progenitores alogénicos las responsables de la curacion del paciente mediante el
EICT (Giralt S, 1997).
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Desarrollo clinico

Con estos datos en mente, diversos grupos desarrollaron esquemas de
acondicionamiento atenuado que se empezaron a denominar “acondicionamientos
de intensidad reducida”, “acondicionamientos no mieloablativos” o mas
popularmente “mini-alotrasplantes”. De los tres términos el mas correcto parece el
primero, ya que no todos los acondicionamientos son realmente no mieloablativos y
el término de mini-alotrasplante no parece muy correcto, ya que se trata de un
trasplante completo y que los problemas en relacion con la EICR y las infecciones
son muy similares a cuando se administra un acondicionamiento convencional.

En los primeros estudios se incluyeron pacientes que no se consideraban
candidatos a recibir un trasplante convencional por su alto riesgo de MRT y que
presentaban en general enfermedades hematoldgicas en fases muy avanzadas, en
muchos casos con enfermedad activa en el momento del trasplante. En general, en
estos primeros estudios los donantes fueron familiares HLA idénticos.

El esquema estudiado en modelos caninos fue aplicado a pacientes por el mismo
grupo de Seattle. Se administraron dosis de ICT de 2 Gy e inmunodepresion
posterior con CsA y MMF. Este esquema se asoci6 a fallo de injerto secundario en
un 20% de pacientes, por lo que se afiadié posteriormente fludarabina en dosis de
90 mg/m2, con lo que el fallo de injerto se redujo a un 3%, una proporcion que no
difiere a la observada en pacientes que reciben un Alo-TPH con acondicionamiento
convencional (McSweeney, 2001). En consecuencia, fue este Ultimo el esquema
que se adopt6 desde entonces y se considera como el esquema clasico de
intensidad reducida, y uno de los pocos realmente no mieloablativo.

Los acondicionamientos mas usados desde la introduccion de los primeros
esquemas han consistido en la combinacion de un anélogo de las purinas
(generalmente fludarabina en dosis entre 90 y 180 mg/m2, o en algunos casos
cladribina) en combinacién con un agente alquilante (melfalan en dosis de 70-140
mg/m2, busulfan en dosis de 8-10 mg/kg o ciclofosfamida en dosis de 900-2000 mg/
m2), en ocasiones junto a ATG o alemtuzumab (Giralt S, 1997; Khouri IF, 1998,
Slavin 'S, 1998; Childs R,1999; Kottaridis PD, 2000, Nagler A, 2001). La
inmunodepresidn post-trasplante consistiéo generalmente en CsA asociada a MMF o
MTX.
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Por su parte, los grupos de Boston y Stanford, se decantaron por un
acondicionamiento basado en irradiacion timica (IT) o irradiacion linfoide total (ILT)
con ATG y posterior inmunodepresion con CsA y MMF. (Spitzer TR, 2000; Lowsky
R, 2005)

Globalmente de estos trabajos iniciales se extrajeron las siguientes conclusiones:

1. Los acondicionamientos denominados de intensidad reducida lograron un
alto porcentaje de injerto hematopoyético estable a lo largo del tiempo.

2. La MRT fue inferior a la esperable para este grupo de pacientes de alto
riesgo, no candidatos a recibir un trasplante con acondicionamiento
convencional.

3. A pesar de las fases avanzadas en que se realizaron la mayor parte de los
trasplantes, algunos pacientes se mantuvieron libres de enfermedad a largo
plazo, lo que confirmd que el desarrollo de EICT fue de gran importancia en

la eliminacion de la enfermedad de base.

Para reducir la EICR aguda, un problema también en los Alo-TIR, con una
incidencia similar a la reportada tras acondicionamiento convencional, el grupo de
Londres introdujo el alemtuzumab en el acondicionamiento (un AcM frente a CD52
gue produce una profunda deplecién de LT) en dosis de 100 mg los 5 dias previos
al trasplante. Con ello se redujo de forma drastica la incidencia de EICR aguda, en
especial sus formas graves, que se observaron sélo de forma excepcional. Por el
contrario, las incidencias de fallo de injerto, recidiva de la enfermedad e infecciones
fueron superiores y, en conjunto, los resultados en cuanto a SG y SLE fueron
similares a los observados sin alemtuzumab (Kottaridis PD, 2000; Chakraverty R,
2002). No hay estudios prospectivos que comparen la deplecion T con ATG o
alemtuzumab en el contexto del Alo-TIR, aunque los datos disponibles no sugieren
que existan diferencias entre ambos en términos de supervivencia. En una
comparacion retrospectiva de tres esquemas de acondicionamiento basados en
fludarabina y busulfan, un grupo sin deplecion T, otro con ATG y un tercero con
alemtuzumab, no se evidenciaron diferencias en la SG ni en la SLE (Valcarcel D,
2007). El grupo con alemtuzumab tuvo menor incidencia de EICH aguda y cronica,
pero requiri6 mas frecuentemente ILD para controlar la enfermedad de base y

presentd mas reactivaciones de CMV (Perez-Simon JA, 2002.
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Por otra parte, en algunas patologias concretas parece que el uso de alemtuzumab
se asocia a mayor riesgo de progresion precoz de la enfermedad tras el trasplante
y peores resultados globales en términos de SG, como se ha observado en
pacientes con mieloma multiple (Perez-Simon JA, 2002) y leucemia linfatica crénica
(Michalet M, 2010, Dreger P, 2010); por tanto, su uso parece desaconsejable en

esas enfermedades.

Una vez demostrada la capacidad de injerto con estos esquemas de
acondicionamiento, se extendi® su uso a los trasplantes de donante no
emparentado y a los trasplantes con una diferencia HLA; se confirmd nuevamente
gue dichos esquemas eran capaces de lograr el injerto hematopoyético estable
también en estas circunstancias, con una MRT aceptable y con largos
supervivientes (Kottaridis PD, 2000, Spyridonidis A 2005; Sykes M, 1999, Luznick L,
2008; Bertz H, 2003)
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es el analisis de la eficacia de un
esquema propio de acondicionamiento de intensidad reducida, seguido de
trasplante de progenitores hematopoyéticos de donante familiar, en pacientes con

neoplasias hematoldgicas y especialmente en aquéllos afectos de LMA y SMD.

Para ello se han fijado diversos objetivos concretos, objeto cada uno de ellos de

un estudio especifico:

1.- Estudio de la mortalidad asociada al trasplante en pacientes con neoplasias
hematoldgicas que recibieron un Alo-TIR y su comparacién con la observada con

acondicionamiento convencional.

2.- Comparacion del Alo-TIR vs el Alo-TPH con seleccion CD34+ y

acondicionamiento convencional, como estrategias ambas para reducir la MRT.

3.- Estudio de la eficacia del Alo-TIR en pacientes con LMA y SMD de alto
riesgo y analisis de los factores implicados en los resultados, mediante el
andlisis de la SG, SLE, recidiva y MRT. Estudio del impacto del desarrollo de la
EICR (como marcador de EICT) en los pacientes a los que se les realiz6 un Alo-
TIR por LMA o SMD.
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Justificacion de la unidad tematica

Los tres trabajos presentados en esta tesis doctoral siguen un hilo argumental
comun en torno a la aplicabilidad clinica del Alo-TIR en las enfermedades

hematoldgicas y especialmente en las LMA 'y los SMD.

Este proyecto de investigacion se inicidé con un trabajo que estudio la evolucion del
quimerismo tras el Alo-TIR, cuyo resultado se public6 en 2003 en Bone Marrow
Transplantation y constituyé el proyecto de investigacidon previo a esta tesis

doctoral.

El primero de los trabajos que conforman esta tesis estuvo destinado a comparar la
mortalidad asociada al procedimiento en el Alo-TIR con el Alo-TPH con

acondicionamiento convencional y se publicé en 2005.

En el segundo trabajo se analiz6 el resultado del Alo-TIR en pacientes con LMA y
SMD con un esquema de acondicionamiento de intensidad reducida homogéneo y

largo seguimiento, lo que dio como resultado un articulo publicado en 2008.

Finalmente, en el tercer trabajo se compardé el Alo-TIR con el Alo-TPH convencional
con seleccion CD 34 positiva, que es otra de las estrategias que se usan con la
intencién de reducir la MRT mediante la reduccidén de la EICR aguda y se publico
en 2008.
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Resultados

Como resultado del trabajo de investigacion clinica que conforma esta tesis

doctoral se han publicado los siguientes articulos originales.

Articulo 1: Valcarcel D, Martino R, Sureda et al. “Conventional versus reduced-
intensity conditioning regimen for allogeneic stem cell transplantation in patients
with hematological malignancies” European Journal of Haematology 2005:
74:144-151.

Articulo 2: Valcarcel D, Martino R, Caballero D et al.Sustained remissions of high-
risk acute myeloid leukemia and myelodisplastic syndrome alter reduced-intensity
conditioning allogeneic hematopoietic transplantation: Chronic graft versus host
disease is the strongest factor improving survival. Journal of Clinical Oncology
2008; 26: 577-584

Articulo 3: Martino R, Valcarcel D, Brunet S et al “Comparable non-relapse
mortality and survival after HLA-identical sibling blood stem cell transplantation with
reduced or conventional-intensity preparative regimens for high-risk myelodisplasia
or acute myeloid leukemia in first remission”. Bone Marrow Transplantation 2008;
41:33-38.

Articulo 4 (Anexo 1): Valcarcel D, Martino R, Caballero D et al. “Chimerism

analysis following allogeneic Peripheral blood stem cell transplantation with

reduced-intensity conditioning” Bone Marrow Transplantation 2003; 31: 387-392.
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Objetivo 1: Estudio de la mortalidad asociada al trasplante
en pacientes con neoplasias hematoldgicas que
recibieron un Alo-TIR y su comparacion con los tratados
con Alo-TPH con acondicionamiento convencional.

Resumen:
En este trabajo estudiamos la aplicabilidad del trasplante con acondicionamiento de

intensidad reducida en la practica clinica, especialmente en lo que se refiere a su
capacidad para reducir la mortalidad relacionada con el trasplante (MRT). Para ello
comparamos el resultado del trasplante en dos poblaciones de pacientes que se
trasplantaron en el mismo periodo en nuestro centro (un grupo que recibié un
trasplante con acondicionamiento convencional (Alo-Conv) y otro con
acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TIR), y analizamos los factores
asociados con la mortalidad relacionada con el trasplante. Se incluyeron 157
pacientes, de los que 57 recibieron un trasplante de intensidad reducida. Todos los
pacientes tenian neoplasias hematolégicas y 99 de ellos estaban en fase no
precoz.

Los pacientes del grupo que recibié un Alo-TIR eran de mayor edad y con fases
mas avanzadas de la enfermedad. Tras un seguimiento mediano de 28 meses, la
MRT en el grupo Alo-Conv vs. el Alo-TIR fue del 30% [Intervalo de confianza del
95% (IC 95%) 22—41%)] vs. el 22% (IC 95%: 13-37%), respectivamente, y aunque
la diferencia no resultdé estadisticamente significativa en el analisis univariado, el
acondicionamiento si fue uno de los factores con impacto en el analisis
multivariado. Los factores asociados a mayor MRT fueron Alo-Conv vs. Alo-TIR
(Riesgo relativo (RR) 5.4; IC 95%: 2.3—-12.8; P < 0.001), edad >45 afios vs. <45
afnos (RR 5: IC 95%: 2.4-10.8; P < 0.001), segundo trasplante vs. primer trasplante
(RR 2.8; IC 95%: 1.3-6.3; P=0.01) y trasplante no deplecionado de linfocitos T vs.
el uso de deplecion T (RR 2.7; IC 95%: 1.3-5.8; P = 0.009). La supervivencia global
a los dos afios fue del 52.5% + 10.4% vs el 59% + 16.8%, en los grupos Alo-Conv y
Alo-TIR, respectivamente. Los factores asociados con peor supervivencia global en
el analisis multivariado fueron: Alo-Conv vs. Alo-TIR (RR 3.4; IC 95%: 1.7-6.9;
P = 0.001); edad >45 afios vs. <45 afos (RR 2.5; IC 95%: 1.4—4.5; P = 0.002) y
diagnostico (no LMC vs. LMC) (RR 2.6; IC 95%: 1.2-5.7; P = 0.02).

La conclusion de este trabajo fue que la introduccion de los Alo-TIR se asoci6 a

menor MRT en pacientes de alto riesgo (edad avanzada, segundos trasplantes,
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presencia de comorbilidades, etc) y esto permiti6 mejorar los resultados de

supervivencia global.

Justificacion

En un trabajo previo (presentado en forma de anexo en la presente tesis doctoral)
habiamos comprobado que el esquema de intensidad reducida disehado era capaz
de lograr el injerto hematopoyético, tanto a corto como a largo plazo, y por lo tanto
esta plataforma de acondicionamiento de intensidad reducida podria ser aplicable
en la practica.

El principal objetivo de los acondicionamientos de intensidad reducida (Alo-TIR) es
reducir la MRT, especialmente la que se produce a corto plazo como consecuencia
de la toxicidad del acondicionamiento, por lo que la intencion de este primer trabajo
fue comparar los resultados obtenidos en nuestro centro en los pacientes que
recibieron un trasplante alogénico con Alo-TIR y compararlos con los resultados del
trasplante con acondicionamiento convencional (Alo-CONV) para evaluar si se

producia una reduccién de la MRT y estudiar las variables asociadas a la misma.

Pacientes y métodos:
Se incluyeron de forma consecutiva 157 pacientes adultos (104 hombres y 53

mujeres) que habian recibido un trasplante alogénico (Alo-TPH) de un hermano
HLA idéntico en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, entre los afios 1995 y
2002. En enero de 1999 se inici6 en nuestro centro el programa de Alo-TIR, en
pacientes de edad superior a 45 afios y/o que habian recibido un trasplante
autélogo de progenitores hematopoyéticos previamente. Los pacientes dieron su
consentimiento informado para la inclusién en un ensayo prospectivo multicéntrico
que habia sido aprobado por el Ministerio de Sanidad y el Comité Etico de nuestra
institucion.

El seguimiento mediano de los pacientes vivos fue de 28 meses (rango 3-94
meses) en el grupo que recibid un trasplante convencional y de 15 meses (rango
3-37) en el grupo que recibié acondicionamiento de intensidad reducida.

La edad mediana fue de 46 anos (rango 16-66) para toda la serie, menor en el
grupo de acondicionamiento convencional (Alo-CONV, N=100) que en el de
intensidad reducida (Alo-TIR, N=57) (39 vs. 51 afnos, respectivamente; P<0.001);

ademas, el grupo que recibié Alo-CONYV incluydé mas pacientes en fase precoz que
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el grupo de Alo-TIR (50% vs. 14%, respectivamente; P<0.001). Las caracteristicas

de los pacientes se detallan en la tabla 7.

Tabla 8: Caracteristicas de los pacientes

CONVENCIONAL

(N=100)

INTENSIDAD

REDUCIDA
(N=57)

Edad: mediana (rango), afios 39 (16-63) 51 (24-66) | <0.001
Edad >45 anos. N (%) 43 (43) 47 (82) <0.001
Sexo (mujer). N (%) 32 (32) 21 (37) NS
Diagnostico. N(%)

LMA/SMD 29 (29)12 (12) | 4 (7)/7 (12)

LLA 16 (16) 2(3)

LMC/MF 23 (23) 4(7)/1(2)

LNH 1 (1)A (1) | 16(28)/5(9)

MM 8 (8) 12 (23)

LH - 5(9)
Fase precoz de enfermedad. N (%) 50(50) 8 (14) <0.001
Fuente progenitores (M.O). N (%) 28 (28) 1(2) <0.001
Deplecion Linfocitos T. N (%) 45 (45) 0 <0.001
Trasplante previo. N (%) 6 (6) 22 (39) <0.001
Serologia CMV negativa en donante
y receptor.N (%) 6 (6) 6(1) <0.001
Seguimiento (meses). N (%) 28 (3-94) 15 (3-37) <0.001

=Numero, LMA: Leucemia mieloide aguda, SMD: Sindrome mielodisplasico, LLA:
Leucemia linfoblastica aguda, LMC: Leucemia mieloide cronica, MF: Mielofibrosis, LNH:
Linfomas no-Hodgkin, MM: Mieloma mdltiple, LH: Linfoma de Hodgkin. CMV:

Citomegalovirus. NS: No significativo

Acondicionamientos, profilaxis de enfermedad injerto contra huésped y

tratamiento de soporte.

Los esquemas de acondicionamiento utilizados estan detallados en la tabla 8. El

tipo de acondicionamiento de intensidad reducida utilizado dependié de la

enfermedad de base, de forma que se us6 busulfan en las neoplasias mieloides y

melfalan en las linfoides, en ambos casos con fludarabina. El acondicionamiento
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convencional se bas6 en dosis altas de ciclofosfamida en el 96% de los pacientes,
acompafiada de irradiacion corporal total en el 74% de los casos (afiadiéndose

etopdsido en 11% y tiotepa en 5%) o busulfan en 17% en dosis plenas.

Tabla 9: Acondicionamientos utilizados.

ACONDICIONAMIENTO n (%)

CONVENCIONAL 100 (100)
Ciclofosfamida (120 mg/kg)-ICT (13.5 Gy) 58 (58)
Ciclofosfamida (120 mg/kg)-ICT (13.5 Gy)-Etop6sido (10 mg/kg) 11 (11)
Ciclofosfamida (120 mg/kg)-ICT (13.5 Gy)-Tiotepa (10 mg/kg) 5 (5)
Ciclofosfamida (120 mg/kg)-Busulfan (16 mg/kg) 17 (17)
Ciclofosfamida (120 mg/kg)-Busulfan (12 mg/kg)-Tiotepa (10 mg/kg) |5(5)
INTENSIDAD REDUCIDA 57
Fludarabina (150 mg/m 16 (28)
Fludarabina (150 mg/m 41 (72)

La profilaxis farmacol6gica de la enfermedad injerto contra receptor (EICR) se bas6
en ambos grupos en ciclosporina, en la mayor parte de los casos acompafnada por
un ciclo corto de metotrexate a dosis de 10 mg/kg los dias +1, +3 y +6 del
trasplante, seguido de un tratamiento corto con &cido folinico a dosis de 10 mg/6
horas por 4 dosis el dia +2 y 6 dosis los dias +4 y +7. En el grupo de
acondicionamiento convencional un 28% recibié solamente ciclosporina y un 8%
recibié prednisona en lugar de metotrexate. En ambos grupos se mantuvo la
profilaxis con ciclosporina hasta el dia +90 y en ese momento si no se habia
producido EICR se inicié un descenso paulatino de la ciclosporina. Para determinar
el grado de afectacion de la EICR se usaron los criterios habituales (Prezpiorka D
et al, 1995). El tratamiento de la EICR se realiz6 con prednisona en dosis de 2 mg/
kg/dia y los casos refractarios se trataron de forma variada dependiendo del
momento, pero en general con ATG o con un anticuerpo monoclonal anti

interleucina-2.

La profilaxis anti-bacteriana se realizé con norfloxacino o ciprofloxacino durante la
neutropenia y se mantuvo durante todo el periodo o hasta el inicio de un
tratamiento de amplio espectro con cefepime o carbapenem, si el paciente

presentaba fiebre. Como antifungico se utilizd fluconazol hasta el inicio de
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tratamiento con actividad frente a Aspergillus spp. cuando fue necesario. Se
administré profilaxis con aciclovir durante el periodo de hospitalizacién y se
determind la reactivacion de CMV mediante antigenemia durante el ingreso, con

una frecuencia bisemanal.

Estudio estadistico
La probabilidad de supervivencia global (SG) se estimé mediante el test de Kaplan-

Meier desde el momento del trasplante hasta el momento de la muerte por
cualquier causa y los pacientes vivos se censuraron en el ultimo seguimiento. La
probabilidad de MRT se calculd mediante incidencia acumulada, considerando la
recidiva de la enfermedad de base como un evento competitivo, de forma que los
pacientes que fallecieron sin haberse producido la recidiva se consideraron como
muertes atribuibles al trasplante, mientras que los pacientes que progresaron se
censuraron en ese momento; los pacientes vivos y sin recidiva se censuraron en el
ultimo seguimiento. Para el calculo de EICR se incluyeron todos los pacientes que
estaban vivos en el dia +16 para la forma aguda y en el dia +100 para la forma
cronica. El injerto de neutréfilos se considerd el primero de tres dias consecutivos
con al menos 0.5x10%/L neutréfilos y el de plaquetas el primero de tres dias con
recuento de plaquetas de al menos 50x109/L si transfusiones.

Se realizaron analisis univariados de diversas variables clinicas en relacion con SG
y MRT mediante el test de Cox univariado. Aquellas variables que resultaron
estadisticamente significativas o con una tendencia a la significacion (P <0.1) se
incluyeron en un analisis multivariado mediante el test de regresiéon de Cox para

riesgos proporcionales.

Resultados

Recuperacion hematopoyética
El tiempo hasta el injerto granulocitario fue de 14 dias (rango 9-33 dias) en el grupo

de Alo-CONV y de 15 dias (rango 11-26 dias) en grupo Alo-TIR (P: no significativa)
El tiempo hasta la recuperacion plaquetar fue de 17 dias (rango 7-110 dias) en el
grupo de Alo-CONV y de 14 dias (rango 10-377 dias) en grupo Alo-TIR (P: no

significativa). Un paciente en el grupo de Alo-CONV que habia recibido un
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trasplante con un producto de aféresis y seleccion positiva de progenitores CD34+
presenté un fallo de injerto primario y falleci6 por una neumonia viral tras un

segundo trasplante.

Enfermedad injerto contra receptor
Cuatro pacientes (dos en cada grupo) que fallecieron antes del injerto

hematopoyético se excluyeron del analisis de EICR. Las causas de las muerte
fueron: sindrome de obstruccion sinuosidal (dia +8), neumonia intersticial (dia +10),
toxicidad neurolégica (dia +15) e infeccion no filiada (dia +16). En total 153
pacientes fueron valorables para EICR aguda, de los que 93 (66%) presentaron
EICR aguda (67% en el grupo Alo-CONV vs 45% en el grupo Alo-TIR). La
incidencia acumulada de EICR aguda grado II-IV en el grupo Alo-CONV fue del
46% (Intervalo de confianza del 95% (IC 95%) 38-57%) y en el Alo-TIR fue del 35%
(IC 95%: 24-50%), con un riesgo relativo de (RR) de 1.7 (P=0.056). La mediana de
aparicién de EICR fue en el dia +21 (rango 10-82) en el grupo Alo-CONV y en el
dia +35 (rango 15-95) en el grupo Alo-TIR (P=0.003). En los pacientes del grupo
Alo-CONV que recibieron progenitores sin seleccién positiva de CD34+, la
incidencia acumulada de EICR agudo, grado II-1V fue del 50% (IC 95% 38-65%).
Ciento dieciséis pacientes (74%) fueron valorables para EICR cronica (74% en
cada uno de los dos grupos). En el grupo Alo-CONYV desarrollaron EICR el 57% de
los pacientes y fue extensa en el 27%, mientras que en el grupo Alo-TIR se objetivo
EICR crbnica en el 66% de los pacientes y fue extensa en un 21%. La incidencia
acumulada de EICR cronica a los 2 anos fue del 62% (IC 95%: 54-72%) para la
serie global, 59% (Cl 95%: 49-72%) en el grupo Alo-CONV y 68% (Cl 95%:
55-84%) en el Alo-TIR (P= No significativa). La incidencia acumulada de EICR
cronica extensa a los 2 afos fue del 26% (IC 95% 19-36%) para la serie global,
28% (Cl 95% 19-40%) en el grupo Alo-CONV y 23% (Cl 95%: 13-41%) en el Alo-
TIR (P= No significativa).

Mortalidad relacionada con el trasplante
Un total de 45 pacientes fallecieron por causas atribuibles al trasplante (MRT), 33

de los 100 (33%) del grupo Alo-CONV y 12 de los 57 (21%) en el grupo Alo-TIR; la
incidencia acumulada de MRT a los dos afios en la poblacion global fue del 27%
(IC 95%: 22-41), 30% (95% 1C:22-41%) en el grupo Alo-CONV y 22% (IC 95%:
13-37%) en el grupo Alo-TIR (P= no significativa entre Alo-CONV y Alo-TIR). La
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tabla 9 detalla las causas de muerte, entre las que las mas frecuentes fueron la

EICR y las infecciones.

Tabla 10: Causas de muerte asociadas al trasplante

CONVENCIONAL 'NTENSIDAD
REDUCIDA
(N=100) T
EICR aguda 8 (8) 5 ©)
EICR cronica 3(3) > )
Infecciones 13 (13) 56

Bacterianas 2 (2) o

Viricas 5 (5) (

Toxoplasma 1(1) _

No filiadas 5 (5) 203
Sindrome neumonitis idiopatica 3 (3) )
Otras 5(6) -
Total 33 (33) o)

EICR: Enfermedad injerto contra receptor. N: Numero.

Las muertes atribuibles a MRT se produjeron en el dia +82 de mediana pero con un
gran rango que oscild entre los dias +8 y +1447. En la tabla 10 se detallan los
factores que se relacionaron con un mayor riesgo de MRT, tanto en el analisis
univariado como en el multivariado y los que permanecieron como
estadisticamente significativos en este ultimo fueron los siguientes:
Acondicionamiento convencional (RR 5.4, IC 95% 2.3-12-8; P<0.001), edad mayor
de 45 anos (RR 5 IC 95% 2.4-10-8; P<0.001), haber recibido un trasplante previo
(RR 2.8, IC 95% 1.3-6.3; P<0.001) y no haber recibido un trasplante con seleccion
positiva de células CD34 (RR 2.8, IC 95% 1.3-5.8; P<0.001).
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Tabla 11: Analisis de los factores relacionados con la muerte atribuible al
trasplante

VARIABLES
INTRODUCIDAS FACTOR DE RR

(SIGNIFICATIVAS EN EL RIESGO (95% IC)
ANALISIS UNIVARIADO)

Tipo de acondicionamiento CONV vs. TIR 5.4 (2.3-12.8) <0.001

Edad (afios) > 45 vs. <45 5 (2.4-10.8) <0.001

Trasplante previo Si vs. NO 2.8 (1.3-6.3) <0.001

No seleccion vs

Manipulacién ex-vivo Seleccion CD 344 2.8 (1.3-5.8) 9

Tipo de enfermedad LMC vs. Otras NS
. Médula 6sea vs.

Fuente de progenitores sangre periférica NS

Fase de la enfermedad No precoz vs. NS

Precoz

CONV: Grupo de acondicionamiento convencional, TIR: Trasplante de intensidad reducida,
LMC: Leucemia mieloide cronica, NS: No significativo.

La figura 3 muestra las curvas de incidencia acumulada de MRT en los grupos Alo-
CONV vy Alo-TIR con los pacientes estratificados por edad y por numero de
trasplante. La MRT entre los pacientes de mas de 45 afos fue mayor en los del
grupo Alo-CONV (47%, IC 95%: 34-65%) que en el grupo Alo-TIR (27%, 95% IC:
16-44%) aunque el riesgo relativo (1.95; IC 95%: 0.94-3.93; P=0.07) no alcanz6
significacién estadistica. Entre los pacientes menores de 45 afos, la incidencia
acumulada de MRT en el grupo Alo-CONV fue del 17% (IC 95%: 9-30%) y en el
grupo Alo-TIR del 0% (P=no significativa). Entre los pacientes que habian recibido
previamente un trasplante, la MRT en el grupo Alo-CONV fue superior (67%, IC
95%: 38-100%) que la observada en el grupo Alo-TIR (24%, IC 95%: 11-53%), pero
nuevamente la diferencia no resultd ser estadisticamente significativa (RR 2.7; IC
95% 0.7-9.5, P=0.135).

No se objetivo ninguna muerte en pacientes con serologia para CMV negativa y
donante también seronegativo (pacientes CMV -/-) y aunque este factor no resultd
significativo en andlisis multivariado es posible que esto sea debido al escaso

numero de pacientes CMV -/- entre nuestra poblacion.
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Figura 3: Mortalidad relacionada con el trasplante.
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Progresion de la enfermedad de base
La incidencia acumulada a los 2 afios de progresion de la enfermedad o recidiva en

la serie global fue de 25% (IC 95%: 18-34%),sin diferencias entre el grupo Alo-
CONV con un valor del 24% (IC 95%:17-35) y el grupo Alo-TIR con un valor
también del 24% (IC 95%: 14-41%). La recidiva o progresion de la enfermedad de
base fue la causa de muerte en 20 (20%) pacientes en el grupo Alo-CONV y en 7

(13%) pacientes en el grupo Alo-TIR.

Supervivencia global
La SG a los 2 anos para la serie completa fue del 55% (IC 95%: 46.6- 63.8), en el

grupo Alo-CONV fue de 52.5% (IC 95%: 42.1-62.9) y en el grupo Alo-TIR fue de
59% (IC 95%: 39.2-75.8). En la tabla 11 se detallan los factores que se
relacionaron con una menor SG en el analisis univariado y multivariado. En este
ultimo, los factores que mantuvieron significacién estadistica fueron:
Acondicionamiento convencional (RR 2.4; IC 95% 1.3-3.4, P=0.004) y edad > 45
anos (RR 2.1; IC 95% 2.1-3.6, P=0.004).
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Tabla 12: Analisis de los factores relacionados con la supervivencia global.

VARIABLES
INTRODUCIDAS FACTOR DE RR
(SIGNIFICATIVAS EN EL RIESGO (95% IC)
ANALISIS UNIVARIADO)
Tipo de acondicionamiento CONV vs. TIR 5.4 (2.3-12.8) <0.001
Edad (afios) > 45 vs. <45 5(2.4-10.8) <0.001
Tipo de enfermedad LMC vs. Otras 2.3 (1-5.2) 0.05

No precoz vs.

Fase de la enfermedad
Precoz

1.7 (0.9-3) 0.07

Manipulacion ex-vivo No seleccion vs NS
P Seleccion CD 34+

Trasplante previo Si vs. NO NS

Fuente de progenitores Medula osea vs. NS
sangre periférica

En la figura 4 se muestran las curvas de supervivencia global en los grupos Alo-
CONV y Alo-TIR con los pacientes estratificados segun la edad. En el subgrupo de
pacientes de edad > 45 anos la supervivencia del grupo Alo-CONV fue ligeramente
inferior 37% (IC 95% 22- 42%) que en el grupo Alo-TIR 54% (IC 95%: 26-72%) con
una P que rozé la significacion estadistica (P=0.06), mientras que el grupo de

pacientes menores de 45 anos, las diferencias fueron mucho menos acusadas.

Figura 4: Supervivencia Global.
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Los resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en forma de articulo en
el European Journal of Hematology y a continuacion se aporta una copia del trabajo

tal y como se publico.
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Abstract: Background: Allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation (HSCT) from human leukocyte antigen (HLA)-compatible sibling
donors is a potential curative treatment for hematological and non-
hematological malignancies. Nevertheless, high mortality rates may be
associated with this therapy, especially in older patients, those with
other comorbidities or who receive a second HSCT. Patients and
methods: We analyzed the factors associated with transplant-related
mortality (TRM) and overall survival in 157 consecutive adult patients
(104 males and 53 females) who received a HSCT [29 bone marrow
(BM) transplantation and 128 peripheral blood (PB) transplantation]
from a HLA-identical sibling between January 1995 and March 2002 in
our institution. One hundred patients received a standard conditioning
prior to HSCT (STAND) and 57 patients received a reduced-intensity
conditioning (RIC) HSCT. Filty-cight patients were in an early phase at
transplant and 99 in a non-early phase. Median age was 46 yr (16-66),
and 90 patients (57%) were =45 yr of age. Results: Patients in the
RIC group were older than those in the STAND group. and had a
higher proportion of non-early disease phases including a prior auto-
logous HSCT in 39%. Median follow-up for survivors was 28 and

15 months in the STAND and RIC groups (P < 0,001), respectively.
Cumulative incidence of TRM at 2 yr was 30% [95% confidence interval
(CI) 22-41%] for the STAND group and 22% (95% CI 13-37%) for the
RIC group [non-significant (NS)]. Factors associated with a higher
TRM in multivariate analysis were: STAND vs. RIC conditioning
regimen [relative risk (RR) 5.4: 95% CI 2.3-12.8; P < 0.001]: age

245 yrvs. <45 yr (RR 5:95% CI 2.4-10.8, P < 0.001): second vs. first
HSCT (RR 2.8, 95% CI 1.3-6.3, P = 0.01) and non-T-cell-depleted vs.
T-cell-depleted graft (RR 2.7, 95% CI 1.3-5.8, P = 0.009). Overall
survival (OS) at 2 yr was 52.5 + 10.4% for STAND group and

59 + 16.8% in RIC group. Factors associated with poorer OS in
multivariate analysis were: STAND vs. RIC conditioning regimen (RR
3.4, 95% CI 1.7-6.9, P = 0.001); age 245 vs <45 yr (RR 2.5, 95% CI
1.4-4.5, P = 0.002) and diagnosis [other than chronic myeloid leukemia
(CML) vs. CML] (RR 2.6, 95% CI 1.2-5.7 P = 0.02). Conclusions:
Our results indicate that the introduction of RIC allogeneic HSCT for
patients at high risk for TRM (advanced age, prior HSCT and non-T-cell
depletion) leads to a reduction in the TRM and improvement in the OS.
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Articulo 1: Conventional versus reduced-intensity conditioning regimen
for allogeneic stem cell transplantation in patients with hematological
malignancies

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) is a potential curative treatment for
hematological and non-hematological malignancies
but it may be associated with high rates of
transplant-related mortality (TRM), especially in
older patients or those who have undergone a
previous HSCT. TRM is mainly related to toxicity,
infections and graft-vs.-host disease (GVHD). In
recent years, reduced-intensity conditioning (RIC)
regimens are being increasingly used with the aim
of reducing TRM, because of their lower toxicity
(1-9), with apparent reduction of the early TRM (8,
10-13). However, to our knowledge, only few (10,
11) studies have shown a true reduction in the
TRM when compared with standard myeloablative
conditioning regimens. In this study, we determined
the factors associated with TRM and overall
survival (OS) in adult recipients of a human
leukocyte antigen (HLA)-identical allogeneic
HSCT in our institution, and to determine the
impact of our RIC regimen on the outcome of these
patients.

Patients and methods
Patients

We included 157 (104 males, 53 females) consecu-
tive adult patients who received a HSCT from a
HLA-identical sibling donor at the Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau between January 1995 and
March 2002. Since January 1999, RIC regimens
were being used in patients >45 yr of age and/or
who had undergone a prior autologous HSCT.
These patients gave their written informed consent
for inclusion in a multicentric prospective trial
which was approved by the Spanish Health Min-
istry and our ethical committee (7). Follow-up in
survivors was 28 months (range 3-94 months) in
the STAND group and 15 months (range
3-37 months) in the RIC group (P < 0.001).
Standard conventional myeloablative condition-
ing regimens (STAND) were used in 100 patients
and RIC in 57 patients. Main patient characteristics
are summarized in Table 1. The median age for the
entire cohort was 46 yr (range 16-66), which was
higher in the RIC group than in the STAND group
(51 yr vs. 39 yr: P < 0.001). Disease status was
defined as early phase [acute leukemia or poor-risk
myelodysplasia in first complete remission, un-
treated good-risk myelodysplasia, first chronic
phase of chronic myeloid leukemia (CML) and
lymphoid malignancy in first remission] in 50
patients (50%) in the STAND group and in eight
patients (14%) in the RIC group (P < 0.001). The
source of stem cells was peripheral blood in 72
patients (72%) in the STAND group and in all

Conventional vs. reduced-intensity conditioning

Table 1. Patient characteristics

STAND group RIC group
(n = 100) {n = 57| Pvalue
Age [median [rangel) 39 16-63) 51 (24-66) <0.001
Age
<45 yr [n (%)) 57 157) 10 (17.5] <0.001
245 yr [n (%] 43 [43) 47 (82.5)
Sex [male/female; n (%] 68 [6B1/32 (32 36|631/21 137) NS
Female ta male [a %)) 26 |26] 15 (26} NS
Diagnoses [n (%]
AML/MDS 29 129112 N2| Ay7 12|
ALL 16 16) 213
CML/MF 23 (23] 400112
NHL/CLL m () 16 (28/5 (9)
MM B (8) 13 (23}
HL 5(9)
Disease phase; 50 |SD1/SD (50| 8 (14}/49 (86} <0.001

early/non-early (%)

Source of progenitors; 72 721728 172 56 (981/1 (2) <0.001
PB/BM (%]
T-cell-depleted graft [%) 55 (951745 [45] 0 <0.001

Number of HSCT,
first/mare than one (%)

94 (9416 (6) 35 (61)/22 (39) <0.001

Donor/recipient 6 (6) 6 (105 NS
CMV-negative (%)
Follow-up for 28 13-94) 145 (3-37| <0.001

survivors [months)

AML, acute myeloid leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome; ALL, acute hym-
phoblastic leukemia; CML, chranic myeloid leukemia; MF, idiopatic myelofibrosis;
NHL, non-Hodgkin's lymphoma, CLL, chronic lymphocytic leukemia; MM, multiple
myeloma; HL, Hodgkin's tymphoma.

except one patient in the RIC group (P < 0.001).
Ex vivo manipulation of stem cell was performed in
45 patients in the STAND group and in none in the
RIC group. A previous HSCT had been performed
in six patients (6%) in the STAND group and 22
(39%) in the RIC group (P < 0.001).

Conditioning regimens

Conditioning regimens are detailed in Table 2. Two
different conditioning regimens were used in the
RIC group, one for myeloid malignancies and the
other for lymphoid malignancies. The myeloid RIC
regimen consisted of fludarabine plus busulphan

Table 2. Conditioning regimens usad in HSCT

Conditaning regimen n (%)

STAND group 100
Cy 120 mg/kg/d}-TBI (13.5 Gy) 58 (58)
Cy (120 mg/kgl-etoposide (10 ma/kg)-TBI (13.5 Gy) 11(1)
Cy (100 mg/kg)-thiotepa {5 ma/ka/d <8 and ~7)-TBI [13.5 Gy| 5(5)
Cy (120 mg/kg/d}-busulphan (16 mg/kg) 17 (17)
Cy (100 mg/kgl-busulphan (12 ma/kgh-Thiotepa |10 ma/kgl 5 (5)

RIC group 57
Fluadarabine (150 mg/m?/d-melphalan (140 mg/m?) 1(72)
Fluadarabine (150 ma/m’/d-busulphan (10 mg/kg) 16 (28)

Cy, cyclophosphamide; TBI, tatal body irradiation.
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and the lymphoid RIC regimen consisted of flud-
arabine plus melphalan. In the STAND group,
most patients (96%) received high doses of cyclo-
phosphamide. Seventy-four of them (74%) received
total body irradiation with high doses of cyclo-
phosphamide (11 with etoposide and five with
thiotepa), and 17 (17%) patients received busul-
phan with cyclophosphamide.

Graft-vs.-host disease prophylaxis and supportive care

Graft-vs.-host disease (GVHD) prophylaxis in the
RIC group consisted of cyclosporine A (CsA) and a
short course of methotrexate (MTX) therapy,
followed by folinic acid rescue, as described else-
where (7). Briefly, 10 mg,."m2 of MTX was given on
day +1 (24 h after stem cell infusion), =3 and +6
followed by 10 mg folinic acid every 6 h for four
doses after the start of each dose of MTX (24 h
after MTX). In the STAND group, 64% of the
patients received CsA and a short course of MTX
followed by folinic acid rescue, while recipients of
CD34 + -selected grafts received CsA alone (28%)
or CsA and prednisone (8%). Prophylaxis was
maintained in both groups until day +90 in those
patients without acute GVHD, disease progression
or graft failure. Acute and chronic GVHD were
graded by established criteria (13, 14). Grade 11 or
greater acute GVHD was treated with prednisone
or an equivalent at 2 mg/kg/d. with subsequent
tapering in responsive cases. Refractory cases were
treated with antilymphocyte globulin, anti-interleu-
kin (IL) 2 or other salvage regimens.

Infection prophylaxis consisted of norfloxacin or
ciprofloxacin treatment during the neutropenic
period or until the start of cefepime or imipenem
for neutropenic fever and fluconazole until hospital
discharge or until the the start of amphotericin for
persistent fever. Fluconazole was also used when-
ever steroids were used. Aciclovir was administra-
ted until hospital discharge. Cytomegalovirus
(CMV) antigenemia was monitored twice weekly
until hospital discharge and at least once weekly
until day +100, and after that as clinically
indicated.

Statistical analysis

The probability of OS was estimated from the time
of transplantation using the Kaplan—Meier prod-
uct-limit estimate, while the probabilitiy of TRM
was calculated using cumulative incidence esti-
mates. For the endpoint of TRM, disease progres-
sion was regarded as a competing risk. Patients
who died without disease progression were cate-
gorized as TRM, while patients alive without
progression were censored at last follow-up and
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those who suffered disease progression were cen-
sored at progression. OS was calculated from
transplant until death from any cause. and survi-
ving patients were censored at last follow-up. The
cumulative incidence and time to onset of acute
GVHD and chronic GVHD were calculated in all
patients who survived for at least 16 and 100 d after
transplant, respectively. Granulocyte engraftment
was defined as the first day when the granulocytes
reached counts of >0.5 x 10”/L and platelet en-
graftment was defined as the first day when the
platelets reached counts of =50 x 107/L. without
transfusion.

Univariate analyses of the association of various
clinical risk factors with the hazard of failure from
TRM and OS were performed using univariate Cox
regression models. Multivariate analyses were per-
formed with Cox proportional hazards regression,
with inclusion of variables with a P-value <0.1 in
the prior univariate testing. The assumption of
proportional hazards over time was tested for all
explanatory covariates using a time-dependent
covariate. Two-sided P-values resulting from the
regression models were derived using the Wald test,
and no adjustments were made for multiple
comparisons.

Results
Hematological recovery

Time to granulocyte engraftment was 14 d (range
9-33 d) in the STAND group and 15 d (range 11—
26 d) in the RIC group (P-value NS). Time to
platelet engraftment was 17 d (range 7-110 d) in
the STAND group and 14 d (range 10-377 d) in
the RIC group (P-value NS). One patient who had
been transplanted with a CD34 + -selected graft in
the STAND group developed graft failure and died
of viral pneumonia after a second HSCT.

Graft-vs.-host disease

Four patients (two in each group) died before
engraftment, on days 8, 10, 15 and 16 after HSCT
because of hepatic veno-occlusive disease, intersti-
tial pneumonia, neurologic toxicity and an un-
known infection, respectively. Acute GVHD was
evaluable in 153 patients. Ninety-three patients
(61%) developed acute GVHD, 66 patients (67%)
in the STAND group and 25 (45%) in the RIC
group. Sixty-five patients (41%) developed grade
-1V acute GVHD. 46 (47%) in the STAND
group and 19 (35%) in the RIC group. The
cumulative incidence of grade II-IV acute GVHD
at 100 d in STAND and RIC group were 46%
(95% CI 38-57%) and 35% (95% CI 24-50%),
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respectively [relative risk (RR) 1.7: P = 0.056]. The
median day of onset of acute GVHD was +21
(range 10-82) in the STAND group and +35
(range 15-95) in the RIC group (P = 0.003). The
cumulative incidence of grade II-1V acute GVHD
in recipients of a non-CD34 + -selected graft was
50% (95% CI 38-65%) in the STAND group.

One hundred and sixteen patients were evaluable
for chronic GVHD, 74 (74%) in the STAND group
and 42 (74%) in the RIC group. Forty-two (57%)
evaluable patients in the STAND group developed
chronic GVHD, and in 20 (27%) of these patients it
was extensive. In the RIC group, 28 (66%) evalu-
able patients developed chronic GVHD, which was
extensive in nine (21%) patients. The cumulative
incidence at 2 yr of chronic GVHD was 62% (95%
CI 54-72%) for the entire cohort. The cumulative
incidence of chronic GVHD at 2 yr for the STAND
and RIC group were 59% (95% CI 49-72%) and
68% (95% CI 55-84), respectively (P-value NS).
The cumulative incidence of chronic extensive
GVHD for the entire cohort was 26% (95% ClI
19-36%), and for the STAND and RIC groups it
was 28% (95% CI 19-40%) and 23% (95% CI 13-
41), respectively, (P-value NS). In recipients of non-
CD34 + -selected grafts in STAND group, the
cumulative incidence of chronic extensive GVHD
was 37% (95% CI 24-56%).

Transplant-related mortality

Thirty-three (33%) of the 100 patients included in
the STAND group died of TRM during the follow-
up period, when compared with 12 of 57 (21%) in
the RIC group. The cumulative incidence of TRM
at 2 yr for the entire group was 27% (95% CI 21—
36%). In the STAND group, the cumulative
incidence of TRM at 2 yr was 30% (95% CI 22—
41%) and in the RIC group it was 22% (95% CI
13-37%) (NS). The main causes of TRM were
infections and GVHD (Table 3). TRM occurred at
a median day + 82 (10-1447) in the STAND group
and at day +99 (8-352) in the RIC group (NS)
(Table 3). The factors associated with higher TRM
at 2 yr in univariate analysis were: age 245 yr vs.
<45 yr (41% vs. 17%, respectively: P = 0.0045)
and CMV donor/receptor other than negative/
negative vs. negative/negative (33% vs. 0%; P =
0.04). Sex, diagnosis, phase at transplant, source of
stem cells, type of conditioning regimen, number of
stem cells, number of HSCT, T-cell depletion and
ABO incompatibility were not found to be statis-
tically significant in the univariate analysis. In the
multivariate analysis, we included the conditioning
regimen (STAND vs. RIC), age (245yr
vs. <45 yr), number of HSCT (more than one vs.
first), ex vive manipulation (CD34+ -selected

Conventional vs. reduced-intensity conditioning

Table 3. Causes of TRM in both groups of patients

Cause STAND (n = 100) RIC n = 57)
Acute GVHD 8 (8| 509
Chronic GYHD with or without infection 343 203)
Infections 13013) 308
Bacterial 212 1(2)
Viral 51{5] -
Toxoplasma 11 -
Unknowm 55| 203)
Idiopatic pneumonia Sdr 33 -
Other 6 {6l 203
Total 33(33) 12 (21)
Onset, median day [range| +B2 (10-1447) +49 (8-352)
<aday +#30 3\10) 2 (16)
Day +31 to +100 16 {48) 5 (42)
>day +100 14 {42) 5 (42)

Values are given as n (%).

vs. non-CD34+ -selected), phase at transplant
(non-early vs. early), diagnosis (non-CML vs.
CML), CMYV status, and the source of stem cells
(PB vs. BM). Results are shown in Table 4. The
most important factor associated with TRM was
STAND conditioning regimen (RR 5.4; 95% CI
2.3-12.8: P < 0.001). and the second most im-
portant factor was age 245 yr (RR 5; 95% CI 2.4-
10.8: P < 0.001). Other factors associated with
higher TRM were having received a previous
HSCT (RR 2.8; 95% CI 1.3-6.3; P = 0.01) and a
non-T-cell-depleted graft (RR 2.7; 95% CI 1.3-5.8;
P = 0.009).

Figure | shows the cumulative incidence of TRM
by conditioning regimen with patients stratified by
age and by the number of HSCT. Among those
patients older than 45 yr (Fig. 1A), the cumulative
incidence of TRM was higher in patients in the
STAND group (47%; 95% CI 34-65%) than in the
RIC group (27%: 95% CI 16-44%), although this
difference was not statistically significant (RR 1.95;
95% CI 0.94-3.93, P = 0.07). Among patients
<45 yr of age (Fig. 1A), the cumulative incidence
of TRM in the STAND group was 17% (95% ClI
9-30%) and for the RIC group it was 0% (NS). In
the subgroup of patients with a previous HSCT,
cumulative incidence of TRM at 2yr in the
STAND and RIC group were 67% (95% CI 38-
100%) and 24% (95% CI 11-53%), respectively

Table 4. Multivariate analysis of TRM

Cavariate Risk Factar AR (95% CI P
Canditioning regimen STAND vs RIC 54 (23-128) <0.001
Age 245 vs <45 5(24-108) <0.001
HSCT number >lws ] 28(1.3-6.3 <0
Ex-vivo manipulation Non T-cell depleted 281.3-58| 0.008
Disease Other than CML vs CML NS
Source of progenitors BM vs PB NS
Phase Non early vs early NS
147
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Fig. 1. Transplant-related mortality in both groups of patieats (STAND vs. RIC). (A) Patents stratified by age and (B)

patients stratified by number of transplant.

(RR 2.7; 95% CI 0.7-9.6, £ = 0.135) (Fig. 1B). In
the subgroup of patients who had not undergone a
previous HSCT, the cumulative incidence of TRM
in the STAND and RIC group were 27% (95% CI
20-38%) and 20% (95% CI 9-40%), respectively
(RR 1.7; 95% CI 0.7-42, P=102) (Fg 1B).
Although no death occurred tn CMV-seronegative
patients with @ CMV negative donor (~/~ CMV
patients), there was no statistical significance of
CMYV status in multivariate analysis, but this was
possibly related to the low frequency of /-~ CMV
patients in our study.

O'sease prograssion

Cumulative incidence of disease progression or
relapse at 2 yr was 25% (95% CI 18-34%) for the
entire cohort, without differences between STAND
and RIC groups [24% (95% CI 17-35%) and 24%
(95% Cl 14-41%), respectively]. Relapse or pro-
gresston was the cause of death tn 20 (20%) patients
in the STAND group and in seven {13%) patients
in RIC group.

Crverall surviva

The OS at 2yr for the entire group was
$5.2 = 8.6%. The OS at 2 yr for the STAND
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group wis 52.5 = 10.4% and 59 + 16.8% for the
RIC group. In univanate analysis, the factors
associated with tmproved OS were: age (<45 yr
vs, 245 vr): 67 and 46%, respectively (P = 0.02);
phase at transplant (early vs. non-varly): 69 and
47%, respectively (P = 0.02); diagnosis (CML vs.
other diagnosis): 85 and 48%. respectively (P =
0.006). Other factors (the number of HSCT, con-
ditioning regimen, source of stem cells, year of
HSCT, sex, CMV status, ABO incompability,
ex vivo manipulation or use of TBI) did not have
any mmpact on OS. For multivariate analysis, the
factors included were conditioning regimen
(STAND vs. RIC), uage (245yr vs. <45 yr),
number of HSCT (more than one vs. first), ex vive
manipulation (CD234+-selected vs. non-CD34+ -
selected), phase at transplant {non-early vs. early),
diggnosis (non-CML vs. CML), CMV status (~/~
vs. others) and the source of stem cells (PB vs. BM).
Results are shown in Table 5. The factors assoct-
ated with a deleterious effect on OS were condi-
tioning regimen (STAND vs. RIC) (RR 2.4; 95%
Cl 1.3-3.4, P =0004); age (245 yr vs. <45 yr)
(RR 2.1; 95% Cl 1.3-3.6, P = 0.007), diagnosis
(other than CML vs. CML), phase at transplant
and number of HSCT showed a trend towards
lower OS (Table 5). Figure 2 shows the OS in the
STAND and RIC groups when stratified by age. In
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Fig. 2. Owerall survival in both groups of patent (STAND
vs. RIC). stratified by age (<45 yr ve. 245 yr).

the subgroup of patients older than 45 yr, OS at
2 yrin the STAND and RIC group was 37 = 15%
and 54 + 18%, respectively (P = 0.06). In the
subgroup of patients younger than 45 yr, OS at
2 yr in the STAND and RIC group was 64 = 13%
and 90 + 19%, respectively (£ = 0.2) (Fig. 2).

Reduced-intensity conditioning regimens for allo-
grafting were designed to allow patients who had a
very high nsk of TRM with conventional

Conventional vs. reduced-intensity conditioning

myeloablative conditioning regimens to undergo
an allogencic transplant. In the past, numerous
phase II studies with a varety of RIC regimens
huave shown that stable donor engraftment can be
obtained, with an apparent tolerable extrahemato-
logic toxicity from the conditioning regimen itself.
Although RIC regimens were introduced to reduce
TRM, there are only few studies companng TRM
in RIC and STAND regimens (11, 15, 16) and all
show ¢ lower TRM in RIC group. In a recent study
Diaconescu et af. {10) found non-myeloablative
conditioning as the strongest factor predicting
reduced TRM and regimen-related toxicities. and
our study supports these results, Diaconescu ef al.
(10} found that the reduction of TRM was specially
relevant among those patients with poorer pre-
transplant characteristics, while we find that the
benefit was higher in those patients undergoing
their second HSCT.

In this study, several differences were found
between both groups. The vear of transplantation 15
different as STAND group patients were included
sinee 1995 and RIC transplants began in our center
in 1999, Nevertheless, no significant changes were
introduced in standard practice in these years in our
center. Other differences, such as discase status, age
and prior transplantation also differed between
both groups, but all these variables were more
unfavorable in RIC group patients,

This study shows that the use of a STAND vs.
RIC regimen was the most important factor asso-
ciated with TRM in a single transplant unit and
over a stmilar tme period. Thus, the well-known
‘center effect’ and “time effect’ in the rate of TRM
does not confound the results, as occurs in retro-
spective multicenter or registry  studies. Other
classical risk factors such as age, second transplants
and diagnosis were also significant in our study.
CMV status was not statistically significant, prob-
ably because only 12 patients (six in each group)
were seronegative for CMYV, but 1t 15 noteworthy
that no CMV seronegative patient with a seroneg-
ative donor died. Improvement in the TRM was
observed in all the high-risk patient subsets.
Although the same vanables increased the TRM
in recipients of a conventional and a RIC trans-
plant, the former subgroup of paticnts were more
susceptible to these negative variables. Advanced
discase at transplantation showed only a tendency
towards a higher mortality, possibly if the groups
were more homogencous 1t will be an important
variable in TRM, as in other analyses.

Some authors have warned of the nisk of rapid
disease progression after mintmally intensive RIC
regimens, However, the RIC regimens used in this
study include some directly cvtotoxic chemotherapy,
although much less than conventional regimens.
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This may explain the absence of differences in relapse
incidence in the short term. giving time for the
establishment of a GVT effect (4, 6. 7. 9). Other
authors using similar RIC regimens have also
observed prolonged disease-free survival in high-
risk patient groups (7. 8, 11). The similar relapse
incidence with a reduced TRM led to an improve-
ment in OS in the RIC group. However, several
things made a direct comparison in relapse between
both regimens impossible as the different diagnostics
withmore AML/MDS inthe STAND group (57% in
STAND group vs 22% in RIC group) and the brief
follow-up in RIC group (28 months in STAND vs
14 months in RIC group: P < 0.001) which may
decrease the probability of relapse, and thus, the true
impact of RIC regimens on relapse and OS will
require future studies focused on specific diseases.

Patients in the RIC group showed a clear
tendency to have a lower incidence of acute GVHD
than those in STAND group. In previous reports of
RIC regimens, the incidence of acute GVHD was
quite variable, with studies reporting both low and
high incidences. These differences are due to the
immunosuppressive regimens used and the inclu-
sion of unrelated and mismatched donors in many
reports. The decrease in acute GVHD in RIC
regimens is possibly because of a decrease in the
release of cytokines and inflammatory mediators,
as described elsewhere (17, 18). It is important to
note that in the STAND group 45 (45%) patients
received a T-cell-depleted graft, which undoubtedly
reduces the incidence of acute GVHD (19). In fact,
when comparing only non-T-cell-depleted grafts,
the incidence of acute GVHD was even higher in
the STAND group. The onset of acute GVHD was
significantly delayed in the RIC group, as shown by
others (12, 20, 21). These differences may be
important in reducing the TRM by allowing the
separation of the conditioning-related toxicities and
GVHD. On the contrary, no differences were found
in the incidence of chronic GVHD, which appears
to be the main factor related with disease control in
RIC allografts (2, 22-24).

In conclusion, our study shows that the introduc-
tion of RIC conditioning regimens in our transplant
program has led to a reduction of TRM in high-risk
patients, with no apparent increase in discase
progressions and an improvement in survival. Thus,
the initial objective for the introduction of these
regimens has been accomplished. Future studies
should focus on the refinement of these RIC
regimens and their impact in specific diseases.
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Objetivo 2: Estudio de la eficacia del Alo-TIR en LMA y
SMD a largo plazo. Efecto de la enfermedad injerto contra
huésped crénica en la supervivencia.

Resumen
Este trabajo se realizd con la intencion de estudiar el resultado a largo plazo del

trasplante con acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TIR) en pacientes
con leucemia mieloide aguda (LMA) y sindrome mielodisplasico (SMD) de alto
riesgo, e investigar los factores relacionados con los resultados.

Se incluyeron 93 pacientes de diversos centros (59 LMA y 34 SMD), con una edad
mediana de 53 afios y un seguimiento mediano de 43 meses.

La mortalidad asociada al procedimiento a los 3, 12 y 48 meses fue del 8%, 16% y
21%, respectivamente. La incidencia de recidiva a 1 y 4 afnos fue de 23% y 37%,
respectivamente, y supuso la principal causa de muerte en la serie. A los 4 anos, la
supervivencia global fue del 45% y la libre de evento del 43%. La incidencia
acumulada de enfermedad injerto contra receptor crénica fue del 53% y su
presencia resultd ser el factor mas importante en términos de reduccion de recidiva
y de mejora de la supervivencia global y libre de evento. La realizacion del
trasplante a pacientes enn fases avanzadas de la enfermedad se asoci6 a una
mayor incidencia de recidiva y peor supervivencia libre de evento.

Nuestro estudio confirmé la capacidad del acondicionamiento de intensidad
reducida para obtener remisiones a largo plazo en pacientes no candidatos a
trasplante con acondicionamiento convencional. Los resultados sugieren que el
desarrollo de enfermedad injerto contra huésped crbnica juega un papel
fundamental en el control de la enfermedad y en la obtencion de mejora en

términos de supervivencia en los pacientes tras el trasplante.

Justificacion

Con el trabajo previo demostramos que era posible utilizar un acondicionamiento
de intensidad reducida en pacientes de alto riesgo no candidatos a un
acondicionamiento convencional por el elevado riesgo de mortalidad asociada al
trasplante. Los resultados globales de mortalidad y la supervivencia global

resultaron similares, pero es importante remarcar que los pacientes a los que se
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aplic6 el acondicionamiento de intensidad reducida no eran candidatos a un
trasplante convencional. Por lo tanto desde nuestro punto de vista se alcanzo el
objetivo principal que era ofrecer la posibilidad a los pacientes de beneficiarse del
efecto injerto contra tumor de un trasplante alogénico.

El trabajo anterior tuvo un seguimiento poco prolongado y su objetivo no fue valorar
la eficacia en una enfermedad concreta, dado que la poblacion fue heterogénea en
cuanto a su enfermedad de base.

En este segundo trabajo nos propusimos analizar la eficacia del acondicionamiento
de intensidad reducida en un grupo de pacientes homogéneo en cuanto a su
enfermedad y analizar los resultados a largo plazo, con la intencion de valorar el
trasplante no solo en sus fases iniciales sino como estrategia potencialmente

curativa.

Pacientes y métodos:
Se incluyeron 93 pacientes con LMA o SMD que recibieron un Alo-TIR de un

hermano HLA-idéntico dentro de un estudio prospectivo fase Il, que se llevo a cabo
en seis hospitales espanoles entre 1998 y 2005. Los criterios de inclusion fueron
tener una LMA o SMD que requiriese un Alo-TPH y que el paciente no fuese
candidato a un Alo-CONV por un elevado riesgo de MRT . Los criterios de
exclusion incluyeron: Creatinina o bilirrubina superior a dos veces el valor maximo
de la normalidad de cada centro, elevacion de AST o ALT tres veces superior al
valor maximo de la normalidad de cada centro o positividad para el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Los pacientes se incluyeron en el estudio una vez
aprobado el protocolo por la Agencia Espanola del Medicamento y los comités
locales de cada centro participante y tras haber firmado el consentimiento

informado.
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Tabla 12: Caracteristicas de los pacientes.

NUMERO %

Edad: mediana (rango), afios 53 (21-70)
Edad >60 afnos. 38 41
Sexo (mujer). N(%) 36 39
Diagnostico. N(%) 63
LMA 59 66*
Riesgo citogenético bueno/intermedio 39 o4+
Riesgo citogenético alto 14 10*
Riesgo citogenético no disponible/no mitosis 6
SMD 34 o
IPSS intermedio-1 6 53
IPSS intermedio-2 18 51
IPSS alto 7 8
IPSS no disponible 3
Respuesta al tratamiento previo
No tratado 26 28
Quimiosensible (RC tras la Gltima quimioterapia) 46 49
Quimiorefractario (NO RC tras la ultima quimioterapia) 21 22
Trasplante autélogo previo 11 12
Motivo para haber recibido un Alo-TIR
Trasplante previo 2 2
Edad avanzada 65 70
Comorbilidades o estado general por escala ECOG>1 4 4
Mas de una causa 22 21
Céulas CD 34* infundidas por kg (x10 4.5 (1.6-15.6)
Seguimiento (meses), mediana (rango) 43 (3-89)

*El porcentaje aplica solo a los pacienes con LMA, # El porcentaje aplica sdlo a los
pacientes con SMD. LMA: Leucemia mieloide aguda, SMD: Sindrome mielodisplasico. Alo-
TIR: Trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida. CMV:
Citomegalovirus. RC: Remisién completa. IPSS: Indice pronéstico internacional. N: Nimero

Las caracteristicas de los pacientes estan detalladas en la tabla 12. La edad
mediana fue de 53 afnos (rango 21-70 afnos) y un 41% de los pacientes tenian una
edad > 60 anos. Se incluyeron 59 pacientes (63%) con LMA 'y 34 (37%) con SMD.
Los pacientes con SMD y menos de un 10% de blastos recibieron el trasplante
como primera linea sin tratamiento previo, mientras que aquéllos con mas de un

10% de blastos recibieron quimioterapia tipo LMA previamente al trasplante.
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El acondicionamiento utilizado fue el mismo que se ha explicado previamente y
consistidé en la combinacion de fludarabina en dosis total de 150 mg/m?2 (repartidos
durante los dias -9 a -5), con busulfan en dosis total de 8 6 10 mg/kg o su dosis
equivalente endovenosa (repartidos en los dias -6 a -4). Las células se infundieron
en el dia 0 y en todos los casos se obtuvieron de sangre periférica de donantes
familiares HLA idénticos tras movilizacién con G-CSF. La profilaxis de la EICR se
basé en el uso de ciclosporina en todos los casos, en combinacion con un agente
anti-metabolito que fue metotrexate en 82 casos y micofenolato mofetil en 11
pacientes. La dosis de ciclosporina se ajustd a los niveles serios. EI motivo de usar
dos dosis diferentes de busulfan y el uso de micofenolato mofetil en lugar de
metotrexate se debidé a una modificacién incluida en 2004 con la intencién de
reducir mas la toxicidad relacionada con el acondicionamiento. Dado que los
resultados entre estos pacientes no fueron distintoss se analizaron todos juntos.

La profilaxis anti-infecciosa fue determinada por cada centro, pero en todos los
casos incluydé el uso de trimetroprim-sulfamtoxazol o pentamidina y la
monitorizacion del CMV semanalmente, con la administraciébn de ganciclovir o
fosaren en caso de reactivacion del virus.

Se permiti6 la infusion de linfocitos del donante, en casos de recidiva o quimerismo

mixto persistente al retirar por completo la inmunodepresion.

Consideraciones estadisticas
Los objetivos principales del presente estudio fueron el andlisis de la supervivencia

global (SG), supervivencia libre de progresion (SLP), mortalidad relacionada con el
trasplante (MRT) y recidiva. Las probabilidades de SG y SLP se estimaron a partir
del momento del trasplante usando las curvas de Kaplan y Meier, mientras que la
MRT vy la recidiva de la enfermedad se consideraron eventos competitivos y se
analizaron mediante el calculo de incidencia acumulada, teniendo en cuenta el
riesgo competitivo correspondiente. También se analiz6 mediante incidencia
acumulada la enfermedad injerto contra receptor (EICR) y el injerto
hematopoyético. El andlisis univariado de los factores que influyeron en estas
variables se realizé6 mediante el test de Cox univariado, mientras que para la SG y
la SLP se utilizé el test log-rank. Todos los factores que resultaron tener al menos
una tendencia en el analisis univariado definida como un valor de P< 0.1 fueron

incluidos posteriormente en un andlisis multivariado, realizado mediante el test de
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Cox multivariado y teniendo en cuenta los riesgos proporcionales a lo largo del
tiempo. Cuando se incluyé el desarrollo de EICR como factor que potencialmente
influyé en uno de las variables analizadas se introdujo la variable EICR como una
variable tiempo dependiente. Las curvas del impacto de EICR crénica en la
supervivencia y recidiva se realizaron con la intencidén de representar el impacto de
dicho factor en las variables analizadas.

Se defini6 como enfermedad quicio-sensible cuando el paciente alcanzé remision
completa (RC) tras la ultima quimioterapia administrada, mientras que se consideré
quimiorefractario aquel paciente que no alcanz6 RC tras el Gltimo tratamiento
recibido.

La enfermedad se consider6 en fase precoz de acuerdo a los criterios previamente
establecidos y comunmente utilizados en el contexto del trasplante (Appelbaum FR,
2005; de Lima M 2006). Especificamente se incluyeron en esta categoria los
pacientes con LMA o SMD en RC tras la quimioterapia de induccion y los pacientes
con SMD que no recibieron ningun tratamiento previo al trasplante.

El injerto de neutrofilos se definid como el primero de tres dias consecutivos con

mas de 0.5 x109/L neutréfilos y el injerto de plaquetas como el primero de 3 dias

consecutivos con recuentos superiores a 20 x109/L y sin recibir transfusiones. El
desarrollo y el estadiaje de EICR se realizaron de acuerdo a los criterios
establecidos (Przepiorka D, 1995) y siempre que fue posible se realiz6 una biopsia
del 6rgano afectado para confirmar el diagnéstico. La diferenciacién entre EICR
aguda y crénica no se realizdé conforme a la definicidn clasica basada en el dia
+100 sino que se tuvo en cuenta la recomendacion del National Health Institute y
se definié de acuerdo a los hallazgos clinicos e histélogos (Filipovich AH, 2005)

Los estudios de quimerismo se realizaron mediante el estudio de locus de
minisatélite usando la reaccidbn en cadena de la polimerasa. Se considero
quimierimo completo la presencia de un 100% de células derivadas del donante y
en aquellos casos en que se disponia de estudios de subpoblaciones la
determinacion del quimerismo se realizé en base al resultado del quimerismo de los
linfocitos T (N=46)

75



Objetivo 2: Estudio de eficacia del Alo-TIR en LMA 'y SMD a largo plazo

Resultados

Recuperacion hematopoyética y estudios de quimerismo

Todos los pacientes, excepto dos que murieron en el dia +2 y +6, fueron evaluables
para el injerto hematopoyético. La recuperacidon de neutréfilos se produjo de
mediana en el dia +17 (rango 7-27) y la de plaquetas en el dia +11 (rango 0-59). No
se produjeron fallos de injerto primarios ni secundarios.

Se realizaron estudios de quimerismo en 86 (92%) pacientes. La mediana para
alcanzar la situacion de quimerismo completo fue de 30 dias (rango 17-240)
cuando se estudié en celularidad total y de 100 dias (rango 17-731) cuando se

realiz6 un estudio especifico en linfocitos T (P< 0.01)

Enfermedad Injerto Contra Receptor
Treinta y tres pacientes (35%) desarrollaron EICR aguda y en 14 de ellos (15%) se

catalogd como severa (grado 3-4), para unas incidencias acumuladas de EICR
global y grado 3-4 del 34% (IC 95%: 44-66%) y 45% (IC 95%:7-21%),
respectivamente.

Cincuenta y un pacientes desarrollaron EICR crénica y en 39 casos (50%) fue
extensa, para unas incidencias acumuladas del 53% (IC 95%: 44-65%) y 45% (IC
95%:35-58%), respectivamente. En la tabla 13 se detallan las caracteristicas de la
EICR cronica. En el ultimo seguimiento, se habia podido retirar la inmunosupresion
por completo en 29 pacientes (35%) tras una mediana de 6 meses (rango 2-49
meses) desde el trasplante. Diecinueve de los 43 pacientes vivos en el ultimo
seguimiento (43%) dejaron de recibir tratamiento inmunosupresor tras una mediana

de 9 meses (rango: 3-41) tras el trasplante.

Supervivencia global
En el Gltimo seguimiento 44 (47%) pacientes estaban vivos y 49 (53%) habian

muerto como consecuencia de recidiva de la enfermedad de base (N= 27, 29%),
EICR (N= 12, 13%), infecciones (N= 5, 5%) u otra toxicidad (N=5, 5%). La
probabilidad de supervivencia global en la serie completa a los 4 afos fue del 45%
(IC 95%: 34-56%) y fue similar entre los pacientes con LMA y con SMD: 42 (IC
95%: 28-56%) y 49% (IC 95%:31-76%), respectivamente (P=0.4) La figura 5
muestra las curvas de SG y SLP en la poblacion general y en LMA'y SMD.
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Tabla 13: Caracteristicas de la enfermedad injerto contra huésped crénica

NUMERO %

EICR, Incidencia acumulada a 4 afios (IC 95%)

Global 53% (44-65)

Extensa 45% (33-58)
Tipo de aparicion

Progresiva 30 58

De Novo 17 33

Aquiescente 4 9
Organos afectados, Mediana (rango) (1) 3 (1-5)

Piel 36 72

Mucosa Oral 35 70

Ojos 10 20

Gastrointestinal 14 28

Hepatico 34 68

Pulmonar 11 22
Necesidad de segunda linea de tratamiento (2) 16 33
Pacientes sin inmunodepresion en el ultimo seguimiento (3) 19 44
Respuesta al tratamiento (4)

Respuesta completa 16 33

Respuesta parcial 21 44

Muerte por EICR 11 23
indice de Karnofsky Gltimo seguimiento, mediana (rango) (5) | 90 (70-100)

100 9 30

90 13 43

70-80 8 27

Pacientes evaluables: (1) 50, (2) 48, (3) 43, (4) 48 (5)41.

La tabla 14 detalla los factores que influyeron en la supervivencia global en el
analisis univariado y multivariado. El Unico factor asociado a peor supervivencia en
el analisis multivariado fue la ausencia de desarrollo de EICR cronica (Hazard ratio
(HR) 6.1; IC 95%:3.3-11.3; P<0.001)
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Tabla 14: Andlisis de los factores relacionados con la supervivencia global

ANALISIS UNIVARIADO | ANALISIS MULTIVARIADO

“in | e | nficem] e
3

QT pre-TPH 0.08 -

>5% blastos pre-TPH 5.5 0.02 -

Citogenética Alto Riesgo 3.4 0.06 -

Ausencia EICR ¢ 6.7 <0.01 6.1 3.6-125 <0.001
Fase avanzada 6.8 9 - -

Supervivencia libre de progresion y recidiva
En el momento del ultimo seguimiento, 33 pacientes habian recidivado (45%) tras

una mediana de 4 meses (0.6-49) post-trasplante. Las incidencias acumuladas de
recidiva a los 3 meses, 1y 4 afos fueron respectivamente: 15% (IC 95%: 9-25%);
29% (IC 95%: 21-40%) y 37% (IC 95%: 32-59%) Los factores asociados con una
mayor incidencia de recidiva en el analisis univariado fueron la refractariedad a la
quimioterapia previa, citogenética de alto riesgo, la presencia de mas de un 5% de
blastos en médula ésea y la ausencia de desarrollo de EICR cronica. En el andlisis
multivariado los factores relacionados con una mayor recidiva fueron la ausencia de
desarrollo de EICR croénica (HR 6.5; IC 95%: 3.1-13.8; P<0.001), seguida de una
fase avanzada en el momento del trasplante (HR 2.2; IC 95%: 1.1- 4.4; P=0.3).

La probabilidad de SLP a 4 afos en la poblacion general fue del 43% (IC 95%:
32-54%) y no fue estadisticamente diferente entre los pacientes con LMA y SMD:
39% (IC 95%: 26-52%) y 49% (IC 95%: 31-67%), respectivamente (P=0.3). Los
factores que influyeron en la SLP en el andlisis univariado se detallan en la tabla
15. En el anélisis multivariado las variables que se asociaron a peor SLP fueron la
ausencia de desarrollo de EICR crénica (HR 5.3; IC 95%: 2.4-13.8; P<0.001),
seguida de una fase avanzada en el momento del trasplante (HR 2.6; IC 95%: 1.2-
5.4; P=0.01).

Un total de 11 pacientes recibieron infusién de linfocitos del donante (en todos los
casos por progresion de la enfermedad de base) tras una mediana de 4.3 meses
(rango 4.6) post-trasplante. Cinco pacientes obtuvieron RC tras la infusion de
linfocitos del donante y cuatro la mantenian en el tltimo seguimiento (1, 9, 10 y 35

meses tras la infusidbn de linfocitos), mientras que los seis pacientes que no
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respondieron a la infusibn de linfocitos fallecieron como consecuencia de la

enfermedad de base.

Figura 5: Curvas de supervivencia global y supervivencia libre de progresion
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Tabla 15: Analisis de los factores relacionados con la supervivencia libre de
progresion

ANALISIS UNIVARIADO | ANALISIS MULTIVARIADO

" | p | Joe] b
4

QT pre-TPH 0.04 -

>5% blastos pre-TPH 1.9 0.08 -

Citogenética Alto Riesgo 1.9 0.08 -

Ausencia EICR ¢ 6.3 <0.001 42 1.9-94 <0.001
Fase avanzada 6.5 0.01 26 1254 0.01

Mortalidad relacionada con el trasplante
Dieciocho pacientes fallecieron como consecuencia de complicaciones

relacionadas con el trasplante tras una mediana de 4.3 meses (rango 0-21) post-
trasplante. Las incidencias acumuladas de MRT a los 3 meses, 1 y 4 afnos fueron:
8% (IC 95%: 4-15%), 16% (IC 95%: 10-26%) y 20% (IC 95%: 14-32%),
respectivamente. Los factores relacionados con una mayor incidencia de MRT en el
analisis univariado fueron el desarrollo de EICR aguda, edad superior de 60 afos,
mas de un 5% pre-TPH y la ausencia de quimioterapia previa. En el analisis
multivariado el Unico factor que mantuvo significacion estadistica fue el desarrollo
de EICR aguda (HR: 3.7; IC 95%: 1.4-13; P=0.005), mientras que la edad superior
a 60 anos mostrd una tendencia estadistica (HR 2.6; IC 95%:1-6.9: P=0.059).

Los resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en forma de articulo en
Journal of Clinical Oncology, a continuacion se aporta una copia del trabajo tal y

como fue publicado.
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A B S TR ATCT

Purpose

Reducsc-intensty conatonng |RIC) for & ogenec stem-c2 transpantéton |8 o-SCT) reducss
nonrelense mertality INAN|. This reduction me<es it possible for patients wno are ineligible for
high-cose myeloablative conditioning allo-SCT™ te nenefit from graft-versus-leukemia reaction. In
this ™. tcenter, prospactive study of natients with acute ~yeloid leuke™a (AML) and ngn-ris<
mysoayspaste syndrome [MDS), we nvestgated the effcecy of RIC allo-SCT from a numan
leukocyte antigen—aentce’ sibling by using & reg men tnat usas ‘luderabine ena busulfen.
Patients and Methods

N nety-tnree patients with AML |n ~ 59) end MDS (n - 34) were included, and the medign age
vas of 53 years. Follow-up for survivors wes 43 months lrenge, 3 to 89 menths|. The conditioning
regimen consistsa of fludarabine 11C ~g/m?) and ore' busulfan I8 to 10 ~g/kgl All except one
petent recsved mobilized peroneral pooa stem cells Greft-wersus-host disease (GVHDI prophy-
lexis cons sted of cysosporine ena metnotrexete or Mmycopneno ate mofetil.

Results

The " 00-day, “-year, and <-yeer incidencas of NRM were B, 16%, and 2° %, raspectively Tne 1-
gna 4-year relapse cumuletve incidencas wers 23% &na 374, respectvely, and leukema
rec.rrence was tne main causs of death The 4-year disease-frae survival (DFSI and overall s.rvival
(OS] rates were 43% and 45%, resnectivey. The dwyesr cumulative incidence of chrenic GVHD
was 53% 145% extensivel, enc 15 development was tre ™ajor fector associated vath ower
relense incasnce ena moroved CFS ena CS.

Conclusion

Our rasults confirm tne capacity of this RIC reg man to cbiain long-term remissions in petents
ineligible for a conventonal allo-SCT. The results suggast en importent role of the deve opment of
crrone GVHD in reduc ng re apss and improv ng DFS and OS.

J Clin Onpol 26:577-584. @ 2008 by Ameancan Scoety of Clinical Oncology

cure high-risk patients, even those who have re-
lapsed after autologous SCT.

Imtial uncertainties about reduced-intensity con-
ditionteg (RIC) regimens for allogeneic trans-
plarcttion (allo-SCT) have been convinangly
answered, by the demonstration of their effcicy
e allowing engraftment and in decreasing nonre-
lapse mortality (NRM) in patients ineligible for
conventional  (high-dose  condinoning)  alle-
SCT. ! Currently, a Xey aspect 1o be investigated
15 whether RIC regimens have 2 grafi-versus-
leukermia {GyL) effect that s strong enough to

Up-te-date, convertonal allo-SCT s consad-
ered the best approach for padenis with acute
miveknd leukemia (AML} and high-risk myelodys-
plastic syndrome (MDS), bacause it combares high-
dose chematherapy with an immune-medsated
Gyl reacuor.' " However, this approach 1 not
recommended i many patients because of an
urnaccentable high risk of NRM (eg, from second
transplaets, poor performance status, other co-
morbidities, or advanced age). A option for this

5
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group is sutologous SCT, but the advartage compared with chem-
otherapy in high-risk AML 3s unclear.” In contrass, it would be of
weterest o know if these patients could benefit from a Gyl effect,
especially when the tumor burden is low.

To estimate the potential of ths approach, Lazarus et al'' have
reviewed the experiences from several groups that wsed RIC regimens
i AML" ™ These siudies present several problems tset hamper fism
corcusions: most siudies are retrospective; include diverse diagnoses
and usually only & low number of AMLMDS; use different condition-
g regirners and are often heterogeneous; pool sabling and unrelated
transplanis e the same study; and include bone marrow transplanta-
tian (BMT) and peripheral blood ster-cell transplantation (PBSCT)
as sources {with or without in vavo or ex vive T-cell depletion) wn the
same stedy. These studies report an NEM Uit raeges from 3%
51%, a relapse inciderce between 119 wied 45%, an overall survaval
(O8) bevween 1749 and 68%, and a disease-free survaval (DFS) that
runges from 31% 1w B0GG

The present study reports the outcome of patients with AML
MDS who urderwert RIC allo-SCT with busulfan {8 1o 10 mg/m®)
and Audarabine {150 mg/m’) 10 six Spanish centers, The prospective
design of the study and the lorg follow-up (medsare, 43 montls) dllow
the analysis of pattents who expertenced Lie travment fulures with
this RIC allo-SCT. AL the patierts were candsdates for allo-SCT,
but—for different reasons, manly advanced age—he arncipated
early high NRM precduded the use of conventonal conditioning, Our
resulls of 4549 OS despite the presence of several high-risk fcors in
most patents (with 20% of them undergoing SCT with refractory
disense) wre encouragueg. OF note, our study confirms that chronic
GVHD is the most inportat factor for reducing relapses and for
wnprovieg DFS and OS wfier RIC dllo-SCT for myeloid mabignancies,

PATIENTS AND METHODS

Patients
Ninety three patients with AML/MDS received fludarabine and busulian for
RIC allo SCT from heman leckocyte antigen [HLA) ddenteal siblings on a
phase 11 prospective trial conducted In six Spanish centers between 1998 and
2005, The inclusion criteria were a0 AML considered or allo SCT bat at high
risk for NRM with coaventional conditioning; and prosision of written in
farmed consent. Exclusion criteria weme creatinine moese than than twice the
cpper limit of normal (ULN; AST and/or ALT mare than three times the
ULN; hilirchin more than twice the ULN; other nonkematologic malignan
cies; or [IV pasitive status. Patent characteristics are listed in Table 1" The
median age was 33 years (range, 21 to 70 years), and I8 patieres [419%) were
aged = &0 vears, The diagnoses were AML in 59 patients [83%) and MDS =0 34
patents (373). Patierzs who had MDS with increased blasts underwent the
transphintation as frst-lire therapy i they had les than 10% bone mammow
Blasts. 17they had more than 1085 hlasts, they received AML ope chemother
apy arst and then procesded to alle SCT.

Patients weme enrolled after protocol approval by the Spanisk Drug
Regulator Agency and Dy local reszarck ethical committees, and written in
farmed consent was nbtained from patients and donoess before conditioning,

Conditioning Regimen and Graft-Versus-Host-

Disease Prophylaxis

The corditoning regimen consisted of intraverous (V) fludaradine 150
mp'm’ {30 mg/m’ an days —9 ta —5) and oral hesulfan & to 10 mg'ks (1
mp'kg every 6 houms ondays — 6 ta —4); stem cells were infused an day 0. All
patents received mobidixed pesipheral blond stem cells (except Sor ooz patient,
who received Done marrow) from an HLA identical sibling,

S8

Table 1. Putect Crgracier shics
Patems (N - 83|
No ot
Crasectensc “aents %
AQe, years
Modian 5
Range 2170
< 50 3 10
= a8 ar
Danar age. vaars
Moo W
Rarge e
Sex
Femde 36 as
Maio 57 (3}
Femae:male conerreceptor 24 25
Dugnosis
Scute mysiac ledier L ] £3
Goedmormal CyioQerelc fsk 38 (2
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Gradt vemses bast disease (GVHD) prophyiaxis conssted of cyskaspo
rine (CsA) inall patients and a shoct course of methotrexate (MTX ! ondays 1,
3,and &) followed by folinic acid rescue for 82 patents. Mycophenolate mofetil
(MMF) t gevery & hours was used instead of MTX in 1| patients. The CsA dase
was maintained until 3 montks after trarsplantation and then was tapered if
maacete GVID appeared. [n 2004, there was a modificaton in the conditon
ing regimen and the GVIHD prophylaxis to further reduece dug melated taxic
ity. Patients previously nepocted as having the highest risk of |-year NRM
recezved busulfan § mg'kg instead of 10 mg'kg and received MMT instead of
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MTX" Because all outcomes were identical in these 11 patients, they ane
described together with the other 82 patient cases.

Anti-infective measures were determined Dy local protocols and i
duded (in all instances) the following: t=methoprim/sulfamethaxazole or
nedukzed pentamidine as propindaxis for Praemagsns jirovean infections;
2l twice weekly moenitoring for cytoenegalovirus (CMV) reactivation, with
administraton of pre emptive gancicloviz or foscamnet themapy when meai
toring resulted in positye nesults,

Daror hmphocyte infusions (DL1s) were given because of relipse or
hecause of persistent mixed chimerism after CsA tapering.

Statistical Considerations and Definitions
The main end peints of the study were 05, DFS, NRM, and relapse. The
probabidities of OF ard DFS were estimated ram the ime of transphntation
by wsng Kaplan Meier curves,”’ whemeas NRM and relapse were caloulated by
usmg cumulative incidence estimates and by taking into account the compet
ing risk structure.”*" Other past transphintation outoomes that were calos
lated by using cumulative incidence estimates were hematopaietic recovery
and acute and chroeic GVHD, Univariateanalyses of the assodation of various
dinizal risk factors with these pest transplantation outcomes were calculated
using um\nnmc Coox regression models, whereas the Jog rank test was used for
08 and DES." Multivariate analyses were performed by Cox proportanal
hazards regresion, and variables with a Pvalue < 1 in the pror eaivazate
testing were included. The assumption of propectional hazards over time was
tested for 2@ explanatory covaziates by csng a tme dependent covazate.
Quantitatve variahles that were found to kave an impact on any cutcome were
reanahaed as categoric variables. Tests of Sgnificance wers two sided and had
1 sgnificance kevel of .05 o Jess. All statistical anahses were performed with
SPSS verson 13.0 [SPSS, Chicago, [L) with the exception of the cumuchitive
incidence analyses, which weme carried out with NCSS 2004 [Number
Cruncher Seatistical System; NCSS, Kaysville, UT). The vazables studied in the
univariate analysis are Ested in Table 2. [f acete or chronic GVIHD (induded
individually as tme dependent covariates] weze foand to have an fmpact oo
pest transplantation outcomes in the final multivazate Cox anahysis, plots
were constructed to illustrate viscally the effects of GVEID an these catcomes,
as described elsewhere, ™

Chemuothemapy sensitivity was defined s the ackievement of complete
remission (CR) after the last cousse of chemotherapy (CT), whereas chemo
therapy refractosiness induded mesponses different than CR. These patients
who did not receve CT Dedore allo SCT were described as untreated.

An early disease status was defined according to accepted criteria ™™
Specifically, this category induded patients with poor prograsis AML o me
fractory anemia with excess Blasts-type 2 in fist CR after induction chema
therapy and with untreated refactory anem:a with excess blasts- type | (bane
marrew hlasts < 103%).

FLU-BU RIC in ANML/MDS

Neutrophil and platelet engraftment were defined as the first of three
consecutve days with an abselute neutrophil count genlcr than 0.5 % 10%1.
and an uatransfused platelet count greates than 20 % l(l */1.. Acute and chranic
GVEID were graded according to standard csiteria™; the diagnnses of acate
and chronic GVHD were not made oa the basis of the classical 100 day cutoff
anky, but diagnnses were made oy the clinical presentation and the histopatka
logic findings of dicpses, as recommended recently by an NI working
group.”” Response and relapse were defined accoeding to standasd kemata
logic cteza. All patients who senived at Jeast 15 days weme evaluated Sor
hematologic recavery.

Chimerism analyses was performed by using a pelymezase chain neaction
[PCR) of informative minisatellite loci, as previcush: specified.”” Complete
deaor chimerism (CDC) was defined as the presence of 10080 dones DNA 0
the sample analyzed. CIC was defined on the basis of T cdl chimerism, &
wvaihible {n = 46}, or oo unfractionated nuckated cells (n — 86

Engraftment and Chimerism
All but two patients, who died carly (day 2 and 6), were assessable for
Lematologic reconstiiution. Neutraphil recovery accurred in all pa-
tients ata median of 17 days (range, 7 1o 27 days ), and platelet recovery
oocurred at a mediae of 11 days (raege, U w 59 days). There were
neither primary nor secordary graft falures,

Eighty-six patients [92%) were assessable for chunerasm studses,
The median tme o reach complete donor chumensim (COC) was
shorter i total nucleated cells thare i1 lymphacytes (median, 30 days
[range, 17 10 240 days] v median, 100 days [range, 17 w0 731 days],

respectively; £ 01D,

GVHD
Tharty-three patsents {35%) devdloped acute GVHD, and 14 of these
(15%) weresevere {grade 3 1o4). The cumulative madences were 4%
(95% CL, 26% 10 46%) and 129 (95% CJ, 7% w0 21%), respectively.
Filty-one paterts developed chronic GVHD, which resulied in 2
d-year curmulative incdence of 3349 (93% CL, 44% w 63%). Thirty-
nine patents (30%) developed extensive chronse GVHD, which re-
sulted ina 4-year cumnulative trodence of 455 (95% C1, 35% 1o 5896 ).
The characteristics of chronie GVHD are Listed in Table 3.

Table 2 LUrnaiate ard Matwenate Anhyses of Oucmres
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At the last follow-up, 29 petents (35%) had been completely
withdrawn from inmuresuporesive (18] medication ata median of 6
montls (range, 2 o 49 months) post-SCT Naeteen (43%) of the 42
surviving patients were free of [$ medication: at the Last follow-up,
which was & median of 9 months (raege, 3 10 41 months) post-
trarsplantatxon.

QOutcomes

Overall survval - AU the last follow-up, 44 patients (47%) were
alive. Forty-mine patients died as corsequence of te followrg: rebupse
or progression of the uederlying disease {i: = 27; 29%), GVHD {n =
12; 13%), tefections (n = 3; 5%), or other wxiabes (n = 5;5%). The
4-year probability of 05 was 45% (95% C1, 2% 10 56%) for the entire
group. OF for patents with AMLaed MDS were 42% (93% CL 28%
10 5606 and 499 (93% C1, 31% w0 76%), respectively (F = 4 Fig 1A).
Table 2 lists the vanables associated wath OS. In univariate analy-
ses, chemotherapy-refractory disease, the preserce of greater thar
5% Dlasts i BM at SCT, high-risk cytogeretics, advanced-phase

disease, and the sbsence of chronic GVHD were related with
poorer OS5, In multivariate analyss, only the presence of chronie
GVHD unproved OF (hazard ratio [HR] 6.1; 95% C1, 3.3 w 11.3;
<2 .001; Table 2; Fig 23,

Relapse und DEFS. Tharty-three patents (35%) relapsed at 2
median of 4 months (range, 0.6 o 49 months] after SCT. The
3-month, 1-year, and 4-year cumulatve incdences of relapse were
13496 (95% CI, 9% w 25%], 29% [93% CI, 21% w 408¢), and 37%
(43% CI, 28% 10 4930}, respeciively, foe the entire group (Fig 3). The
4-year cumulative incdences for AML and MDS were 44% {93% C,
3296 1o 5996 ard 25% (95% CL, 14% 10 46%), respectively.

L urivariate analysis, variables asocuted with greater relapse
risk were chematherapy-refractory disease, high-risk cytogeneucs, the
preserce of greater than than 5% blasts in BM at SCT, and the absence
of chranie GVHLD. [n the multivariate analysis, nisk factors were the
absence ol chromic GVHD (HR, 6.5 93% C1, 3.1 10 13.8; 1< 001 ) and
aradvanced disease status (HR, 2.2;93% CL L1 w0 4.4 P = 03 Table
2; Fig 2).

The 4-year probability of DES for the entre group was 43%
(range, 32% w 54% 0 The DFS rates for AML and MDS were 39%
(93% CI, 26% 10 52%) and 4946 [95% C1, 31% o 679, respectively
(P = .3 Fig 18} In urivarsate aralyss, the variables assocuated with
paorer DES were advancad-phase disease, chemaotherapy-refractory
dasease, high-nsk grogenetscs, the presence of greater than 3% of blast
i BM at SCT, and the abserce of chronic GVHD. 1z the multivaniate
analysis, the orly vanables that influerced DFS were the absence off
chironie GVHD [HR, 5.3; 95% C1, 24 w 13.8; £~ 001) and ar
advanced disease status (HR, 2.6; 93% C1, 1.2 10 5.4; £ = .01; Table
2; Fig 2).

Elever paterts (12%) received at least ore DL and all of them
were for disease relapse. The medsar tme from transplantation to DLI
was 4.6 months (range, 3 o 43.5 months). Four (36%) of these pa-
verts received some ype of dhemotherapy before DLL Complete
response afler DLL was obtained 1n five patients (429, and four of
these panients were alive and without AMLMDS at the last follow-up
(1,9, 10, and 35 months after DL respectively). Tweo pattents receved
DL in early relapse (32, cytogenetc or molecular relapse without
hematelogic relapse), and bath patents achieved CRand maintained
CRat st follow-up. All pattents who did not respord o DLEdied asa
result of AML/MDS.

Nemrelapse mortadity.  Eighteer: pabents deed as « result of ron-
relapse causes at a medsae of 4.3 months (range, 010 21 months). The
3-month, 12-month, aed 4-year cumulative incidences of acute NRM
were 8% (959 CLL 4% 10 15%), 16% {95% CL, 1086 1o 2650}, and 2056
(953% Cl, 14% 1w 32%), respecively. The most frequent causes of
NREM were GVHD (i = 13), infecions without active GVHD (n = 5),
ard ather toxicities (twe episades of CNS bleeding, one pancrestic
adenocarcinony, and one thromboembolism).

L unavarate aealyses, varsbles asocated with lugher NRM
rates werescute GVHD, age alder than 0 years, greater thae 5% Blasis
i BM, and the absence of prior chemotherapy. e multivarate anal-
vaes, acule GVHD {grades 2 to 4) was the most important varizble
wssoaated with NEM (HR, 3.7; 93% C1, 1.4 w0 13; P = 005), whereus
age alder tsar 60 years showed & wrend (HR, 2.6; 93% C, 1 w 4%
= 05%; Table 23

Twenty seven [31%) of B6 assessable patients developad it Jeast
one CMV wfection, and 7 patierts (8%) developed CMV disease,
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which occurrad in the settieg of GVHD e all patents and was the
cause of deh in three panents {4%).

Lz the Jast 10 years, RIC allo-SCT lsas been incressingly used for
providing the GyL effect 1o patients meligible for conventional trans-
plantaton. Unfortueately, the GvL effect s closely Linked w0 GVHD,
ard—s0 far—at is not possible to separate the two pheromena. The
key finding of our study was that the developrent of chrone GVHD
was the strongestvariable tsat protected from relapse. Because chromc
GVHD did o sognificantly merease NEM, this vanable was also the

aw 100 00g

Fg 1. 14 and B Uverddl org 0 and D) cisease froe sunanar. MES, mysiodysiiasoc syndame; AN . acaie myncdd eukema

strongest pradicior for 4-year 05 and DES. Acute GVHD s abo
associated with the Gvl effect, but in our study 1t Jed toan increased
NEM and did not provide any benefit in OS or DFS,

Liz our study, as 12 most other seres sbout RIC alle-SCT, relapse
was the main cause of trestment failure™" As in other studies that
imvolved AML and hagh-rsk MDS, most relapses oocurred a few
months post-transplantation. In our senes, s median tme o relapse of
only 4 months was wo short w allow & powerful and sustained Gyl
effec™** The platform for this effect 1 complete T-cdl chumersin,
which was observed after 100 days or more 12 moest pabents who
urderwent transplantations. Additionally, most pattents whe relapsed
were still under the nfluence of 1S drugs. Two alleratves may

86




Articulo 2: Valcarcel D, Martino R, Caballero D et al. “Sustained
remissions of high-risk acute myeloid leukemia and myelodisplastic
syndrome alter reduced-intensity conditioning allogeneic hematopoietic
transplantation: Chronic graft versus host disease is the strongest factor

improving survival’

Velkareel et al

-
=
n

.J

0.8

o
o
n

T

P

o
™
"
?
!
!
;

Cumulative Survival

=
~
i

0 10 20 n a0 50
Time |manths)

0.8

Cumulatve Survival

Fean

0 0 20 a'u an 50
Tima |manths)

o
w
i

=
-
n

P LLL LT LTI T LT LTI R T LTI LTI T
-

0.4 4 -

Cumulative Incidence

024 i s

P

0 w 20 1 ag 50

Time |manths)

Fag 2. et of graltaersisdost dssse 1IGV-00 on the oucoms of 1w
earents W overal sunivd; Bi cspase froe sutvedd; anc 1T eaxae | |Patents
wha dowdioded dhron e GVHD. =1 Finems whd Gd nos Sowsiop chvarss GYHC.

contribute 10 a decrease in early relapse after SCT. Furst, earler aper-
ing of 1S medications w allow faster T-cell complete donor chimersm
ard an earlier GoL effect, despite severe acute GVHD, may mcrese
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NRM: this approsch in the Sautle experience was unsuccessful.™
Second, the use of agerts with antineoplastic acivity o control leuke-
i progression untl the GvL effect takes place may contrbute,
RIC was dessgned for panents with a high-risk of NRM after
conventional procedures. The observed NRM in tus series was low
{B% a 100 days and 16% at 1 year); thus we succeaded e achieving
thus teitial goel, Because most eccurrences of NRM resulted from
acute GVHD, w samplstic approach cowld be to elumuste thas compli-
cation with the 1 vavo use ef alemtuzumab. ' However, this approach
would also decrease accurrences of chroric GVHD, but GVHD was
the strongest fuctor associated with improved outoone in our seres.
The dose-intersity of chematherapy wed a5 & condiionig reg-
imenalso sy have a relevartimpact onredapse. " Ina group of
18 patents with AML who were in fisst CR aed who received wtal-
body trradiation 2Gy and fludarabine 90 mg/m2, Fensteir et ol
recently repocted seven of 10 deatls assocted wath relapse at a me-
dsar of 198 days and 2 1-year NEM of 168%. Conversely, the low 295
relapse rate observed i the current study could be explained partially
Ty the maore potent condioning regimen used.
The use of DLI 1 relapses of AML and MDS after conventonal
allo-SCT has limited efcacy. ™ i our lusuted experience {11 pa-
vents), DL appeared effective i & manority of patient ases Of note,
i the two patients who received DL because of ronovert hensatologie
relapse {one molecular and one cytegenetic), a sustained CR was
achieved. In contrast, only three of nine patients with overt leukemia
achieved & CR. These data argue e favor of using DL when a low
turnor burder: is detected {ie, by tnmunoohenolypueg, cytogenetics,
or molecuber studies). The fessibility of intervening e such early
relapses is still wrcertain. Marks e al* reparted their results with DL
after RIC allo-SCT, mostly with T-cell depletion (e, alemtueumab or
CD 34+ selecion) m vanous hematologic malignancies, They
showed that the acueverment ofa response was cosely sssociated with
the developrent of acute andfor chronic GVHD. This Lnding is in
agreerment with our resulis, whach showed that chrone GVHD was
the most unportant facter wssocated with DFS and relapse.
The high relapse rate observed i patients whe did not develop
chronie GVHD may justify the use of DLL before relapse in these
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patients. However, because a significant proportion of patients devel-
oped severe GVHD after DL it is important to adequately select those
patients who really need this intervention.

In conclusion, our study lends further support to the use of RIC
allo-SCT in patients with AML/MDS who are not appropriate candi-
dates for a standard conditioning regimen. The current study shows
that the development of chronic GVHD not only reduces relapse but
also improves 4-year survival, which—to the best of our knowledge—
has not been reported to date in a large and homogeneous series of
patients with AML/MDS who were treated with RIC allo-SCT. Nev-
ertheless, patients with advanced AML and high-risk MDS require
novel approaches to reduce early post-transplantation relapses.
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Objetivo 3: Comparacion Alo-CONV CD34+ vs Alo-TIR en LMA o SMD.

Objetivo 3: Analisis de la mortalidad relacionada con el
tratamiento en pacientes con LMA y SMD de alto riesgo.
Comparacion entre el Alo-TIR y el Alo-Conv con seleccidon
positiva de células CD 34+ en pacientes que reciben un
trasplante de donante familiar HLA idéntico.

Resumen:

En este trabajo se compararon dos estrategias destinadas a reducir la mortalidad
relacionada con el trasplante en pacientes que recibieron un trasplante alogénico
por leucemia aguda mieloide o sindrome mielodisplasico en primera remision
remisidbn o sin tratamiento previo. El tipo de acondicionamiento se decidié en
funcidon de la edad: los pacientes menores de 50 afos recibieron un
acondicionamiento convencional (Alo-Conv) con ciclofosfamida e irradiacidon
corporal total y uso seleccion positiva de CD34+ (n=40) (Alo-CD34+) mientras que
los mayores de esa edad recibieron un acondicionamiento de intensidad reducida
(Alo-TIR) con fludarabina y dosis reducidas de busulfan (n=47).

El 88% del grupo Alo-CD34+ y el 83% del grupo Alo-TIR llegéb a recibir el
tratamiento asignado. Con una edad mediana de 44 afos, la mortalidad asociada
con el procedimiento a los 4 anos fue del 19% y del 20% para los grupos Alo-
CD34+ y Alo-TIR, respectivamente (P=0.8) La incidencia de recidiva (21% en
ambos grupos, P=0.9) la supervivencia global (60% vs 59%, P=0.8) y supervivencia
libre de enfermedad (60% vs 59%, P=0.8) no resultaron diferentes entre ambos
grupos.

Este trabajo indicO que la elevada mortalidad asociada con el trasplante en
pacientes de edad avanzada se pudo controlar con el acondicionamiento de

intensidad reducida.

Justificacion

Una vez comprobada tanto la aplicabilidad del procedimiento como su capacidad
para obtener remisiones a largo plazo y potencialmente curar a pacientes con
leucemia mieloide aguda (LMA) y sindrome mielodisplasico (SMD) de alto riesgo, el
siguiente paso fue comparar dos estrategias cuya intencion fue reducir la
mortalidad relacionada con el tratamiento (MRT): EL trasplante alogénico (Alo-TPH)

con acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TIR) y el trasplante alogénico
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convencional con seleccion positiva de células CD34 (Alo-CD34+) que se habia
demostrado capaz de reducir la EICR y con ello reducir la MRT. Para ello
comparamos pacientes trasplantados de forma practicamente simultanea en
nuestro centro, para evitar el factor centro como variable que pudiera influir en los

resultados.

Pacientes y métodos

En este trabajo se incluyeron todos los pacientes con LMA y SMD que recibieron un
Alo-TPH de hermano HLA idéntico en nuestro centro entre el afo 1998 y 2005. Se
utilizé el término fase precoz de la enfermedad de acuerdo a los criterios
previamente establecidos y comunmente utilizados en el contexto del trasplante.
Especificamente, se incluyeron en esta categoria los pacientes con LMA o SMD en
RC tras la quimioterapia de induccién y los pacientes con SMD que no habian
recibido ningun tratamiento previo al trasplante. La edad sirvidé para indicar el tipo
de trasplante, de forma que los pacientes con edad superior a 50 afos recibieron
un Alo-TIR (n=47) mientras que los mas jévenes recibieron un acondicionamiento
convencional y un trasplante con seleccién CD34+ (n=40). Sin embargo, 8 de los
pacientes de edad superior a 50 afios (17%) y 5 (13%) de los mas jovenes de 50
afos no recibieron el trasplante tal y como estaba previsto debido a progresion de
la enfermedad de base (n=10) o muerte durante la intensificacion (n=3); por lo
tanto, el numero de pacientes incluidos finalmente fue de 39 en el grupo Alo-TIR y
35 en el grupo de seleccion positiva de CD34+.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado que habia sido
previamente aprobado por el comité de ética local y las autoridades sanitarias
pertinentes.

Las caracteristicas de los pacientes estan detalladas en la tabla 16.

Los esquemas de acondicionamiento usados fueron homogéneos en cada uno de
los grupos de edad. En el grupo Alo-TIR se utiliz6 el mismo esquema ya descrito
previamente con fludarabina en dosis total de 150 mg/m2 y busulfan en dosis total
de 10 mg/kg, mientras que en el grupo Alo-CD34+ se utilizé ciclofosfamida en dosis
total de 120 mg/kg (repartida en los dias -6 y -5) e irradiacion corporal total en dosis

de 13 Gy (administrada en dos sesiones diarias durante los dias -3, -2 y -1). La
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profilaxis de EICR se bas6 en ambos grupos en ciclosporina A, que en el grupo Alo-

TIR se combind con un ciclo corto de metotrexate.

Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes.

INTENSIDAD
A'g\f?&“* REDUCIDA
= (N=47)
PaC|er!tes que.reallzaron el 35 (88%) 39 (83%)
tratamiento asignado
Edad: mediana (rango), afios 42 (19-50) 59 (51-69) NT
Donante mujer-Paciente Vardn 7 (20) 11 (28) NS
Diagnostico. N(%)

Leucemia Mieloblastica 33 (94) 22 (56) 0.01
Sindrome mielodisplasico 2 (6) 17 (44) '
Blastos, mediana (rango) 1 (0.1-5%) 1 (0.5-6%) NS

Citogenética de alto riesgo, N (%) 15 (43) 28 (72)
indice de comorbilidad (=3), N (%) 9 (26) 18 (46) 2

NT: No testado; NS: No significacion estadistica;

Consideraciones estadisticas
Las caracteristicas biologicas de la LMA y los SMD en grupos no seleccionados de

diferente edad se espera que sean diferentes, y estas diferencias biologicas tienen
impacto en la probabilidad de recidiva y en la supervivencia libre de progresion, Por
otra parte, la MRT esta intimamente ligada a edad. Por todo ello en este estudio se
estudiaron los resultados tanto en la poblacion global como en diferentes
subgrupos.

La MRT vy la recidiva se consideraron eventos competitivos y se analizaron
mediante incidencia acumulada y para estimar las diferencias se aplicé el andlisis
univariado de Cox. Aquellos factores que mostraron un valor de P igual o inferior a
0.1 en el andlisis univariado se incluyeron en el andlisis multivariado. Las
probabilidades de SG y SLP se estimaron mediante el método de Kaplan y Meier.
Los factores estudiados en cada una de estas variables fueron: indice de de

comorbilidad, grupo de riesgo citogenético, edad, dosis de CD34, disparidad de
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sexo entre donante y receptor, origen de la enfermedad de base (primario vs.

relacionado con terapia previa) y estado serologico de CMV.

Resultados

Injerto hematopoyético y enfermedad injerto contra receptorg

Todos los pacientes tuvieron injerto hematopoyético de las células del donante. El
tiempo de neutropenia inferior a 0.5 x109/L fue menor en el grupo Alo-TIR vs. Alo-
CD34+ (8 vs. 15 dias, P=0.05). También fue mas breve el tiempo de trombopenia
inferior a 20 x109/L en el grupo Alo-TIR vs. Alo-CD34+ (4 vs. 14; P=0.05). La
obtencion de quimerismo completo en linfocitos T fue mas rapido en el grupo Alo-
TIR que en el grupo de seleccion CD34+, como se demuestra por un mayor
porcentaje de pacientes en quimera completa en los dias +90, +180 y +360 (tabla
17).

La incidencia de EICR aguda grado lI-IV fue similar en ambos grupos, con una
incidencia acumulada en el grupo de Alo-TIR del 21% (IC 95%:14-28%) y del 18%
(IC 95%: 6-30%) en el grupo Alo-CD34+ (P=0.8). Sin embargo la incidencia de
EICR cronica fue claramente superior en el grupo de Alo-TIR (71% IC 95%:
56-86%) que en el grupo Alo-CD34+ (32%, 1C:95% 15-49%), (P<0.01).
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Tabla 17: Estudio comparativo de adquisicion de quimerismo completo.

Alo-CD34+ Alo-TIR
(N=40) (N=47)
Quimerismo completo en células no
fraccionadas (% pacientes)
dia +90 100 95
dias +180 a +360 100 100
Quimerismo completo en Linfocitos T
(% pacientes)
d ia +90 40 60
dias +180 a +360 55 100
Quimerismo completo en granulocitos
(% pacientes)
d ia +90 100 95
dias +180 a +360 100 100

Mortalidad relacionada con el trasplante y EICR
El seguimiento mediano de los pacientes vivos fue de 4 afos. El tipo de trasplante

(Alo-TIR vs seleccion CD34+) no tuvo impacto en ninguna de las variables

analizadas en el post-trasplante a 4 anos. La tabla 18 muestra los datos de SG,

SLP y recidiva tanto para la poblacion global como por intencion de tratamiento. En

el analisis multivariado de recidiva solamente la ausencia de EICR cronica se

asocio a mayor riesgo de recidiva de la enfermedad (HR 5.8, IC 95% 1.6-24,

P=0.04).

Tabla 18: Estudio de las variables post-trasplante.

Alo-CD34+ Alo-TIR p
(N=40) (N=47)
SLP a 4 afios, % (IC 95%) 60 (41-79) 59 (42-78) | 0.8
Por intencion de tratamiento 50 (31-69) 43 (30-66) 0.9
SG a 4 afos, % (IC 95%) 59 (39-77) 60 (41-79) | 09
Por intencion de tratamiento 52 (32-70) 49 (29-67) 0.8
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Figura 6: Impacto del indice de comorbilidad de trasplante en la mortalidad

asociada al trasplante.
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a: Impacto del indice de comorbilidad en pacientes que recibieron un trasplante con
seleccidn de células CD34+. b: Pacientes que recibieron un trasplante con
acondicionamiento de intensidad reducida

La incidencia acumulada de MRT a 4 afos fue del 20% (IC 95%: 11-37%) en el
grupo de Alo-TIR y del 19% (IC 95%: 9-37) en el grupo de Alo-CD34+ (P NS). Los
factores relacionados con una mayor MRT en los analisis univariado y multivariado
se muestran en la tabla 19. Los analisis univariados se realizaron en la poblacidon
global y también en cada uno de los grupos de trasplante, mientras que el
multivariado solo se pudo realizar para la poblacion global y no para los subgrupos
debido al reducido numero de pacientes en cada grupo. El indice de comorbilidad
demostrd tener un gran impacto en ambos grupos de pacientes, como se ilustra en

la figura 6.

En el analisis multivariado de recidiva, solamente la EICR crénica tuvo impacto
significativo, con una incidencia de recidiva del 10% en los pacientes que
presentaron EICR crénica vs. el 38% en los que no la desarrollaron (HR 5.8, IC
95%: 1.6-24; P=0.04). En cuanto al analisis multivariado de la SG y la SLP, los
factores con influencia adversa fueron no desarrollar EICR crénica (HR: 3.6, IC
95%: 1.2-20; P=0.02, para SG y HR: 5.3, IC 95%1.2-29; P=0.02 para SLP) y un
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elevado indice de comorbilidad, con una P de 0.05 para supervivencia global y de
0.06 para SLP.

Tabla 19: Factores relacionados con la mortalidad relacionada con el
tratamiento

Analisis Global Alo-CD34+ Alo-TIR
Inc e
IncAcuma HR(IC Acum a Acum P
4 anos % 95%) P 4 af Punilat a4 ilat
multivar anos anos dniia
% °
Yo
Tipo de trasplante
Alo-CD34+ | Aaman | e -
19 (9-37)
Alo-TIR 20 (11-37) 0.8(--) nd
Edad paciente
< mediana 16 12 17
> mediana 22 nd 31 0.01 o0 |97
Dif de sexo don/re
Do mujer/Re 8.3 (2-34)
hombre 54 0.001 40 0.01 38 0.01
4 8 5
Otras
Indice de comorbilidad
TPH
0 6 9.8 3 0.01 6
1-2 14 (1.1-39) 19 : 10 0.04
>2 49 0.05 65 45
Células CD 34 inf
< mediana 20 NA 16 0.9 33 0.01
> mediana 18 20 7
EICR aguda 2-4
Si 35 NA, 0.2 36 0.09 28 0.3
No 10 10 12

Alo-CD34: Trasplante con seleccidn positiva CD 34, Alo-TIR: Alotrasplante de
intensidad reducida; Do: Donante; Re: Receptor; inf: Infundidas; EICR: Enfermedad
injerto contra receptor; Inc Axum: Incidencia acumulada; IC 95%: Intervalo de
confianza del 95%; Multivar: Andlisis Multivariado; Univar: Andlisis Univariado

En cuanto al analisis de subgrupos, hubo dos factores cuya influencia fue diferente
en el grupo de pacientes Alo-TIR y en el grupo de seleccion positiva CD34. Una
edad superior a 42 afos tuvo impacto negativo sobre la SG, SLP y MRT en el

grupo de Alo-CD34+ pero no influyd en el grupo de Alo-TIR (figura 7).
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Figura 7: Impacto de la edad en pacientes que recibieron un trasplante con
seleccion positiva de células CD34+.
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La celularidad infundida se demostré importante en el trasplante de intensidad
reducida ya que la infusion de células CD34 en cantidad superior a 6x108/Kg
demostrd estar relacionada con una peor SG en el grupo de pacientes Alo-TIR

(figura 8).

Figura 8: Impacto de la celularidad infundida en pacientes que recibieron un
trasplante con acondicionamiento de intensidad reducida.
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Por otra parte y de acuerdo con observaciones previas, la toxicidad extra-
hematoldgica en la fase precoz post-trasplante (primeros 30 dias tras el trasplante)
en el grupo Alo-RIC fue moderada, lo que se tradujo en en menor duracion de la

estancia hospitalaria. En contraste, el numero de ingresos entre el dia +30 y hasta
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un ano post-trasplante fue superior en el grupo de Alo-TIR (mediana 3, rango 0-6)
que en el grupo de seleccidn positiva (mediana 1, rango 0-4) (P=0.05), debido
sobre todo a infecciones y a EICR gastrointestinal.

Finalmente, el porcentaje de pacientes con un indice de Karnofsky igual o superior
al 90% fue superior en el grupo Alo-CD34+ que en el grupo Alo-TIR como se refleja
en la tabla 20.

Tabla 20: Porcentaje de pacientes con un indice de Karnofsky superior al
90%.

Seleccion CD34+ INTENSIDAD REDUCIDA

(N=40) (N=47)
1 ano 50% 30%
2 anos 75% 40%
4 anos 90% 60%

Los resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en forma de articulo en
la revista Bone Marrow Transplantation, a continuacion se aporta una copia del

trabajo tal y como fue publicado.
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Comparable non-relapse mortality and survival after HL A-identical sibling
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leukemia in first remission
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We prospectively compared two strategies of allogeneic
PBSCT from HLA-identical sblings in adults with
poor-risk AML or mydodysplastic syndrome with 4 5%
marrow blasts in an early dissase dtatus (AML or
refractory anemia with excess blasts (RAEB type 2) in
first remission after chemotherapy or untreated RAEB
type 1). Based only on age, all consecutive patients were
offered one of two specific transplant protocols. Patients
p 50 years old received conventional high-dose condition-
ing with cyclophosphamide-TBI and use of CD34p -
sddected PBSCT (CTCD34p group), while patients aged
4 50 years received a reduced-intensity conditioning
(RIC) with fludarabine and oral busulphan (FB-RIC).
Seventy-five patients entered the study (35 in the
CTCD34p and 39 in the FB-RIC group). The median
follow-up was 4 4 years in both groups. The 4-year non-
relapse mortality (NRM) was 19 and 20%, respectively
(P %0.8). Relapse and survival were also equivalent in
both groups. These results suggest that in this setting, the
expected high NRM in elderly patients can be reduced
with an RIC regimen.
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Introduction

Conventional high-dose TBI-containing conditioning regi-
mens for allogeneic hematopoietic SCT (alloHSCT) have a
high non-relapse mortality (NRM) in adults with high-risk
myelodysplastic syndromes (MDS) and AML above the
age of 45-50 years."* In an effort to reduce NRM, several
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groups have developed reduced-intensity conditioning
(RIC) regimens*'" which lead to engraftment of donor
lymphoid and hematopoietic stem cdls without the
non-hematologic toxicities of traditional myeloablative
transplants*'* However, experience with RIC alloHSCT
in AML and high-risk MDS is limited. We have reported
previoudy that RIC followed by allogeneic PBSCT after a
homogeneous RIC regimen produces high rates of engraft-
ment with tolerable toxicity and acoeptable outcomes in a
heterogeneous group of patients with myeloid malignan-
cies'*'? On the basis of these data, we started a prospective
trial in which adult patients with poor-risk AML and MDS
in an early disease status and with an HL A-identical sbling
were assigned to receive a conventional or an RIC regimen
basad soldy on patient age. The outcomes of both
conditioning drategies, with a spedfic emphasis on
NRM, were compared in the 74 adults who received the
assigned conditioning strategy, as well as in all patients
with an HLA-identical sibling on the bass of intention to
treat (ITT)."

Patients and methods

Patient selection

Between 1998 and December 2005, all consecutive adult
patients with ‘poor-prognosis AML or MDS in an ‘early
disease’ status and with an HLA-identical sbling were
programmed to receive an allogeneic PBSCT within this
dudy. Early disease dtatus was defined as AML or
refractory anemia with excess blagt (RAEB) type 2 (blasts
in BM at diagnosis X 10%) in CR-1 after chemotherapy'®
and untreated RAEB type 1.

‘Poor-prognosis AML and RAEB type 2 were defined as
one or more of the following: (1) poor-risk cytogenetics;'*
(2) CR-1 was obtained only after two cycles of intensve
induction therapy; and/or (3) presence of fit-3 internal
tandem duplication or MLL rearrangement in molecular
analysis.'® Poor-prognosis RAEB type 1 was defined by an
international prognostic score intermediate-2 or high."”

During the study period, 40 consecutive patients 50 years
of age or younger were assigned to receive the conventional
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high-dose conditioning regimen, while 47 patients above
the age of 50 were assigned to receive the RIC regimen.
However, five (13%) and eight (17%) patients from each
transplant group, respectively, did not reach the assigned
therapy because of disease progression (n%10) or death
during intensification chemotherapy (n'%3). Thus the
number of patients who received the assgned therapy was

by all local ethical review boards and the Spanish Drug
Agency. The characterigtics and outcomes of the 74 study
subjects are shown in Table 1.

Conditioning regimens and supportive care
A homogeneous transplant protocol was used in each study

35 and 39, respectively. Patients gave written informed
consent for incluson in the protocols, which were approved

(or age) group. Young patients (those with 50 years of age
or younger) were conditioned with cycdophosphamide plus

Table 1 Patient characteridtics and transplant outcomes (% in parentheses)
CTCD34+ aroup FB-RIC group P
Patients assigned to a study group® 40 47
Patient and transplant characteristics (patients who reached the 35 (88%)" 39 (83%)°
assigned transplant group)®
Age, median (range) 42 (19-50) 59 (51-69) NT
Patient male-donor female 7 (20) 11 (28) NS
Underlying disease
Acute mydogenous leukemia 33 (94) 22 (56) o 0.01
Refractory anemia with excess blasts (types 1 and 2) 2(6) 17 (44)
Median BM blasts at transplantation® (range) 1 (0 0.1-5%) 1(0.5-6%) NS
Poor-risk cytogenetics® 15 (43) 28 (72) 0.03
High hematopoietic call transplantation-comorbidity index (X 3)° 9 (26) 18 (46) 0.002
Do or Re CMV seropositive 32 (91) 36 (92) NS
Major post transplant outcomes
Median days to neutrophil count 4 0.5 x 10%/I (range) 13 (10-28) 15 (9-21) NS
Median days of early inpatient care (range)’ 20 (14-30) 9 (0-18) o 0.02
CDC in UF nucleated cdls from PB (subsat CDC in T cdls/granulocytes) ®
Day + 30 90 (20/90) 80 (20/80) NS
Day + 90 100 (40/100) 95 (60/95)
Days + 180 to + 360 100 (55/100) 100 (100/100)
Deveoped grade I1-1V aGVHD (% Cuminc, 95% CI)" 6 (18%, 6-30) 8 (21%, 14-28) NS
Deveoped cGVHD (% Cuminc, 85% CI)" 12 (3226, 15-49) 20 (71%, 56-86) o 0.1
% Cumlinc extensive cGVHD 20% 46% 0.04
Final m-sGVHD (% Cuminc, 95% CI)" 13 (32%, 21-43) 23 (51%, 39-62) 0.056
Relapse at 4 years (% Cuming, 95% CI) 21 (6-42) 21 (7-41) 08
Disease-free survival at 4 years (% probability, 95% CI) 60 (41-79) 59 (42-78) 09
Disease-free survival as ITT (% probability, 95% CI)' 50 (31-69) 43 (30-66) 07
Overall survival at 4 years (% probability, 95% CI) 59 (39-77) 60 (41-79) 09
Overall survival as ITT (% probability, 95% CI)' 52 (32-70) 49 (29-67) 08
4-year mortality post transplant 15 (43) 15 (38)
GVHD7 infections 7 7

Other causes of non-relapse mortality 1 -
Disease rdapse 7 8
Median months follow-up in survivors (range) 52 (12-91) 50 (13-85) NS

Abbreviations: aGVHD Y%acute GVHD: CDC %complete donor chimerism; cGVHD %chronic GVHD ; Cl % confidence interval; CTCD34+ % high-dose
myeoabl ative conditioning with cyclophosphamide (120 mg/kg) plus TBI (13.5gy) and CD34+ -postive cdl sdection;'* " Cuminc % cumulative incdence;
DFS %disease-free survival; Do % Donor; ECOG % Eastern Cooperative Oncology Group; FB-RIC %oral busulphan (10mg/kg) and fludarabine (150 mg/
m?) reduced-intensity conditioning;'*'* IPSS %international prognosic scoring system;'* ITT %intention to treat; m-sGVHD % moderateto-severe GVHD;
M DS % mydodysplastic syndrome; NT %not tested; Relaredpient; UF Y“unfractionated.

“Refers to all patients who had an HLA-identical sbling and were assgned 1o recaive one of the two trangplant Srategies according 1o thar age
(i.e., intention-to-treat analysis).

"The % In parentheses refersto patients with a compatible sibling donor who actually recaived the assgned allogeneic HSCT. All other % shown in brackets
in the table refer to patients who were actually transplanted.

“The % of BM blasts was analyzed by multiparameter flow cytometry.'®

“Cytogenetics were dassified using the EORTC/GIMEMA aiteria.’™*

“The HCT-comorbidity index was calculated as described by Sorror et a.*®

'Days required of in-patient supportive care in the early pod trangplantation period (p day + 30).

Data on CDC in peripheral blood nucleated cdlls refers to the finding of 100% donor cdlsin unfractionated (UF) nudeated odisin patients who were alive
and without disease progresson at each given time point shown, and without prior donor lymphocyte infusons. In brackets the CDC in fractionated
T lymphocytes and granulocytes from the same PB samples are shown.

"Refers 1o GVHD that occurred spontaneoudy, i.e, without prior donor lymphocyte infusions.

'In the ITT analysis, DFS and OS were calculated for all patients with a donor (n 1487 patients) and in an early disease status from the moment an HLA-
identical sbling was identified. At lagt follow-up, 2/5 patients in CTCD34+ group (age p 50 years) and 2/8 patients in the FB-RIC group (4 50 years) who
did not recsive the assigned alloHSCT strategy per protocol were dive and disease-free.
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TBI, and PBSC underwent CD34p -positive cell salec-
tion'*'® (CTCD34p transplant group), while the RIC
regimen used in elderly patients (more than 50 years of age)
consisted of fludarabine plus busulphan™'* (10mg/kg)
(FB-RIC transplant group). GVHD prophylaxis consisted
of cyclosporine A alone or in combination with short-
course methotrexate in each group, respectively.

Statistical analysis
The biological features of unsalected groups of young and
elderly patients with AML and high-risk M D S are expected
to differ, especially since all consecutive patients were
incdluded. These biological differences have an impact on
the risk of relapse and disease-free survival (DFS), which
may not be apparent in small patient subgroups, and a
detailed statistical risk factor analyss for these outcomes
would be unreliable NRM, however, is strongly linked to
age. Consequently, the current analysis focuses on NRM in
each transplant group as well as in the entire cohort.
Non-relapse mortality and disease relapse were calcu-
lated using cumulative incidence estimates. Univaried Cox
regression was used for univaried analyses, and variables
with a Pp 0.1 were induded in multivariate Cox regression
analyses, while the probabilities of DFS and overall
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survival (OS) were estimated using Kaplan-Meier pro-
duct-limit estimates. Variables analyzed for their impact on
outcomes included the hematopoietic cell transplant
(HCT)-comorbidity index, cytogenetics risk group, disease
type (AML and RAEB type 2 or RAEB type 1), acute
GVHD 2-4, chronic GVHD, patient age, CD34p cell dose
infused, sex mismatch, origin of AML-MDS (de novo vs
therapy-related AML-MDS vs secondary AML) and
patient’s CMV serostatus.

All outcomes were measured from the date of transplan-
tation, except for the ITT analysis, which was done from
the date that a patient who fulfilled the criteria for an
alloHSCT was found to have an HLA-identical sbling
donor."*#!

Results

All patients had initial donor-derived hematological
recovery. The number of days with neutrophils below
0.5 x 10%/1 and platelets below 20 x 10%/| were shorter in the
FB-RIC with respect to the CTCD34p group (15 vs8days
for neutrophils and 14 vs 4 days for plateets, respectively;
Po 0.05 for both comparisons). Using DN A-based chimer-

Table 2 Summary of the results of risk factor analyses for non-relapse mortality
Overall analysis® CTCD34+ group* FB-RIC group*
4-year HR (95%  Mutivariate 4-year Univariate 4-year Univariate
Cuminc C1) P Cuminc P Cuminc P
Patients who received the alloHSCT (95% CI)
CTCD34+ conventional 19 (9-37)
conditioning (n % 35)
FB-RIC (n%39) 20 (11-37) 08 NA - - - -
Patient age”
Bdow the median age in each group 16 NA 12 o 0.01 17 0.7
Above the median age in each group 22 - 31 20
Sex mismatch
Female Do/male Re 54 8.3 (2-34) o 0.01 40 o 0.01 38 0.01
Other combinations 4 8 5
HCT-comorbidity index®
0 6 3 6
12 14 9.8 (1.01-39) 0.05 19 0.01 10 0.04
X3 49 65 45
CD34+ cdll dose'kg infused®
Bdow the median in each group 20 NA 16 09 33 o0 0.01
Above the median in each group 18 - 20 7
Acute GVHD 2—4°
Yes 35 NA 02 36 28 03
No 10 10 0.09 12

Abbreviations: Cl %confidence interval; CTCD 34+ ' high-dose myeloablative conditioning with cyclophosphamide (120 mg'kg) plus TBI (13.5gy) and
CD34+ -positive cdl sdection;'*'® Cuminc %cumulative incidence; Do %Donor; FB-RIC %oral busulphan (10mg/kg) and fludarabine (150mg /m’)
reduced-intensity conditioning;'*'> HCT Y hematopoietic cell transplantation; HR % hazard ratio; NA % not applicable; the hazard ratio was not calculated
since the variable had no impact in univaried or multivariate analyss Rerecipient..

Multivariate analysis was done in the whole patient population, while only univariate analyses were done separatdy in each transplant group, due to the
small sample sizes.

"Patient age and dose of CD34+ cdlg/kg infused were divided in two categories: above and below the median value in each group analyzed (53 years old
(y.0.) in all 72 patients, 42 y.o. in the CTCD34+ group and 58 y.o. in the FB-RIC group).

“The HCT-comorbidity index was calculated as described by Sorror et al.*® The P-values and hazard ratios refer to the comparison of an index of 0-2vs X 3.
“Analyzed as a lime-dependent covariate.
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ism testing in peripherzl blood,” the proportion of patients
who had complete donor chimerism in T cells on days
+90, + 180 and — 360 was higher in the FB-RIC group
{Table ).

The day + 100 cumulative ncidence of acute GVHD
{grades 2-4) was [8% (95% confidence interval (CI).
6-20%) for CTCD34 + and 21% (93% CI, 14-28%) for
FB-RIC groups (P=0.8). The cumulative incidence of
chronic GVHD (¢GVHD) at 4 years was 32 and 71%.
respectively (#<0.01).

NRM and other posr teansplant outcomes

The median follow-up for survivors was around 4 years as
of 30 March 2007, The transplant group had no impact on
any outcome at 4 years post transplant. Table | shows in
detail the 4-year incidence of relapse, DFS and OS
{including the ITT anzlysis for DFS and OS).

Results of univariate and multivariate analyses of NRM
{primary end point of the study) are shown in detall in
Table 2. The 4-vear incidence of NRM was 20 and 19% in
the FB-RIC and CTCD34 + group, respectively (£ =0.8).
Multivariate analysis was done in the whole patieat
population, while only univariate anzlyses were done
separately in each transplant group due to the small sample
sizes. Of note, a high HCT-comorbidity showed a strong
deleterious impact in both patient groups (Figure 1).

In multivariate anzlysis, only not developing ¢cGVHD
(hazard ratio 5.8, 95% CI 1.6-24. P=0.04) had an
independent impact on relapse (10% incidence in patients
with and 38% in patients without ¢GVHD, P=0.01).
For OS and DFS, in multiveriate analysis, the only
varigbles that showed an impact were npot devele-
ping ¢GVHD (hazard ratio 3.6, 95% CI 1.2-20, P=0.02
for OS; hazard ratie 5.3, 95% CI 1.2-29, P=0.02 for DFS)
and a high HCT-comorbidity index (#=0.05 for OS and
P=006 for DFS), while a tread was found for male
recipient with a female donor (P =0.06 for OS and P=0.08
for DFS).

Only two varizbles clearly had an opposite impact on
post transplant outcomes in the univariate analyses done
separately in cach transplant group: (i) patient age (<42 vs
=42 years) had an impact on NRM, OS and DFS only in
the CTCD34 — group {(Figure 22). while (if) the dosc of
CD34 + cells kg infused (=6 < 10" vs <6 x 10" %g) had an
impact on survival only in the FB-RIC group (Figure 2b).

In keeping with previous observations, all carly post
transplant extrahematological toxicities were milder in the
FB-RIC group, leading to fewer days of hospitalization in
the first 30 days after transplant for supportive care, mainly
due to gastrointestinal toxicity {median 9 vs 20 days in the
FB-RIC and CTCD34+ group, respectively, P<0.02).
However, the medizan number of readmissions after day
-+ 30 and up to | year post transplant was higher in the FB-
RIC group (3 (range: 0-6) vs | {range: 0-4) rcadmission,
respectively, £<0.05), mostly due to severe infections and
or gastrointestinal GVHD (details not shown).

The proportion of surviving patients with a Karnofsky
score of =9%0% in the CTCD34 + vs the FB-RIC groups
was 50 vs 3%, respectively, at | year, 73 vs 40%: at 2 years
and 90 vs 60% at 4 vears.
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Discussion

Elderly age has been considered a major risk factor for
failure of & conventional myeloablative alloHSCT, attrib-
uted mainly to a high carly post transplant conditioning-
related NRM. The results obtained from this single-center
prospective study suggest that the negative impact of
clderly age on the cutcome of alloHSCT for paticnts with
carly-status AML and MDS can be reduced with an RIC
protocol. We believe that the main strength of this study is
the prospective ‘age-randomized” nature of the trizl. In the
context of & single-center consecutive patient cohort, “age
randomization” can be a suitable way of comparing two
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transplant strategics, while climinating potentially un-
known selection biases.”' In addition, we analyzed survival
according to the ITT principle to aveid misleading
interpretations and biased treatment effects,” sinoe reason-
able doubts have arisen as to the true impact of RIC allo-
HSCT to clderly patients duc to the various biases that lead
to selection of only very fit older patients.” ** The similar
4-vear OS and DFS in this [TT analysis suggest that RIC
alloHSCT may be proposed for elderly patients with AML)
MDS. Other strengths of this study are the inclusion only
of patients with very peor-risk AMLMDS, the relatively
long median follow-up of 4 years and the homogencous

denor type, stem oell source and condittoning regimen used
in cach cohort.

On the other hand, the main weakness of the current
study is the small sample sizes. and, as previously
highlighted, the age-dependent differences in the biological
characteristics of AML and high-risk MDS. Because of
these differences, only the statistical analyses of NRM are
shown. In addition. many centers would disagree with the
conventional high-dose conditioning chosen for young
patients and the RIC strategy chosen for clderly patients;
it should be stressed, however, that these strategics showed
good outcomes in cach age group in our previous single-
arm studics, and this prompred us 1o choose them and keep
them homogencous throughout the study. The tread for
increased NRM in the CTCD34 + group in the patients
with an age near 50 and the relatively low NRM in the
FB-RIC group suggest that our goals may have been met.
Interestingly, the higher NRM in patients with & high
HCT-comorbidity index in both age groups (Figure 1) isin
line with previous observations, confirming that comorbid-
itics, and not simply age alone, may help identify proper
candidates for RIC regimens. ™

[n summary, these single-center results suggest that in
this discase setting. the expected high NRM in clderly
patients can be reduced with an RIC regimen, leading to
cquivalent survival when compared to young patients
receiving a mycloablative alloPBSCT from an HLA-
identical sibling. Our study was not powcered to ideatify
the impact of the type of conditioning on other outcomes,
and for this purpose, a larger multicenter protocol is
ongoing.
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Apéndice: Estudio de quimerismo hematopoyético en el
trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad
reducida

La introduccién de los acondicionamientos de intensidad reducida requirid la
realizacion de estudios que analizasen su capacidad para lograr el injerto
hematopoyético y describiesen la cinética del mismo. En este estudio prospectivo
analizamos, mediante la amplificacion de “shot tandem repeats”, el quimerismo en
médula 6sea y sangre periférica en un grupo de 68 pacientes que recibieron un
trasplante con acondicionamiento de intensidad reducida (Alo-TIR).

Se observo injerto en la totalidad de los pacientes, sin fallos de injerto primarios ni
secundarios durante el tiempo de seguimiento del estudio. La probabilidad de
alcanzar quimerismo completo del donante (QCD) en sangre total fue del 70%,
85% y 95% en los dias +30, +100 y +180, respectivamente. El estudio en
subpoblaciones demostr6 que mientras en neutréfilos se alcanzé QCD en el dia
+30, la poblacion de linfocitos T tarddé mas tiempo en injertar, con diferencias segun
se usase melfalan o busulfan como agente alquilante (100% vs 0% en el dia +30 y
93% vs 20% en el dia +90, respectivamente). El Unico factor que se asocidé a una
adquisicion mas rapida de QCD fue el haber recibido mas de dos lineas de
tratamiento pretrasplante. Por otra parte en este estudio no se pudo demostrar que
la obtencion de QCD se relacionase con una diferente evoluciébn en cuanto a
enfermedad injerto contra receptor, supervivencia global o recidiva de la
enfermedad.

Nuestro trabajo concluyd que con nuestro esquema de Alo-TIR se alcanzé un
estado de QCD en la practica totalidad de los pacientes en los primeros seis meses
y que fue mas rapido en la serie mieloide que en la serie linfoide, donde tuvo cierta

relacidon con un mayor estado de inmunodepresion o quizas con el uso de melfalan.
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Summary:

We have performed a prospective study to evaluate early
chimerism and its Kinetics after allogeneic peripheral
blood stem cell transplantation among 68 patients who
received a reduced-intensity conditioning (RIC) regimen
with fludarabine plus melphalan (#=40) or busulphan
(n=28). Chimerism was analyzed by polymerase chain
reaction amplification of short tandem repeats in un-
fractionated (UF) and/or fractionated nucleated cells
from bone marrow and peripheral blood (PB). All of the
patients showed initial donor engraftment and no patient
presented primary or secondary graft failure. In UF
samples, the probability of achieving stable complete
donor chimerism (CDC) in PB within the first 6 months
was 70% on day + 30, 85% on day + 100 and 95% on
day +180. CDC in granulocytes was observed in nearly
all cases from day +30 onwards. CDC in T cells,
however, differed among melphalan and busulphan
recipients during the first 3 months (100 vs 0% on day
+30 and 93 »s 20% on day +90, respectively). In
multivariate analysis, the only significant variable asso-
ciated with the achievement of early CDC was having
received more than two lines of chemotherapy pretrans-
plant (P<0.02). No correlation was found between the
rate of achieving early CDC and the occurrence of acute
graft-versus-host disease (GVHD) or disease progression
post-transplant. In multivariate analysis, the only variable
that influenced the incidence of disease progression post-
transplant was the development of chronic extensive
GVHD (P<0.05). In conclusion, a state of CDC is
readily obtained within the first 6 months after our RIC
protocols. Donor myeloid engraftment occurs rapidly in
all cases, while early T-cell CDC is more common in more
immunosuppressed hosts and, perhaps, in melphalan
recipients.
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conditioning;

Reduced-intensity conditioning (RIC) regimens for allo-
geneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) are
being increasingly used for the treatment of hematological
malignancies and solid tumors."” These preparative regi-
mens are usually offered to patients who are poor
candidates for conventional myeloablative allogeneic
HSCT because of advanced age, medical comorbid diseases
or second transplants.” 7 RIC regimens base their ther-
apeutic effect on graft-versus-tumor (GVT) effect that is
mediated by T lymphocytes, with little effect due to the
conditioning itself. For this reason, it may be necessary to
obtain complete and stable donor chimerism of T
lymphocytes. Nevertheless, few studies are available on
the kinetics of lymphoid and myeloid engraftment follow-
ing RIC allografts.

We have performed a prospective study to evaluate early
chimerism and its kinetics after RIC regimens with
allogeneic SCT using polymerase chain reaction (PCR)
amplification of short tandem repeats (STR).

Patients and methods

Patients

Between December 1998 and April 2001, 90 patients
underwent an RIC allogeneic peripheral blood stem cell
transplantation (PBSCT) in nine Spanish institutions with-
in a prospective trial. Details of the study have been
previously published.” A total of 70 consecutive patients
from four of the participating institutions were included in
the current study. Two patients died on days +9 and +22
from pneumonia and multiorgan failure and were not
included in the analyses.

Patient characteristics are shown in Table 1. The median
age was 52 years (range 19-62). Disease phase at transplant
was categorized as early in 17 (25%) patients (acute
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Table 1 Patient characteristics
Flu-melphalan Flu-busulphan All patients
o o
¢ ¢
No. of patients 40 28 68
Age, median (range) 49 (19-63) 57 (34-66) 52 (19-66)
Sex (M/F) 24/16 17/11 43/27
Underlying disease
Lymphoproliferative syndromes 33 3 36
Non-Hodgkin's lymphoma 8 | 9
Follicular lymphoma 6 1 7
Diffuse large B-cell lymphoma I —_ |
Penipheral T-cell lymphoma 1 - 1
Hodgkins disease N 1 8
Multiple myeloma 13 - 13
Chronic lymphocytic leukemia 7 —_ 7
Myeloid malignancies 1 25 27
Acute myeloid leukemia 1 9 10
Myelodysplastic syndrome 10 10
Chronic myeloid leukemia — 6 6
Acute lymphoblastic leukemia 6 6
Myelofibrosis 1 1
Disease phase at transplant
Early 4 13 17
Intermediate 12 9 21
Advanced 24 6 32
Prior stem cell transplant (%) 19 (50) 5(18) 26 (37)
Median ECOG performance scale 0 0 0(0-2)
Donor-recipient sex mismatch (%) 17 (43) 11 (39) 29 (41)
Do/Re CMV seropositive (%) 35 (88) 27 (96) 64 (91)
CD34+ cells infused ( x 10°/kg recipient weight), 48(1.9-9.1) 4.6 (2-15.6) 4.7(1.9-15.6)

median (range)

Flu: fluadarabine. ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Scale: 0: asymptomatic, 1:

symp atic, fully ambulatory; 2: sy
day: 4: bedrnidden: Do/Re: Donor/r

P

CMV: ci

tic, in bed < 50% of the day: 3: symptomatic, in bed > 50% of the

. e
irus.

leukemia or poor-risk myelodysplasia in first complete
remission, untreated good risk myelodysplasia, first chronic
phase of chronic myeloid leukemia (CML), lymphoid
malignancy in first remission), intermediate in 21 (31%)
patients (acute leukemia or myelodysplasia in second or
higher complete remission, accelerated phase CML or
lymphoid malignancy in second or higher remission) and as
advanced phase in 30 (44%) patients (refractory or relapsed
acute leukemia or myelodysplasia, blastic phase CML and
all second transplants).

Disease status at transplant differed between the two
conditioning regimens. In all, 24 (60%) patients with
advanced disease were transplanted in the melphalan
regimen, whereas only six (21%) patients who received
the busulphan regimen were in an advanced status at
transplant (P =0.001). Additionally, a prior HSCT had
been performed in 19 (49%) and 5 (18%) patients,
respectively (P =0.01). Consequently, melphalan recipients
were more heavily pretreated than busulphan recipients: the
number of patients who had received more than two lines
of chemotherapy (including a prior transplant as a ‘line of
chemotherapy’) were 22 (55%) and three (11%). respec-
tively (P<0.001).

Conditioning regimens

Two different RIC regimens were used. one for lymphoid
and one for myeloid malignancies except for four patients
who were given the alternative regimen since they had
received a prior transplant that included in the conditioning

Bone Marrow Transplantation

regimen the assigned drug (Table I). The myeloid RIC
regimen (n = 28) consisted of fludarabine 30 mg/m* intra-
venously (i.v.) between days —9 and -5 and busulphan
I mg/kg x 10 doses on days -6 to —4 (total 10mg/kg). The
lymphoid regimen (n = 40) consisted of fludarabine 30 mg/
m? i.v. on days -8 to -4 followed by melphalan 70 mg/m?
i.v. on day —3 and —2. PBSC were infused on day 0.

Graft versus host disease (GVHD ) prophylaxis and
supportive care

GVHD prophylaxis consisted of cyclosporine A (CsA) and
a short course of methotrexate. CsA was given at a dose of
I mg/kg/day i.v. or by mouth from day —7 to —2, and then
2mg/kg/day from day —1. Levels were maintained in the
therapeutic range until tapered. In cases when acute GVHD
grade>1 did not develop, CsA was tapered 10% weekly
starting on day +90 and discontinued if no GVHD
appeared by day + 150. Methotrexate was given at a dose
of 10mg/m* on days +1. +3 and +6. followed by folinic
acid rescue. Acute and chronic GVHD were graded
according to established criteria.® Moderate-to-severe
GVHD was defined as the presence of grades II-1V acute
GVHD and/or extensive chronic GVHD. Standard sup-
portive care was used in all cases, as specified elsewhere.”

Chimerism analysis

Serial samples of peripheral blood (PB) and bone marrow
(BM) were analyzed for degrees of donor-recipient
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chimerism using PCR of informative minisatellite loci.
Samples were obtained at least after hematological recovery
(days +21 to +30), at 3 months, 6 months, 9 months, 1
year, and between 18 and 24 months post transplant.
Additional samples were analyzed if deemed appropriate by
the attending physicians. Chimerism studies were per-
formed with a commercially available automated kit
(profiler Plus; Perkin-Elmer. Norwalk, CT, USA) with
semiautomatic clectrophoresis (ABI Prism 377 DNA
Sequencer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
The kit uses multiplex amplification of nine STRs loci
(D3S1358, VWA, FGA. DS3S818, DI3S317, D7S820,
D8S1179, D21S11 and DISSS51) plus the gender marker
Amelogenin that allows quantification of the percentage of
donor and recipient DNA in the sample studied. DNA was
extracted following standard protocols. To evaluate lineage
chimerism, lysis buffer was added to PB and a selection of
CD3+ve and CDI9+ve cells from PB was done using
immunomagnetic beads.

Complete donor chimerism (CDC) was defined as the
presence of at least 95% donor DNA in the sample
analyzed. Definition of CDC was based on the donor
chimerism of T cells if available (1 = 26) or unfractionated
(UF) nucleated cells (n=42). Stable CDC was defined as
the presence of two consecutive CDC in PB without later
graft failure. Early CDC was defined as the establishment
of stable CDC in PB samples within the first 100 days after
transplant.

Donor lymphocyte infusions ( DLIs)

Our protocol recommended DLIs only in case of progres-
sive loss of donor chimerism or disease progression without
prior or concurrent moderate-to-severe GVHD. With this
criteria DLIs were given to eight patients, all of whom had
previously reached stable CDC without GVHD and
showed signs of progression of the underlying disease.

Statistical analysis

The »* statistic or Fisher's exact test was used to establish
differences in the distribution of discontinuous variables
and Student’s r-test or Mann-Whitney's U test to compare
continuous variables. All reported P values are two sided,
and a significance level of 0.05 was used. Time to onset of
CDC was calculated from the time of transplantation using
Kaplan-Meier product-limit estimates. Patients were cen-
sored at the time of DLI, disease progression (if further
salvage chemotherapy was given) or death from any cause,
and those who were still alive and progression free at the
time of reporting were censored at the last follow-up date.
The probability of disease progression post-transplant was
calculated using cumulative incidence estimate, with
transplant-related mortality considered a competing risk.
Logistic regression was used for multivariate analysis of the
variables that influenced the achievement of early CDC.
Variables included in the models were age, underlying
discase (mycloid vs lymphoid), conditioning regimen, status
at transplant, prior HSCT. number of prior lines of
chemotherapy received (<2 ws >2) and CD34+ cell/’kg
infused with the graft. In order to determine whether the

Chimerism analysis following allogenic PBSCT
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achievement of early CDC influenced the risk of suffering
disease progression post transplant, multivariate Cox
proportional hazards regression analyses were done. Vari-
ables included in the models were age. underlying discase
(myeloid vs lymphoid), status at transplant, prior HSCT,
number of prior lines of chemotherapy received (<2 vs
=2), GVHD and the onset of CDC. The occurrence of
acute GVHD grades I1-1V or extensive chronic GVHD and
time to onset of CDC were included as time-dependent
covariates, and the assumption of proportional hazards
over time was tested for all explanatory covariates using a
time-dependent covariate.

Results

A total of 433 samples from the 68 evaluable patients were
analyzed during the study. Of these, 209 BM samples (202
UF and seven fractionated), and 224 samples of PB were
analyzed; UF cells were studied in 108 samples, fractionated
cells in 48 samples and both analyses were done in 68
samples. In these latter samples, chimerism analyses of UF
cells and fractionated T-cells showed concordant results in
64 cases (94%) (ie: CDC in 63 and mixed chimerism (MC) in
one case). In the other four cases, the percentage of donor
cells in UF and T-cells were 100/65, 96/67, 97/85 and 100/90.

Chimerism was analyzed in UF nucleated cells from at
least one sample of BM or PB in 56 (85%) patients in at
least one occasion, while in 42 (62%) cases fractionated T
cells and granulocytes were studied in at least one occasion.
Only UF samples were studied in 26 (38%) patients, both
UF and fractionated samples in 30 (44%) and only
fractionated cells in 12 (18%) patients. Of the 42 patients
who had T-cell chimerism studied on at least one occasion,
only 26 had at least two consecutive PB samples studied
with fractionated cells; these 26 patients will be referred to
as those ‘studied with fractionated T cells’.

Chimerism analysis in UF nucleared cells

All of the patients showed initial donor engraftment and
no patient presented primary or secondary graft failure.
On the first chimerism analysis performed around day
+ 30, 44 out of 54 patients analyzed (82%) showed CDC in
BM and 43 out of 45 (96%) in PB samples. In those cases
with MC the percentage of donor cells ranged from 60 to
94% donor cells in BM (n=10) and 86% in PB (n=2). As
shown in Table 2a there were no differences between
conditioning regimens. Similar rates of CDC in both
treatment groups were found on later time points. Beyond
6 months post-transplant, most patients showed CDC in
both BM and PB (see Table 2a). The probability of
achieving stable CDC in PB within the first 6 months was
70% on day +30, 85% on day +100 and 95% on day
+ 180 (see Figure la).

Chimerism analysis in fractionated nucleated cells
{granulocytes and T-cells)

A total of 116 samples were analyzed from PB using
fractionated nucleated cells. The analysis of chimerism in
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Table 2

Complete donor chimerism in (a) unfractionated nucleated cells from bone marrow and peripheral blood after reduced-

intensity conditioning allogeneic PBSCT (% in parentheses) and (b) fractionated nucleated cells from peripheral blood after reduced-

intensity conditioning allogeneic PBSCT (% in parentheses)

Days No. patients studied — Flu-melphalan conditioning Flu-busulphan conditi Overall CDC
post transplant®
BM" PB BM" PB BM" PB BM" PB

(@) Unfractionated nucleated cells

30 54 45 25 (81) 28 (100) 19 (83) 15 (88) 44 (82) 43 (96)

90 41 38 25 (83) 23 (85) 9 (64) 10 (91) 34 (83) 34(89)
180 3 ER) 20 (95) 19 (95) 10 (100) 11 (85) 30097 30 (90)
270 19 20 11 (100) 11(92) 7(87) 8 (100) 18 (95) 19 (95)
360 25 25 15(94) 14 (100) 9 (100) 11 (100} 25(96) 25 (100)
540-720 17 17 7 (100) 7(100) 10 (100) 8 (89 17 (100) 15 (94)

TL GR TL GR TL GR

(b) Fractionated nucleated cells

30 2 14 (100) 14 (100) 0 7(78) 14 (64) 21 (95)

90 26 14 (93) 15(94) 2(20) 8 (80) 15(63) 23 (38)
180 23 13 (100) 13 (100) 9 (90) 10 (100) 22 (96) 23 (100)
270 12 5(83) 5 (R5) 5(83) 6 (100) 10 (83) 11 (92)
360 19 75 (100) $ (100) 10(91) 11 (100) 17(94) 19 (100)
540-720 14 6 (100) 6 (100) 8 (100) 8 (100) 12 (100) 14 (100)
*PBSCT: peripheral blood stem cells transplantation. Flu: fludarabine: BM: bone marrow; PB: peripheral blood: CDC: complete donor

chimerism; M: months; TL: T lymphocytes: GR: granulocytes.

"Patients who had > 5% bone marrow infiltration at these time points were not included in the analysis of chimerism data,
“Patients who received DLI for disease progression or persistent mixed chimerism were censored at the time of DLI for further chimensm data.

fractionated cells showed that early post transplant the
presence of CDC was more frequent in granulocytes than in
carly T cells. Among 22 patients studied around day + 30,
21 (95%) showed CDC in granulocytes and 14 (64%) in T
cells. As shown in Table 2b, all MC occurred in patients
conditioned with busulphan, who had 55-70% donor T
cells at this early time point (n=8), while all 14 patients
conditioned with melphalan showed CDC both in granu-
locytes and lymphocytes (P <0.001 for T-cell CDC between
groups). In the third month post transplant, 23/26 patients
(88%) showed CDC in granulocytes and 15/26 (63%) in T-
cells. Again, there were no differences in the rates of CDC
in granulocytes among melphalan and busulphan recipients
(94 vs 80%, respectively), but there were still significant
differences in the rates of CDC in T-cells (93 vy 20%,
respectively: P<0.01). In the eight busulphan recipients
with T-cell MC at this time point, the level of donor
chimerism ranged from 66 to 94%. Thereafter, most
patients showed CDC in both granulocytes and T-cells
with no differences between melphalan and busulphan
recipients (see Table 2b). The probability of achieving
stable CDC within the first 6 months post transplant was
lower when the analyses was performed in fractionated T-
cells (n = 26) than when the analysis were performed on UF
samples: 43 vs 77% on day +30. 60 vs 92% on day + 100
and 85 vs 97% on day + 180, respectively (P<0.004)
(Figure 1b).

Influence of prior treatments on chimerism status

The factors mfluencing the probability of achieving early
stable CDC were studied. Several factors were found to be
statistically significant in univariate analysis. These factors
were lymphoid vs myeloid malignancy (90 vs 48%,

Bone Marrow Transplantation

P<0.001), more than two vs one or two prior lines of
chemotherapy (96 vs 60%. P=0.001), having received a
prior HSCT (92 ws 54%., P=0.01) and melphalan vs
busulphan conditioning (90 vs 50%, P<0.001). However,
in multivariate analysis the only significant variable was
having received more than two lines of chemotherapy
pretransplant (P<0.02).

Chimerism analysis and GVHD

Moderate-to-severe GVHD occurred in 35 out of 59
evaluable patients (41%). A total of 68 patients
were evaluable for acute GVHD and 57 patients were
evaluable for chronic GHVD. of which 29 (43%) and 37
(65%) developed acute and chronic GVHD, respectively.
Moderate-to-severe GVHD developed in 28 of 52 (54%)
patients who achieved early CDC and in seven out of 17
(41%) with MC (P=0.4). Among patients whose early
chimerism was studied using fractionated T-cells, moder-
ate-to-severe GVHD occurred in nine out of 17 (53%)
patients with T-cell CDC and five out of 12 (42%) with MC
(P=0.7).

Progression-free survival

The median overall follow-up was 12 months (range. 9-24),
and 49 (70%) patients were alive at the time of analyses
(November 2001). In multivariate analysis, the only
variable that influenced the incidence of disease progression
post-transplant was the development of chronic extensive
GVHD. The incidence of disease progression at | year in
patients with (1=49) and without (n=19) chronic ex-
tensive GVHD was 6 and 30%, respectively (P<0.05)
(Figure 2).
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Discussion

Chimerism analysis is mandatory after RIC regimens for
allogencic HSCT, since the kinctics of lymphoid and
mycloid engraftment may differ from those seen after
traditional myeloablative conditioning. Many different
RIC regimens are currently in use; most protocols use
fludarabine, but this drug is combined with low-dose total
body irradiation,” Jow-dese cyclophosphamide™*” or high-
dose alkylating agents.™™ ™" as in our protecols. Addi-
tionally, antlymphecyte serums such as antithymoeceyte
globulin and CAMPATH are used in many protocols ™~
All of these varizbles may influcnce the kinetics of donor
cell engraftment, although few detailed studies have been
published to date. Qur results show that stable CDC can be
obtained after our RIC regimens, with no graft fatlures nor
need to use DLI for persistent MC. Mycloid engraftment,
as indicated by BM chimerism and granulocyte chimerism
in PB, rapidly reached a state of CDC in most cases. The
engraftment was stable over time, thus indicating that a
stable graft-versus-hematopoiesis effect takes place.
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The kinctics of T-cell engrafument differed somewhat
between busulphan and melphalan recipients. Although
there appeared to be no differences in the rates of CDC
achieved between both groups when UF PB samples were
studied, this probably reflects the inability to detect a small
proportion of residuzl recipieat T-cells in PB hidden among
the other predominant cell types of denor origin. This was
well reflected in the six samples that had T-cell MC, while
UF samples showed =93% donor DNA. As shown in
Figure b, the kinetics of T-cell engrafunent lagged & bit
behind that of myeloid (as represented by chimerism studies
in UF samples) engraftment. This difference was especially
relevant in busulphan recipients, as shown in Table 2b.
From these results, one tends to conclude that melphalan is
more immunesuppressive than busulphan. However, this
may not be the case. Melphalan recipients were more
immuncsuppressed pretransplant because of their under-
lying lympheid malignancy and the heavier pretreatment
reccived. In fact, in multivariate analysis the only variable
that was associated with the achievement of CDC was
having reccived more than two lines of chemotherapy
pre-transplant. Our results agree with those found by
Mattson'' using similar high-dose alkylating agent-based
regimens. However, Childs er af* found an carlier rate of
T-cell engraftment than mycloid engraftment after a
fludarabine-high-dose cyclophosphamide-based protocol.
On the other hand, RIC regimens that are immuncsup-
pressive but not myelotoxic, such as the Audarabine-low-
dose cyclophosphamide protocol reported by Khouri e al”
and the fludarabine-low-dose TBI regimen reported by
McSweenwy er af,’ incvitably Jead to earlier T-cell CDC
than myeloid doner chimerism. From our results, we
recommend performing chimerism analysis on fractionated
T-cells and myceloid cells from PB when using & myclosup-
pressive RIC protocol, in order to avoid missing cases of
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MC in T-cells. Once a stable T-cell CDC is reached, UF
samples can be used for further studies since graft failures
are very rare.

The establishment of CDC has been considered a
prerequisite for the onset of GVHD and for a GVT effect,
both after conventional myeloablative transplants'* 'S and
RIC allografting.™'"'* We were however unable to find a
cause-effect correlation between the onset of CDC and
GVHD. Once GVHD occurred, however, all patients were
later found to be in CDC. Our results agree with those
found by Mattson et al.'' Both studies, however, have
similar limitations in their design for finding such an
association, Our chimerism studies were performed only
twice during the first 100 days post transplant. Since the
kinetics of donor cell engraftment can change rapidly carly
after an RIC allograft, it is possible that patients in MC
who later developed GVHD eventually switched to a state
of CDC before developing GVHD. The fact that all such
patients were in CDC after GVHD was diagnosed supports
this hypothesis. In the study by Childs er al* T-cell
chimerism was followed very closely after transplant, and
an association was found between the development of CDC
and onset of GVHD.

Since most of our patients reached a state of stable CDC
in both UF and fractionated T-cells by 6 months post
transplant, it is not surprising that we did not find any
relation between CDC and disease progression post
transplant. After a myeloablative HSCT, the GVT effect
is strongly associated with GVHD,'”'* and the only variable
that we found to be protective against disease progression
after an RIC allograft was the development of moderate-to-
severe GVHD. Since we had very few patients who were in
stable MC during follow-up, we were unable to analyze the
possible occurrence of a GVT effect in such a setting.

In conclusion, a state of CDC is readily obtained within
the first 6 months after our RIC protocols. Donor myeloid
engraftment occurs rapidly in all cases, while early T-cell
CDC is more common in more immunosuppressed hosts.
The high rate of CDC achieved explains the high incidence
of chronic GVHD seen, which is similar to unmanipulated
PBSCT recipients,' and the GVT that occurs after these
RIC allografts.
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Discusion
Discusion

Sobre el apéndice (trabajo 4, anexo 1))
El primero de los trabajos que conforman esta Tesis Doctoral, cronologicamente

hablando, esta recogido en forma de apéndice y fue publicado en el afio 2003. En
esa fecha, los estudios iniciales sobre Alo-TIR sugerian su capacidad de lograr un
injerto hematopoyético estable y duradero, asi como su aplicabilidad en pacientes
no candidatos a recibir un trasplante convencional, al ser la MRT “asumible” en
pacientes de alto riesgo.(Giralt S, 1997; Khouri IF, 1998; Slavin S, 1998; Childs R,
1999; Carella AM, 2000 A; Carella AM, 2000 B, Martino R, 2001).

El objetivo de este estudio fue analizar la cinética del injerto linfoide y mieloide tras
Alo-TIR, para lo que se realizaron estudios de quimerismo mediante amplificacion
con reaccion de cadena de la polimerasa (PCR, de polimerase chain reaction por
su siglas en ingles) de fragmentos cortos repetidos (STR, de short tandem repeats
por sus siglas en ingles). Se acepta que el estudio de quimerismo tras Alo-TIR
resulta imprescindible, ya que la cinética del injerto mieloide y linfoide puede diferir
de la observada en el Alo-TPH con acondicionamiento convencional. Por otro lado,
los diferentes esquemas de acondicionamientos englobados bajo el término
“intensidad reducida” son multiples; la mayor parte se basan es combinaciones de
fludarabina con dosis bajas de irradiacion corporal total, ciclofosfamida u otros
agentes alquilantes (como es el caso de nuestro trabajo) y en ocasiones a estos
agentes se afade el uso de alemtuzumab o ATG. Todas estas variables pueden
influir en la cinética del injerto y los datos publicados al respecto en 2003 eran muy
pocos. Nuestros resultados muestran que el régimen de fludarabina con un
alquilante en dosis propia de alo-TIR (tanto melfalan como busulfan) permite un
injerto mieloide rapido que resulta en quimerismo completo en los primeros 100
dias en la mayor parte de los casos, tanto en médula 6sea como en sangre
periférica. Ademas, la estabilidad a lo largo del plazo del quimerismo sugiere que

se produce un efecto injerto-contra-hematopoyesis del receptor.

El injerto de los linfocitos T es diferente segun se haya usado busulfan o melfalan

como agente alquilante. Los andlisis de quimerismo en sangre periférica total (no
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fraccionada en subpoblaciones) sugieren que no hay diferencias en el quimerismo
completo con los dos alquilantes. Ello refleja una incapacidad de la técnica de
estudio, para detectar en sangre total, niveles bajos de quimerismo mixto de
linfocitos T, que pasan desapercibidos entre las células mieloides del donante
predominantes. Este hecho lo confirman los seis casos de pacientes con
quimerismo completo del donante en sangre total y evidente quimerismo mixto en
linfocitos T al analizar las subpoblaciones. En el post-trasplante precoz, la frecuente
linfopenia en sangre total y la mayor proporcion de neutrofilos pueden llevar a la
falsa impresién de quimerismo completo. EIl quimerismo completo en linfocitos T
fue ligeramente mas lento que en neutroéfilos, como se muestra en la figura 1b de
este trabajo; la curva de quimerismo completo en linfocitos T esta desplazada a la
derecha respecto a la sangre no fraccionada. Esta diferencia fue mas acusada en
los pacientes que recibieron busulfan, como se detalla en la tabla 2b. Con estos
datos se podria pensar que el melafalan tiene una mayor potencia
inmunodepresora, pero la diferencia puede ser debida también a otros factores. Los
pacientes que recibieron melfalan presentaron probablemente una mayor
inmunodepresidn pretrasplante, debido tanto a las neoplasias linfoides de base en
las que usé este agente, como a ser pacientes que globalmente habian recibido
mayor numero de lineas de tratamiento antes del trasplante. De hecho, en el
analisis multivariado la unica variable que se asoci6é con quimerismo completo

precoz fue el haber recibido mas de dos lineas terapéuticas antes del trasplante.

Los resultados del tabajo aqui discutido son similares a los publicados por Mattson
y colaboradores (Matson J, 2001) con un esquema de acondicionamiento muy
similar al nuestro. Por el contrario, son diferentes a los de Childs y colaboradores
(Childs R, 1999) con fludarabina y ciclofosfamida en dosis alta, en los que el
guimerismo completo fue mas rapido en los linfocitos T que en la linea mieloide. De
forma similar, con esquemas poco mielotdxicos y muy inmunodepresores, como las
combinaciones de fludarabina con dosis bajas de ciclofosfamida (Khouri IF, 1998) o
de irradiacion corporal total (McSweeney PA, 2001), el quimerismo completo
mieloide es mas tardio que en los linfocitos T. Con los datos de nuestro trabajo,
recomendamos la realizacion de estudios de quimerismo en sangre fraccionada
para estudiar tanto la poblacién granulocitaria como la linfocitaria T en sangre

periférica, para evitar que pasen desapercibidos casos de quimerismo mixto T. Una
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vez se haya alcanzado un estado de quimerismo completo en los linfocitos T, se
pueden hacer los estudios en sangre no fraccionada ya que el fallo de injerto

secundario es muy infrecuente.

La obtencion de un estado de quimerismo completo, se ha considerado un requisito
indispensable para el desarrollo de un EICT potente y de EICR, tanto en el contexto
de Alo-TPH con acondicionamiento convencional (Antin JH, 2001; Mattson J, 2001;
Gyger M, 1998) como con acondicionamiento de intensidad reducida (Slavin S,
1998; Mattsson J, 2001; Molina A, 1999) En nuestro trabajo no se puedo demostrar
una relacion causa-efecto entre la obtenciéon de quimerismo completo de linfocitos
T y el desarrollo de EICR, ya que algunos pacientes desarrollaron EICR durante el
quimerismo mixto. Es de destacar que todos los pacientes que presentaron EICR
tuvieron quimerismo completo del donante en linfocitos T en al andlisis
inmediatamente posterior al desarrollo de la EICR. Resultados similares los publico
Mattson (Mattsson J, 2001) y la explicacibn mas plausible es que el periodo entre
las determinaciones de quimerismo en ambos estudios fue demasiado prolongado,
de manera que no se pudo detectar la conversibn de quimerismo mixto a
quimerismo completo antes del desarrollo de la EICR. En nuestro trabajo sélo se
realizaron dos determinaciones de quimerismo en los primeros 100 dias, de forma
que es probable que los pacientes que desarrollaron EICR hubiesen pasado de
quimera mixta a completa durante el intervalo entre ambas. En el trabajo de Childs
y colaboradores se realizé6 un seguimiento muy cercano del quimerismo y por ello
se pudo determinar una clara relacion entre la evolucién a quimerismo completo y
el desarrollo de EICR.

Dado que la mayoria de nuestros pacientes alcanz6 quimerismo completo, tanto en
células no fraccionadas como en linfocitos T antes de los seis meses y que éste se
mantuvo posteriormente, no es extrafio que no hayamos detectado ningun impacto
en relaciébn con la recidiva de la enfermedad. En el Alo-TPH convencional, el
desarrollo de EICR se asocia a EICT; en el mismo sentido, en nuestro trabajo la
unica variable que se asoci6 a menor recidiva de la enfermedad de base fue el
desarrollo de EICR moderada-severa. El escaso numero de pacientes con una
situacion de quimerismo mixto estable post-trasplante no permitié estudiar la EICT

en esta situacion.
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En conclusion, el quimerismo completo del donante se obtiene en la mayor parte de
casos en los primeros seis meses después del trasplante alogénico con
acondicionamiento de intensidad reducida, basado en fludarabina y busulfan o
melfalan. Con estos esquemas de acondicionamiento, el injerto mieloide se obtiene
en todos los casos de forma rapida, mientras que el de linfocitos T es mas rapido
en los pacientes con mayor inmunodepresion y/o tratamiento previamente al
trasplante. La frecuencia y rapidez del quimerismo completo explican la elevada
incidencia de EICR cronica, similar a la de los trasplantes con acondicionamiento
convencional (Champlin RE, 2000) de sangre periférica, asi como el potente EICT

que se observa tras el Alo-TIR.

Sobre el primer trabajo de la Tesis.

Una vez demostrada la capacidad para alcanzar el injerto estable con el esquema
de intensidad reducida antes descrito, el siguiente paso fue estudiar la aplicabilidad
de estos esquemas de acondicionamiento en pacientes con neoplasias
hematolégicas con indicacion de Alo-TPH pero no candidatos a trasplante
convencional por su alto riesgo de MRT y estudiar si ésta se lograba reducir. Es
bien conocido que el Alo-TPH es potencialmente curativo en diversas
enfermedades hematoldgicas, tanto malignas como benignas. También es obvio
que el acondicionamiento convencional con altas dosis de quimioterapia y/o
radioterapia, se asocia a morbi-mortalidad elevada, especialmente en pacientes de
edad avanzada, con comorbilidades o que han recibido previamente un trasplante.
La mortalidad esta relacionada principalmente con la toxicidad derivada del
acondicionamiento y con el desarrollo de EICR. Esto hace que el acceso al Alo-

TPH en estos grupos de pacientes de alto riesgo sea muy reducido.

Con la intencidbn de reducir la toxicidad, desde finales de los afios 90 se
desarrollaron pautas de acondicionamiento denominadas de intensidad reducida
(Giralt S, 1997; Slavin S, 1998). Estos regimenes procuraron garantizar el injerto
hematopoyético del donante con baja toxicidad, para progresivamente desarrollar

un sistema hematopoyético (e inmune) nuevo que origine EICL capaz de erradicar
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la neoplasia de base. Por lo tanto, en resumen, los Alo-TIR se desarrollaron para
permitir que pacientes con un elevado riesgo de mortalidad asociada al

procedimiento pudiesen beneficiarse del Alo-TPH.

Los estudios iniciales de Alo-TIR sugerian que la MRT era reducida en
comparacion con la esperable en pacientes de alto riesgo (Giralt S, 1997; Slavin S,
1998; McSweeney PA, 2001; Diaconescu R, 2004; Sorror M, 2004, Couriel DR,
2004). Pese a ello, pocos estudios compararon directamente la mortalidad con
esquemas convencionales vs. los de intensidad reducida y todos ellos mostraron
inferior MRT en estos ultimos. En 2004, Diaconescu y colaboradores mostraron que
el uso de acondicionamientos no mieloablativos resulto ser el factor mas importante
asociado a una reduccion de la MRT y la toxicidad derivada del acondicionamiento
(Diaconescu R, 2004). En ese trabajo la reducciébn de la mortalidad fue
especialmente relevante en los pacientes con peores caracteristicas pretrasplante.
En el articulo 1 de la Tesis, nosotros observamos que los pacientes que habian
sido previamente tratados con un trasplante autdlogo, y por lo tanto presentaban un

mayor riesgo de MRT, se beneficiaron especialmente de la reduccidén de la MRT.

En este primer trabajo de la Tesis, los pacientes que recibieron un
acondicionamiento convencional diferian notablemente en algunas caracteristicas
del grupo que recibié acondicionamiento de intensidad reducida. Los pacientes del
grupo de acondicionamiento convencional se trasplantaron desde 1995, mientras
que el acondicionamiento de intensidad reducida se introdujo en nuestro centro en
1999. Ya que entre 1995 y 1999 no se hicieron cambios substanciales en el
tratamiento de soporte, no es de esperar que este aspecto influyera en los
resultados. Otras caracteristicas distintas entre los grupos fueron la edad, la
situacion de la enfermedad de base y el numero de pacientes con un trasplante
autélogo previo; es de destacar que todas ellas fueron mas desfavorables en el

grupo de intensidad reducida.

El estudio mostré6 que el uso acondicionamiento convencional vs. de intensidad
reducida fue el factor mas importante asociado con MRT, en una unica Unidad de
Trasplante y durante un periodo de tiempo comparable. Por lo tanto, los llamados

“efecto centro” y “efecto tiempo” no influyeron en los resultados, a diferencia de lo

116



Discusion

que puede ocurrir en los trabajos multicéntricos retrospectivos. Otras variables
clasicamente asociadas a mayor MRT, como la edad, los segundos trasplantes y el
diagnéstico también resultaron significativos en nuestro estudio. La serologia frente
a CMV del paciente no fue un factor significativo, probablemente debido a que solo
6 pacientes en cada grupo eran CMV negativos; sin embargo resultdé notable que
ninguno de estos pacientes fallecidé durante el periodo del estudio. Las variables
qgue se asociaron a mayor MRT fueron las mismas en los pacientes que recibieron
un acondicionamiento convencional o de intensidad reducida, sin embargo el
impacto fue muy superior en el primero de los casos. La fase mas avanzada de la

enfermedad mostr6 una tendencia a mayor MRT.

Se ha postulado que el uso de acondicionamiento de intensidad reducida se podria
asociar a elevado riesgo de progresion precoz de la enfermedad, sin embargo, el
esquema de acondicionamiento usado en nuestro estudio incluyé farmacos con
actividad citotoxica directa que aunque menor que los esquemas convencionales,
puede explicar la ausencia de diferencias significativas en la probabilidad de
recidiva precoz (Kottaridis PD, 2000; Giralt S, 2001; Martino R, 2001, Slavin S,
1998) Otros autores, con acondicionamientos de intensidad reducida similares,
han observado también SLE prolongada en pacientes con enfermedades de alto
riesgo (McSweeney PA, 2001; Sorror ML, 2004). La probabilidad similar de recidiva,
con menor MRT logré6 mejorar los resultados de SG en el grupo de Alo-TIR. Sin
embargo, la presencia de algunas diferencias entre los dos tipos de
acondicionamiento hicieron que una comparacion directa de los resultados de SG
no fuera posible. La primera de estas diferencias fue una mayor proporciéon de LMA
y SMD en el grupo de acondicionamiento convencional (57% en el grupo de
acondicionamiento convencional vs 22% en el de intensidad reducida) y un menor
periodo de seguimiento en el grupo de intensidad reducida (28 meses en el grupo
de acondicionamiento convencional vs. 14 meses en el de intensidad reducida;
P<0.001). Estos factores podrian reducir la probabilidad de recidiva en el Alo-TIR,
por lo que eran necesarios otros estudios en enfermedades especificas para
valorar el verdadero efecto que tiene el acondicionamiento de intensidad reducida
sobre la SG y la recidiva. En trabajos posteriores al aqui discutido, se ha
demostrado que el uso de acondicionamiento de intensidad reducida se asocia a

mayor riesgo de recidiva en pacientes con SMD y LMA, en comparacion con el
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acondicionamiento convencional (Martino R, 2006; Aoudjhane M, 2005). Ademas
dentro de los acondicionamientos de intensidad reducida también se ha
demostrado que los esquemas con menor capacidad antileucémica se asocian a
mayor riesgo de recidiva (De Lima, 2004) Esta diferencia en la recidiva no se
traduce en menor SG, ya que se compensa por la menor MRT, de forma que que la
SG y la SLE son similares en ambos grupos (acondicionamiento convencional vs
Intensidad reducida), como se puede ver en la Figura 9. Por otra parte, se ha de
tener en cuenta que los pacientes que recibieron acondicionamiento de intensidad
reducida se consideraron no candidatos a un trasplante convencional, por lo que

esta ultima opcion no se contemplé en la practica clinica (Martino, 2006).

Figura 9: Comparacién de mortalidad relacionada con el tratamiento y
recidiva en pacientes con SMD de alto riesgo.
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Tomada de: Martino, R. 2006

Una pregunta que no respondié nuestro trabajo fue si el uso de Alo-TIR en
pacientes no candidatos a trasplante convencional es mejor que otras estrategias
como quimioterapia o trasplante autélogo. Un trabajo unicéntrico, que incluyd
pacientes con LMA de alto riesgo en primera RC comparé los pacientes que
disponian de un donante HLA idéntico familiar vs. pacientes sin donante familiar. El
71% de los pacientes con donante pudo recibir el Alo-TIR. La mayor MRT del grupo
de donante (12%) fue ampliamente compensada con una reduccién en la recidiva
(12% vs 54%; P=0.0002) y se tradujo en mejores resultados en el grupo con

donante vs. sin donante, tanto en términos de SG (P=0.04) como de SLE (54% vs
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30%; P=0.001) (Mohty M, 2005). Estos datos refuerzan el papel del trasplante
alogénico en la LMA de alto riesgo, incluso en pacientes de edad avanzada o con

comorbilidades.

Para establecer el mejor acondicionamiento en un paciente en concreto, se ha
preconizado el uso de indices de comorbilidad que permiten predecir el riesgo de
MRT precoz. En este sentido, en los Ultimos afios se ha asentado el indice de
comorbilidad de Sorror para predecir MRT y SG en pacientes que han recibido un
trasplante alogénico (Sorror M, 2005). Este indice permite identificar los pacientes
que pueden recibir un acondicionamiento convencional con un riesgo de MRT
aceptable, y asi beneficiarse del mayor poder antileucémico de las dosis altas de
quimioterapia y/o radioterapia. Por otra parte, los pacientes con indices de
comorbilidad elevados, por lo tanto con elevado riesgo de MRT precoz, se
beneficiarian de los esquemas de intensidad reducida, sin tanta capacidad
antileucémica pero que ofrecen también la posibilidad de curacion mediante el

efecto del injerto contra el tumor (Sorror M, 2010).

En nuestro trabajo, los pacientes en el grupo de intensidad reducida tuvieron una
tendencia a menor incidencia de EICR aguda que los pacientes que recibieron
acondicionamiento convencional. En otros estudios la incidencia de EICR aguda ha
sido muy variable; algunos trabajos sugieren una menor incidencia de EICR aguda,
mientras otros indican que es similar o incluso mayor que tras acondicionamiento
convencional. Las diferencias se pueden atribuir a las distintas profilaxis de la EICR
y al uso tanto de donantes emparentados como no emparentados en los diferentes
estudios. La menor incidencia de EICR aguda puede explicarse por la menor
liberacidbn de citoquinas proinflamatorias como se habia sugerido en trabajos
previos (Ferrara J, 1999; Perez-Simon JA, 2003). Por otro lado, es importante
remarcar que en nuestro estudio el 45% de los pacientes habian recibido un
trasplante con deplecién de linfocitos T (mediante seleccion CD34+), lo que
indudablemente reduce la incidencia de EICR aguda (Ho VT, 2001; Urbano-Ispizua
A, 2001). De hecho, si se comparan so6lo los pacientes sin deplecidén T, la incidencia
de EICR aguda fue todavia mayor en el grupo de acondicionamiento convencional.
La mediana de aparicién de la EICR aguda en el grupo de intensidad reducida fue

mas tardia que tras acondicionamiento convencional, lo que podria reducir la
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mortalidad al permitir una separacidon de la toxicidad relacionada con el
acondicionamiento y la aparicion de la EICR. Finalmente, no se observaron
diferencias entre ambos grupos en relacion con la EICR crbnica, que se ha
revelado como el factor mas importante en el control de la enfermedad de base en
otros trabajos (Nagler A, 1999; Childs R, 1999; Mattsson J, 2001; Valcarcel D,
2003)

En un trabajo centrado en el impacto del acondicionamiento en el desarrollo de
EICR y que incluy6 238 pacientes (150 Alo-TIR y 88 acondicionamiento
convencional), los resultados fueron similares a los de nuestro trabajo, con menor
incidencia de EICR aguda en el grupo de Alo-TIR (44% vs 67%, P<0.001). El
acondicionamiento fue la Unica variable con impacto en el analisis multivariado;
ademas, la aparicion de EICR aguda fue més tardia en el Alo-TIR (37d vs 23d,
P<0.001). El uso de Alo-TIR se asocié a una tendencia a mayor EICR cronica (71%
vs 63%, P=0.08), a expensas de las formas limitadas (25% vs 7%, P=0.028).
Ademas, los pacientes del grupo de Alo-TIR tuvieron menor necesidad de
inmunodepresion a los 36 meses (35.5 vs 68.8; P=0.028) (Perez-Simon, 2005)

Estos estudios iniciales sobre EICR comparten un problema para su correcta
interpretacion, que es la definicibn de EICR aguda en funcidbn del momento
temporal (antes del dia +100 post-trasplante). De hecho la introduccion de los Alo-
TIR fue uno de los motivos que indujeron al cambio en la definicion de EICR agudo
segun los criterios del NIH, de forma que desde el 2005, se acepta que puede
aparecer EICR agudo mas alla del dia +100 (Filipovich, 2005). En trabajos
posteriores al nuestro que ya incluyen estos criterios y comparan esquemas de
intensidad reducida con convencionales, se observa que la incidencia de EICR
agudo y crénico son similares, si bien, en general, se mantiene una aparicion mas
tardia de EICR agudo en el grupo de Alo-TIR (Johnston L, 2008)

Como conclusion a este primer trabajo, encontramos que la introduccién de los
esquemas de intensidad reducida en nuestro programa de trasplante permitid
reducir la MRT sin aparente incremento de la recaida, lo que conllevé en conjunto
a una mejoria de la SG. Por lo tanto, el principal objetivo de estos esquemas de

intensidad reducida, la reduccién de la mortalidad precoz, se ha visto cumplido. En
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futuros estudios se desarrollaran mejoras en estos esquemas y se analizaran los

resultados en enfermedades concretas.

Sobre el segundo trabajo de la Tesis.

Los trabajos iniciales en torno al Alo-TIR mostraron que los esquemas lograban un
injerto precoz y estable en el tiempo y que lograban reducir la MRT en las fases
precoces post-trasplante. Se plante6 como siguiente cuestidon investigar si el EICL
en este contexto era suficiente para lograr la curacion de pacientes de alto riesgo,
incluidos los pacientes que habian recidivado después de un trasplante autologo de
progenitores hematopoyéticos. En concreto, nosotros decidimos centrarnos en el
papel del Alo-TIR en los pacientes con LMA 'y SMD de alto riesgo, que en muchos
casos se descartaban para un trasplante convencional por motivos de edad,
comorbilidades o por un trasplante previo. Se habia intentado analizar este aspecto
en un trabajo anterior de revision de un gran numero de estudios de diversos
grupos. La disparidad de enfermedades, el uso de diferentes esquemas de
acondicionamiento y los diferentes tipos de donantes hacian dificil hasta la fecha
extraer conclusiones. De hecho, los diversos estudios mostraban resultados muy
diferentes, con MRT que oscilaba entre el 5% y 51%, recidivas entre el 11% y 45%,
SG entre el 17% y 65% y SLE entre el 31% y 80%. (Martino R 2002; Lazarus HM,
2006; Schmid C, 2005; Sayer HG, 2003; Hallemeier C, 2004, Hegembart U, 2006;
Platzbeker U, 2006)

Nuestro trabajo tratd de superar esas limitaciones al establecer unos criterios de
inclusion concretos y estrictos:
1) Pacientes con patologias concretas, en este caso LMA 'y SMD de alto riesgo
2) Mismo acondicionamiento y mismo tipo de donante (hermanos HLA idéntico)
3) Seguimiento prolongado que permitid6 por primera vez el analisis de la
evolucion de estos pacientes a largo plazo, y estudiar la capacidad
antileucémica del trasplante
4) Disefio prospectivo y multicéntrico que permita la extrapolacion de los

resultados a otros centros.
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El hallazgo fundamental de este segundo trabajo fue identificar la EICR crdnica
como el principal factor asociado con una reduccion de la recidiva de la LMA 'y
SMD. Ademas, la EICR croénica no se asocié a mayor MRT, por lo que también fue
el factor mas importante asociado a mejores SG y SLE a los 4 anos. Ello a
diferencia de la EICR aguda, donde el efecto beneficioso en términos de reduccidn
de las recidivas se ve contrarrestado por una mayor MRT y en el balance final no

es positivo en términos de SG o SLE.

En nuestro estudio, igual que en otras publicacione anteriores (Martino R, 2006,
Shimoni A, 2006), |a principal causa de fracaso del procedimiento fue la recidiva de
la enfermedad de base. La recidiva tiende a producirse en la fase precoz post-
trasplante (mediana de 4 meses en nuestro trabajo) y por lo tanto sin dar tiempo a
gue se establezca un EICL estable y potente (Mattsson J, 2001B). La plataforma
para que se pueda desarrollar este EICL se basa en el establecimiento de un
quimerismo completo de linfocitos T del donante, hecho que se produce a partir del
dia +100 post-trasplante, tal y como habiamos demostrado en el estudio previo que
forma parte de la tesis en forma de Anexo 1. Por otra parte, la mayoria de los
pacientes que recayeron se encontraban bajo tratamiento inmunodepresor, lo que
también podria dificultar el establecimiento del EICL. La mejora de los resultados
globales pasarian por lo tanto por reducir la la recidiva postrasplante y en este
sentido se pueden proponer varias estrategias, entre ellas las siguientes:

1. Una reduccion mas rapida de la inmunodepresion farmacolégica post-
trasplante, para permitir la adquisicibn temprana de quimerismo
completo de linfocitos T del donante y un EICL precoz. Esta
estrategia conlleva mayor riesgo de EICR aguda grave y fue probado
por el grupo de Seattle sin éxito (Feinstein LC, 2003).

2. Uso de farmacos antineoplasicos en la fase precoz postrasplante
hasta que se produzca el EICL. En este sentido, se evalua
actualmente la azacitidina post-trasplante. Hasta el momento sélo se
dispone de datos preliminares de un estudio de busqueda de dosis en
el que se determin6 que el uso de 5-azacitidina en dosis de 50 mg/m2/
dia durante 5 dias, cada 28 dias a partir del dia +40 post-trasplante
resultd segura y se pudo administrar durante 4 ciclos. Aunque el

estudio no estaba disefiado para evaluar eficacia, es destacable la SG
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del 77% y la SLE del 58% a un afio en pacientes de alto riesgo lo que
sugiere que la estrategia puede ser beneficiosa y merece estudios
adicionales (De Lima, 2010)

En nuestra serie la MRT fue baja (8% a los 100 dias y 16% al afo) y por lo tanto se
logré el objetivo inicial. Dado que la mayor parte de los fallecimientos debidos a
MRT fueron en relacién con la EICR, una opcion seria el uso de alemtuzumab in
vivo para atenuar el riesgo de EICR aguda (Ho AY, 2004). Esta estrategia
supondria también un mayor riesgo de infecciones y una reduccién de la EICR
cronica, el factor mas importante en la evolucion de los pacientes en nuestra serie.
En este sentido, se han publicado resultados de un estudio de desescalado de
dosis de alemtuzumab; partiendo de los 100 mg/dia iniciales se realizaron varios
grupos de pacientes con diferentes combinaciones de dosis y dias de
administracion, en el contexto de un Alo-TIR con fludarabina (150 mg/m2) vy
melfalan (140 mg/m2) con CsA como profilaxis de EICR. Este trabajo mostr6 que
una dosis de 30 mg/dia el dia -1 mantenia una buena capacidad de evitar EICR

aguda y a la vez lograba una mejor reconstitucién inmune (Chakraverty R, 2010).

La capacidad citotoxica de la quimioterapia de acondicionamiento también parece
tener un papel destacable en la prevencion de recidivas (Clift RA, 1990; Anderson
BS, 2002; de Lima M, 2004; Martino R, 2006, Shimoni A, 2006) En un grupo de 18
pacientes con LMA en primera RC que recibieron un Alo-RIC con fludarabina (90
mg/m2) e irradiacion corporal total (200 Cgy), Feinstein y colaboradores (Feinstein
LC, 2003) observaron 10 muertes debidas a progresion de la leucemia tras una
mediana de 198 dias y una MRT del 16% al afio. En nuestro trabajo, la incidencia
de recidiva fue del 29%, comparativamente baja lo que en parte se puede explicar

por la mayor intensidad del acondicionamiento.

El uso de ILD como tratamiento de las recidivas de LMA o SMD tras trasplante
alogénico convencional ofrecen en general una eficacia muy limitada (Levine JE,
2002; Porter D, 2006). En nuestra serie, con una experiencia limitada (11
pacientes) la ILD fue eficaz en una minoria de casos. Sin embargo, es de remarcar
que dos pacientes tratados con ILD en recidiva precoz (una molecular y otra

citogenética) alcanzaron una remision prolongada. Por el contrario solo 3 de los 9
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pacientes que recibieron la ILD en recidiva hematol6gica obtuvieron una RC. Estos
datos sugieren que el uso precoz de la ILD con baja carga tumoral (detectada por
citometria de flujo, biologia molecular o estudios citogenéticos como FISH) En la
practica, la ILD en estas fases es todavia de aplicabilidad incierta. Marks vy
colaboradores (Marks DI, 2002) describieron sus resultados, principalmente tras
Alo-RIC con deplecion T, (bien con alemtuzumab o con seleccion CD 34 positiva)
en diversas neoplasias hematologicas. Ellos mostraron que alcanzar una remision
dependié del desarrollo de EICR aguda y/o cronica, lo que concuerda con nuestros
resultados que indican que la EICR crénica fue el factor mas importante para

prolongar la SLE y la SG.

Entre los marcadores de recidiva precoz se pueden destacar tres:

1) La citometria de flujo: En un trabajo que incluy6é 41 pacientes con LMA o
SMD que recibieron un trasplante alogénico, la determinacion de la
enfermedad minima residual (EMR) en el dia +100 del trasplante mediante
citometria de flujo diferencio, con un punto de corte en 103, dos grupos de
pacientes segun su riesgo de recidiva. Comparando a los 4 afnos, los
pacientes con una EMR en el dia +100 1inferior a 103 vs. superior a 10 se
observ6 una SLE del 74% vs 17% (P=0.01) y SG del 73% vs 25% (P=0.002),
respectivamente. En el andlisis multivariado, las variables con impacto
pronostico fueron el nivel de EMR vy el desarrollo de EICR cronica (Diez-
Campelo, 2009).

2) Marcadores moleculares, entre los cuales el gen del Wilms Tumor 1 (WT-1)
es el que mas se ha estudiado: Este marcador se encuentra sobre-
expresado en la mayoria de las LMA'y SMD (Cilloni, 2004) y es un marcador
en diversos momentos tras el tratamiento inicial de la LMA (Cilloni, 2009)
En una experiencia limitada en pacientes con LMA y SMD, receptores de un
Alo-TIR, la persistencia de carga baja de WT1 se asoci6é a menor riesgo de
recidiva; ademas, la elevacion de las copias de WT1 precedié a la recidiva
citologica y en un 50% de los casos a la pérdida de quimerismo, lo que
sugiere que la determinacién seriada de WT1 después del trasplante podria
ser util para predecir la recidiva (Candoni A, 2011) Resultados similares se
habian reportado previamente en el contexto de trasplante con

acondicionamiento convencional en leucemia aguda y SMD (Ogawa H,
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2003), asi como en el tratamiento de induccion de la LMA (Weisser M,
2005); de hecho es una de las técnicas que se han recomendado en el NCI
First International Workshop on the Biology, Prevention, and Treatment of
Relapse after Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation (Kroger N,
2010)

3) La determinacién de quimerismo de células CD34 en médula 6sea: El
estudio de quimerismo en células CD34+ puede ser util para predecir la
recidiva de SMD y LMA después de trasplante alogénico, tanto en el
trasplante convencional (Bornhauser M, 2009) como en de intensidad
reducida (Al-Ali HK, 2006). Este analisis puede utilizarse para tomar
decisiones como la retirada de la inmunodepresion o la ILD (Zeiser R, 2005)
En un trabajo reciente sobre Alo-TIR en pacientes con LMA y SMD, el
quimerismo en células CD34+ <90% 0 un descenso >5% en el mismo tuvos
una sensibilidad para predecir la recidiva en los 28 dias siguientes de un
62% y 71%, respectivamente (Lange T, 2011) En este mismo trabajo la
combinacion de quimerismo CD34+ y expresion de WT1 tuvo una

sensibilidad del 79% para predecir la recidiva en las 4 semanas siguientes.

La incidencia elevada de recidivas cuando no apareci6 EICR crbnica podria
justificar la ILD profilactica en estos pacientes. Sin embargo, ya que una proporcion
de ellos desarrollaria EICR crdnica extensa, es de suma importancia seleccionar
adecuadamente los candidatos potenciales a esta intervencion. La ILD profilactica
podria recomendarse en pacientes de muy alto riesgo, donde asumir el riesgo de
EICR cronica extensa podria ser aceptable, ya que ante una recaida post-

trasplante las medidas terapéuticas son de muy escasa utilidad.

En conclusion nuestro trabajo demostrd que el Alo-TIR en pacientes con LMA y
SMD de alto riesgo permite una remision prolongada de la enfermedad (y
posiblemente su curacion), lo que apoya realizar mas estudios en este contexto
cuando los pacientes no son candidatos a trasplante convencional. Nuestro trabajo
mostré por primera vez que el desarrollo de EICR cronica tras Alo-TIR no sélo
reduce la recidiva de la enfermedad, sino que es el factor mas importante para
mejorar la SLE y la SG. A pesar de ello, los pacientes de muy alto riesgo requieren

todavia nuevas estrategias que reduzcan todavia mas las recidivas post-trasplante.
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Sobre el tercer trabajo de la Tesis.

En el trece trabajo de la presente tesis comparamos dos estrategias de Alo-TPH
que intentan reducir la MRT. Antes de la aparicion de los Alo-TIR, una de las formas
de reducir la mortalidad precoz era la deplecion de linfocitos T mediante separacion
de estos o la la seleccion positiva de células CD34+. Si con esta ultima técnica se
ajusta la cantidad de células CD3 a 3x105/kg se reduce la EICR aguda y crénica a
la vez que se mantiene su capacidad para lograr injerto hematopoyético a largo
plazo (Urbano-Ispizua A, 2001) En pacientes mayores de 50 afnos, la seleccién
positiva era de aplicacion limitada, al requerir dosis altas de quimioterapia y/o
radioterapia que conlleva una elevada toxicidad y MRT. Ya que el Alo-TIR se habia
mostrado util en pacientes con LMA y SMD mayores de 45 afos, con alto riesgo de
MRT precoz, en este tercer trabajo nos propusimos comparar las dos estrategias,
con la hipétesis de que con Alo-TIR se obtendrian resultados similares a los de la

seleccién positiva de CD34+.

En nuestro trabajo pudimos confirmar como el uso de acondicionamientos de
intensidad reducida fue capaz de revertir el impacto negativo de la edad avanzada
en el post-trasplante temprano en pacientes con LMA 'y SMD de alto riesgo en fase
precoz. Es destacable que este trabajo se realiz6 de forma prospectiva, con una
seleccidn del tratamiento que se determind Unicamente en base a la edad, de
forma que los pacientes hasta 50 ahos recibieron un Alo-TPH con
acondicionamiento convencional y seleccién positiva de células CD34, mientras
que los pacientes mayores de 50 afios recibieron un Alo-TIR. Este tipo de estudios
de una unica institucibn que comparan dos estrategias de trasplante limitan los
sesgos vinculados al efecto centro (Gray R, 1991). Ademas, el andlisis se realiz
por intenciébn de tratamiento para evitar interpretaciones erréneas (Newell DJ,
1992) ya que han surgido dudas sobre el verdadero impacto de los Alo-RIC en los
pacientes de edad avanzada; ello se debe a posibles sesgos de seleccion de los
trasplantados puesto que soélo llegan al procedimiento los pacientes de edad

avanzada con mejor estado general.

126



Discusion

Este trabajo mostr6 similar SLE y SG a los 4 afios en el andlisis por intencion de
tratamiento en los dos grupos. Por tanto, el Alo-TIR se puede proponer a pacientes
de edad avanzada con LMA y SMD. Otras fortalezas del estudio son la inclusién de
pacientes de muy alto riesgo con seguimiento prolongado, 4 afios de mediana, asi
como la homogeneidad en lo relativo al tipo de donante y la fuente de progenitores

y el régimen de acondicionamiento en cada cohorte.

El tratamiento asignado pudo realizarse en el 83% de los pacientes mayores de 50
anos y en el 88% de los pacientes menores de 50 afos, lo que reafirma su
aplicabilidad en pacientes con LMA de alto riesgo. Nuestros resultados contrastan
con los del MD Anderson que en un estudio similar mostraron que solo una minoria
de pacientes con LMA llegaron al trasplante alogénico; asi, en su experiencia en el
subgrupo de pacientes con donante identificado en primera remisidbn completa sélo
13 de 21 pacientes se trasplantaron (Estey E, 2007). Los grupos de pacientes son
similares en su estudio y en el nuestro, pero es posible que los diferentes
condicionantes del sistema en Espafa y Estados Unidos hayan influido en la

diferente aplicabilidad del trasplante .

Por otro lado, los puntos débiles del presente estudio fueron la muestra reducida de
pacientes en cada uno de los grupos y las diferencias inherentes a la edad sobre
las caracteristicas biolégicas de las LMA y SMD. Por este ultimo motivo sélo se
analizé en detalle la MRT. También, podria haber centros que discreparan sobre el
esquema de acondicionamiento usado en cada uno de los grupos. En cualquier
caso, las dos estrategias se habian mostrado eficaces en estudios de un solo brazo
de nuestro centro, motivo por el que decidimos mantenerlas a lo largo del estudio.
La tendencia a mayor MRT en pacientes de edad cercana a los 50 afios que
recibieron un trasplante convencional con seleccibon CD34+ y la escasa MRT
observada en los receptores de acondicionamiento de intensidad reducida,
concuerdan con estudios previos. Ello indica que el Alo-TIR reduce la MRT en
pacientes de edad avanzada. Por otro lado, la mayor mortalidad de los pacientes
con indice de comorbilidad elevado en ambos grupos también confirma estudios
previos, lo que apoya que para definir el riesgo de mortalidad es mejor considerar

las comorbilidades y no tanto la edad (Sorror M, 2005)
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En resumen, esta experiencia unicéntrica en pacientes con LMA y SMD demuestra
que la elevada MRT esperable en pacientes de edad avanzada puede evitarse con
el uso de acondicionamientos de intensidad reducida y que se aproxime a la
observada en pacientes mas jovenes receptores de un Alo-TPH convencional de
hermano HLA idéntico. Nuestro trabajo no fue suficientemente amplio como para
evaluar el impacto del acondicionamiento en otros indicadores post-trasplante, para
lo que serian necesarios estudios con mayor numero de pacientes y de caracter

multicéntrico.
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Préximos pasos

Los trabajos que conforman la Tesis Doctoral han investigado diversos aspectos
importantes en el contexto del Alo-TIR, con especial énfasis en las LMA y los SMD.
Inicialmente se demostr6 la capacidad de lograr el injerto con esquemas de
intensidad reducida y también su capacidad para reducir la MRT en pacientes con
alto riesgo de toxicidad del procedimiento. En una segunda fase confirmamos que
estos esquemas son capaces de lograr la curacién en algunos pacientes y con
unos resultados similares a los obtenidos con los esquemas convencionales en

pacientes mas jovenes.

Los resultados no son todavia 6ptimos ya que la supervivencia global a largo plazo
es de alrededor del 50%. Los principales problemas que se asocian al AloTIR no
difieren de los que se presentan con acondicionamiento convencional:

e La principal causa de fracaso es la recidiva de la enfermedad, con una
incidencia en torno al 30%.

o El segundo motivo de fallo del tratamiento es la mortalidad asociada al
procedimiento, que si bien es menor de la esperable con
acondicionamiento convencional, es todavia mas elevada de lo que
se podria considerar aceptable y esta en torno al 25% a largo plazo,

cuya principal causa es la EICR.

Los siguientes pasos para mejorar los resultados han de ir por lo tanto
encaminados a mejorar estos problemas y estos trabajos formaran parte de la
continuacion de la linea de investigacion los préximos afos.
Para reducir la recidiva se pueden plantear tres estrategias:

1. Intensificar el acondicionamiento con agentes con capacidad
antileucémica y escasa toxicidad extra-hematolégica. En este sentido se
pueden plantear agentes ya conocidos como tiotepa y/o azacitidina
pretrasplante, de escasa toxicidad, que podrian reducir la recidiva precoz

sin incrementar la MRT.
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2. Uso de farmacos en el post-trasplante precoz. El agente que se esta

investigando actualmente por diversos grupos es de nuevo la azacitidina,
cuya actividad antileucémica, aunque modesta, podria ser suficiente para
controlar la enfermedad en los primeros meses post-trasplante hasta que
se establezca el EICL.

El uso de ILD en pacientes con persistencia de enfermedad residual, ntes

de una recidiva franca.

Posiblemente se puedan combinar estas estrategias con el objetivo de

mejorar los resultados.

La reduccion de la MRT es otro gran objetivo y para ello se podrian usar

diferentes estrategias:

1.

Aplicacion de los indices de comorbilidad para ajustar el
acondicionamiento al maximo.

Esquemas inmunodepresores mas eficaces que reduzcan la EICR grave.
En estos momentos la combinacién de un inhibidor de calcineurina y
rapamicina (un agente anti mTOR) se esta estudiando activamente con
resultados prometedores.

Identificacibn de marcadores precoces de EICR para un tratamiento
anticipado. En la actualidad se han identificado marcadores mediante

técnicas de protedbmica que podrian ser aplicables en este sentido.
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Conclusiones

Las conclusiones de los estudios que forman esta tesis doctoral son:

1.- El Alo-TIR aqui investigado logra el injerto hematopoyético y un quimerismo

completo del donante de forma temprana (antes de los 6 meses) y estable.

2.- El Alo-TIR reduce la MRT en pacientes que no son candidatos a Alo-TPH con
acondicionamiento convencional, lo que les ofrece el beneficio potencial del efecto

injerto contra tumor.

3.- El desarrollo de EICR crénica, como marcador de EICT, es el factor mas
importante para reducir las recidivas y para mejorar la SG en los pacientes con
LMA'y SMD receptores de un Alo-TIR.

4.- En pacientes de edad avanzada, el Alo-TIR permite obtener resultados similares
a los observados en pacientes mas jovenes receptores de un Alo-TPH con

acondicionamiento en dosis alta y seleccién de células CD34 positivas.

5.- Como resultado de las conclusiones anteriores se desprende que el Alo-TIR es
una opcidn curativa para pacientes con riesgo elevado de MRT con el trasplante
convencional y que el beneficio fundamental se obtiene mediante el desarrollo del
EICT.
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