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1. Antecedentes y Motivacion de la tesis

Imagino este primer apartado plagado de anécdotas y curiosidades que ilustran las mdultiples
coincidencias que me llevaron a la eleccién de la temética de este trabajo. Sin embargo, si
hecho la vista atras aparece un camino bien definido en el que, muy de tanto en tanto, tuve que
decidir hacia donde avanzar. Afortunadamente, en esos momentos de incerteza estuve siempre

rodeada de “personas clave” que me aconsejaron Yy facilitaron el trabajo.

Primero mis padres, y su “claro que si, medicina es una buena opcion y vas a lograrlo, aunque la
biofisica te suene a chino”. Después mis amigos: ¢ qué hospital? pues...Sant Pau, que es grande,
pero “con caliu” y podras tomar el sol en los jardines! Y probablemente esa segunda eleccién

condiciond todas las siguientes.

Asociar Sant Pau a una de las mejores etapas de mi vida y conocer durante el rotatorio como
estudiante a grandes profesionales con enorme vocacion y habilidad en el trato de los pacientes,

disipé las escasas dudas iniciales sobre la especialidad y centro a elegir.

Ya desde el comienzo de “la residencia” el trasplante de progenitores hematopoyéticos y sus

complicaciones generaron en mi un especial interés. Sin embargo, no puedo dejar de mencionar
gue gran parte de la motivacion y las ideas para el desarrollo de los trabajos que conforman esta
tesis (y algunos otros), que se gestaron durante ese periodo, se las debo a David Valcarcel, que
se ha encargado desde que nos conocimos de recordarme la importancia de combinar practica

asistencial e investigacion.

Justo al finalizar mi formacion MIR, tuve ademas la suerte de contar con el apoyo del Dr. Sierra
y el Dr. Martino, que confiaron en mi y me ayudaron a acabar de definir la linea de
investigacion en que seguir trabajando. Gracias a ellos y con el sustento de varias “becas y
bolsas de viaje” el proyecto continué con un periodo formativo de un afio y medio en el
Laboratorio de Oncologia Translacional del Hospital Universitario de Wrzburg, centro dirigido

por el Prof. Hermann Einsele.

Bajo la supervision directa del Dr. Michael Hudecek, tuve la oportunidad de formarme como
investigadora en un campo de candente interés, la introduccién de innovadoras estrategias de
terapia celular adoptiva anti-tumoral y anti-infecciosa en el &mbito de la Hematologia. Esa
estancia, no solamente supuso un salto enorme al vacio a nivel personal sin6 que cambio
radicalmente mi manera de entender esta profesién y me doté de nuevas herramientas con las

que trabajar en el futuro.
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Confio en que la defensa de esta tesis doctoral llegue en el momento apropiado. Contiene toda
la ilusion de mis primeros afios en el mundo de la Hematologia y de mi etapa de aprendizaje

fundamental, centra el interés en varios de los aspectos que considero claves en la mejora futura
de los resultados del alo-TPH y espero abra una nueva etapa en mi camino donde la generacion

de conocimiento y el crecimiento personal sigan de la mano.

13



2. Ambito de estudio y justificacion de la unidad tematica

La presente tesis doctoral recoge los resultados de tres estudios publicados en revistas
internacionales especializadas en TPH que siguen un hilo argumental comdn entorno a las dos
principales causas de morbi-mortalidad tras este procedimiento, la EICR aguda y las infecciones
oportunistas. Cada uno de ellos incide en un aspecto concreto y de relevancia dentro de este

contexto.

En el primer trabajo, se analiza el impacto de un manejo adecuado pi®filaxis
farmacologica en la aparicion de EICR aguda Yy los resultados del trasplante a largo plazo. El
estudio se enmarca en una poblacion muy homogénea de pacientes, lo que facilita la extraccion

de conclusiones. Se publicé en el 2014 en la revista Mediators of Inflammation.

El segundo, se centra en la importancia del apropiado disefio y el seguimiento prolongado en los
estudios, al analizar la eficacia dedtamiento de rescate en pacientes con EICR aguda

refractaria. Ello dié como resultado un articulo publicado en la revista BBMT en 2013.

Por dltimo, el tercer trabajo describe en detalle la incidencia, momento de aparicion y patégenos
responsables dmfeccién grave y mortalidad infecciosaen ese mismo escenario, la EICR

aguda refractaria. Ha sido recientemente publicado (2016) en la revista BMT.

Cada uno de los estudios aporta informacién detallada y original sobre la complicacién
aloinmune post-TPH mas frecuente, la EICR, asi como de la inmunodepresion asociada que
favorece las infecciones oportunistas. El enfoque de esta tesis permite una vision actualizada de

la situacion y de las posibles estrategias de mejora.

La tematica elegida tiene un especial interés ya que, a diferencia de otros problemas clasicos
asociados al trasplante como su toxicidad o el manejo de las recaidas de la enfermedad de base
donde ha habido avances con repercusion positiva en los resultados finales, la EICR aguda
permanece como el principal obstaculo, sin mejoras espectaculares desde su descripcién hace

décadas.

En este mismo escenario, y especialmente en caso de refractariedad a esteroides, las
innovaciones en la profilaxis y monitorizacibn de infecciones, que si han resultado

fundamentales en la mejora de la supervivencia post-TPH a lo largo de su historia, se muestran
insuficientes. Se abre, por tanto, un nuevo @mbito de estudio centrado en el mayor conocimiento

de los mecanismos de reconstitucion inmune y la irrupcién de la terapia celular adoptiva.
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3. Introduccioén general

3.1 El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

3.1. a. Reseiia histérica

No exagerariamos al catalogar como “singulares” los precedentes historicos del trasplante de
progenitores hematopoyéticos. Fueron las repercusiones clinicas evidenciadas en personas
expuestas a radiacion ionizante en Hiroshima y Nagasaki durante la Segunda Guerra Mundial
las que despertaron el interés inicial en la comunidad cientifica (Morrison et al, 1940; Jacobson
et al, 1949; Barnes et al, 1957) con el desarrollo de modelos murinos centrados en el estudio de
mecanismos protectores frente a la irradiacion a dosis letales. En los afios siguientes se mantuvo
una intensa actividad investigadora en este campo, liderada por el grupo del Profesor Donnall
Thomas, con experimentos piloto en modelos caninos, que supusieron el antecedente inmediato
del trasplante de médula en humanos. En 1957 se publicaron los primeros resultados mostrando

injertos hematopoyéticos temporales en algunos de los pacientes (Thomas et al, 1957).

Estas experiencias pioneras fueron previas al descubrimiento de los principios de
histocompatibilidad. El reconocimiento de la importancia de la compatibilidad genética entre
donante y receptor (definida por el sistema de compatibilidad leucocitaria antigénica humana, el
“HLA") a finales de los 50, no sélo valié el premio Nobel de Fisiologia y Medicina a B.

Benacerraf, J. Dausset y G. Snell sino que supuso un hallazgo vital en la historia del trasplante.

Muchos factores explican el escaso éxito inicial de la mayor parte de experiencias de trasplante.
La modesta eficacia de la irradiacion corporal total como tratamiento antitumoral Unico, la

seleccion de pacientes en muy malas condiciones clinicas y con enfermedades en fase muy
avanzada, la ausencia de soporte transfusional adecuado y la inexistencia de antimicrobianos

efectivos, son soélo algunos de las mas evidentes.

Fue a partir de la década de los 80 cuando se introdujeron, de forma mucho mas répida, el
sumatorio de avances que han contribuido a configurar el perfil del alo-TPH en la actualidad.
Entre los mas destacables, el desarrollo de separadores celulares capaces de recolectar grandes
cantidades de células de sangre periférica (McCreedie et al, 1971), el conocimiento bioldgico
del efecto injerto contra el tumor (den Haan et al, 1995) y la EICR, entonces conocida como

enfermedad secundaria (Barnes et al, 1957; Shlomchick et al, 1999).

Desde entonces y de forma sucesiva han aparecido nuevas formas de trasplante, con
acondicionamientos no mieloablativos, fuentes de progenitores alternativas, inmunodepresores
mas eficaces y estrategias de manipulacion de los componentes celulares que permiten superar,

con procedimientos técnicos, las barreras del HLA.
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A su vez, es preciso contextualizar la evolucion actual y futura del trasplante en un marco de
“globalizacion” donde ha resultado clave la participacion y colaboracion de multiples
sociedades cientificas, con la creacién de grupos cooperativos nacionales e internacionales
como el Grupo Espafiol de Trasplante Hematopoyd@®6TH) o el European Group for Blood

and Marrow Transplantation (EBMT) y la aparicion de registros de donantes y bancos de

cordén umbilical universales.

Todos estos progresos han permitido que el alo-TPH sea la principal terapia curativa para un

amplio grupo de pacientes con enfermedades hematolégicas previamente letales. Tanto las
indicaciones de trasplante como el grupo de potenciales candidatos al mismo se han expandido
rapidamente durante las Ultimas décadas y es esperable que su rol evolucione todavia mas
gracias a los avances en el ambito de la terapia celular adoptiva (Gooley et al, 2010; Doubrovina

et al, 2012; Tsuboi et al, 2012).

3.1.h. El Alo-TPH en la actualidad

Los grandes avances logrados en las principales areas del trasplante (optimizacién en la
seleccion del donante, modulacién de la intensidad del acondicionamiento e individualizacién

de la profilaxis frente a la EICR y las infecciones oportunistas) y sus mejores resultados se
reflejan de forma clara en los datos de registro, que muestran un continuo incremento en su

actividad en las ultimas dos décadas.

B AUTOLOGOS ALOS EMPARENTADOS ALOS NO EMPARENTADOS

3.000 -
2.500 -
2.000 -
1.500 -
1.000 -
.

0

Figura. Actividad de trasplante de progenitores hematopoyéticos en Espafia (1994-2014).

Fuente: Registro Organizacion Nacional de Trasplante (ONT).
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En el aflo 2014 se reportaron en la encuesta anual del EBMT (Passweg et al, 2016) un total de
40.829 trasplantes en 36.469 pacientes, superando por primera vez la cifra de 40.000
procedimientos. De estos, 16.946 (42%) fueron alogénicos. En comparacion con el 2013, el
namero total de alo-TPH aumentd un 4.5%. Ademas, se registraron un total de 4.360 segundos
trasplantes, siendo un 27% de ellos alogénicos. Los datos comparativos reflejan un aumento del
22% en el namero final de trasplantes en comparacion al 2010 y un abrumador ascenso del 80%

respecto a los reportados en el afio 2000.

Los registros revelan a su vez otros datos interesantes, como la creciente actividad en el uso de
donantes no emparentados (5% de aumento anual en el periodo 2011-2014) o el “boom” del

trasplante haploidéntico (incremento del 25% anual).

a 8000 -

7000 4 HLA identical sibling/twin

Haplo-identical family
6000 -+
— Unrelated e -

_ 50001 _cord blood -
@ 4000 -
o

3000 -

2000 4

1000

90 92 94 96 98 00 02 04 06 08 10 12 14
Year

Figura. Numero absoluto de los diferentes tipos de donante para alo-TPH en Europa (1990-2014)

Fuente: EBMT survey. Passweg et al, 2016

Es también destacable el marcado incremento en el uso de acondicionamiento de intensidad
reducida, fundamentalmente en pacientes de edades media-avanzada o con comorbilidades

importantes.
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Figura. Evolucién del niumero de Alo-TPH segun la intensidad del acondicionamiento

Fuente: CIBMTR website. Summary Slides, 2015.

Tal y como se ha comentado previamente, estos datos serian inimaginables sin el trabajo
constante de multiples sociedades cientificas y registros que han logrado que la disponibilidad

rapida de un buen donante se convierta en una realidad.

Como ejemplo, el Plan Nacional de Médula Osea, promovido por el Ministerio de Sanidad a
través de la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT), junto con los Servicios de Salud de
las Comunidades Autonomas en el 2011, estableci6 como principal objetivo maximizar las
probabilidades de realizacion de un alo-TPH con éxito, al aumentar la disponibilidad de un buen

donante, en el momento 6ptimo, para el mayor nimero posible de pacientes.

El plan incluyé actuaciones para mejorar la informacién de la poblacion y facilitar el proceso

de registro a aquellas personas con deseo de ser donantes. Se multiplico por seis la captacion de
donantes y se alcanzé el objetivo, 200.000 donantes registrados, un afio antes de lo planificado.
Por ello, en el 2015 se acordd su continuacion con el propdsito de duplicar de nuevo el nimero
de donantes hasta llegar a 400.000 en el 2020.
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Niamero de donantes tipificados Entre 2012 y 2015
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Figura. Evolucién del numero de donantes tipificados y disponibles en REDMO.

Fuente: Memoria anual REDMO, 2015.

Estrategias como el Plan Nacional de Médula han contribuido en gran medida a que, en el
momento actual, un 90% de los pacientes dispongan de un buen donante identificado en los
registros internacionales en un periodo medio de 33 dias.

2994 busquedas internacionales

Figura. Probabilidad actuarial de encontrar un donante desde el momento de inicio de la busqueda.

Fuente: Memoria anual REDMO, 2015.
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3.1.c. Conceptos basicos del Alo-TPH

El alo-TPH es una estrategia potencialmente curativa frente a una amplia variedad de
enfermedades, que se enmarca en el ambito de la “terapia celular adoptiva”, y basa su eficacia
especialmente en el caso de las patologias oncoldgica, en la reaccion inmunolégica de las

células del donante frente a las células tumorales del paciente.

Para entender la capacidad curativa del procedimiento, es preciso conocer las caracteristicas de
los progenitores hematopoyéticos (PH), en especial su capacidad de autorrenovacion, que
permitird al receptor la produccion de células sanguineas de forma mantenida a partir del
donante. De igual o incluso mayor interés es el llamado “Efecto Injerto contra el Tumor”
(EICT), que traduce la accidn citotéxica de los linfocitos del donante contra las células

neoplasicas del paciente.

El EICT se sustenta en diversos hallazgos, como la mayor incidencia de recidivas en receptores
de trasplante singénico (en el que donante y receptor son genéticamente idénticos) respecto a la
observada en trasplantes entre hermanos HLA idénticos no gemelos (Fefer et al, 1987) o la
constatacion de que la retirada precoz de inmunosupresores y/o la infusion diferida de linfocitos
T del donante son capaces de lograr remisiones completas en pacientes con leucemia (Kolb et
al, 1995). El EICT es un pilar fundamental en la capacidad curativa del alo-TPH vy el principal

fundamento para el desarrollo de los trasplantes no mieloablativos.

La indicacion del TPH es un proceso individualizado en el que deben tenerse en cuenta tanto las
caracteristicas especificas de la enfermedad a tratar como la edad, comorbilidades y entorno
social del paciente, entre otros aspectos. El andlisis global de toda esta informacion determinara

el tipo de trasplante mas adecuado a realizar asi como el momento idoneo en que programarlo.
A modo de resumen, los aspectos técnicos del alo-TPH siguen un modelo genérico:

1. Tratamiento de acondicionamiento: se basa en la administracion de quimioterapia y/o
radioterapia al paciente para erradicar o reducir el clon neoplasico y causante de recaida y

disminuir la capacidad de su sistema inmune, facilitando asi el injerto de los PH.
2. Infusion de PH: a las 24-72 horas de finalizar el régimen de acondicionamiento.

3. Prevencién de la EICR y del fallo de injerto: de forma clasica, durante el periodo peri-

trasplante se inician farmacos inmunodepresores, solos o en combinacién, que suelen
mantenerse unos meses, hasta que se evidencia la llamada “tolerancia inmune”, que refleja la
capacidad que adquieren los linfocitos T del donante para aceptar el resto de células del receptor

sin desencadenar reaccion inmunologica alguna (Storb et al, 1985; Perreault C et at, 1989).
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Factores adicionales, como el desarrollo de EICR y la situacién de la enfermedad de base,

condicionaran también la duracién de su administracion.

De igual manera, es muy importante el adecuado control de las células T del receptor en la fase
peri-TPH, en este caso para prevenir el fallo de implante, especialmente en el ambito del TPH

con acondicionamiento no mieloablativo. Este concepto fue establecido por McSweeney et al.

quienes demostraron el acortamiento de la neutropenia, la reduccién de los requerimientos
transfusionales y las infecciones graves, lo que condiciona un menor periodo de hospitalizacion,

tras la adicién de fludarabina (30mg/m2) en receptores de alo-RIC acondicionado con dosis

bajas de irradiacion (2 Gy) en quienes se utiliz6 la combinacion CsA-MFM como

inmunodepresién post-injerto.

|
=N

4
|
|

-7 -5 -3 -1 +14 +28 +100

Inmunodepresién

Figura. Esquema de las diferentes fases de un alo-TPH
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3.2. Complicaciones mas frecuentes del trasplante alogénico

La mayor parte de complicaciones post-TPH se relacionan con la lesion tisular producida por el
tratamiento de acondicionamiento y los problemas inmunol6gicos derivados del aloinjerto. No
es tarea del presente trabajo el profundizar en las caracteristicas y momento de aparicion de
todas las complicaciones post-TPH, sino que centraremos la tematica en los dos principales
obstaculos responsables de la “mortalidad asociada al procedimiento”, la enfermedad de injerto
contra el receptor aguda (EICRa) y las infecciones oportunistas, ambas claramente

interrelacionadas y ambito de estudio de la presente tesis doctoral.

3.2.a. Enfermedad injerto contra el receptor aguda

La EICRa es la complicacion mas caracteristica del alo-TPH y consiste en un grupo de
manifestaciones clinicas e histolégicas consecuencia de la reaccion inflamatoria secundaria al
reconocimiento y posterior destrucciéon de antigenos extrafios en el receptor a cargo de las

células inmunocompetentes del donante.

A pesar del reconocimiento y estudio de su fisiopatologia desde hace mas de medio siglo
(Barnes et al, 1957), la EICR sigue considerandose en la actualidad la principal causa de morbi-

mortalidad en la fase precoz post-TPH (Vogelsang et al, 1994).
Tal y como describi6 Billingham en 1966 su aparicion precisa de 3 requisitos:

1. El injerto debe contener células inmunocompetentes. Gowans las describié hace mas de 40
afios como “linfocitos pequefios”. Mas tarde, McGregor demostré que derivaban de células
madre de la médula 6sea. En la actualidad sabemos que se trata de linfocitos T maduros del

donante presentes en el injerto.

2. El receptor debe expresar antigenos tisulares no presentes en el donante. Las diferencias
antigénicas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) entre el donante y el receptor
constituyen el factor de riesgo clave para el desarrollo de la EICR. Nuevos estudios tratan de
caracterizar la importancia de las discrepancias en otros antigenos del complejo menor de
histocompatibilidad (Sun et al, 2007).

3. El receptor debe cursar con algun grado de inmunosupresion gue le haga incapaz de generar

una respuesta inmune y rechazar las células del donante.
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Treinta aflos después de que Billingham describiera las bases de la EICR, Ferrara desarrollé el

modelo clasico de su fisiopatologia, que sigue vigente y suele dividirse en 3 fases:
1. Dafio tisular y estimulacion de las células presentadoras de antigeno (CPA)

El tratamiento de acondicionamiento, la enfermedad de base o el desarrollo de infecciones
previas producen una lesion tisular que comporta que los antigenos proteicos liberados del
receptor sean degradados a pequefios fragmentos por las CPA; estos péptidos antigénicos se
unen a moléculas HLA clase | o 1l y son reconocidos por los linfocitos T inmunocompetentes
del donante a través del receptor del linfocito T antigeno-especifico (Nestel et al, 1992; Hill et
al, 2000).

2. Activacion, diferenciacion y migracion de LT aloreactivos del donante a los 6rganos diana

Las CPA del receptor liberan citoquinas pro-inflamatorias (a destacar la interleucina-2) que
actuan como sefial para la activacion, proliferacién y maduracion de las células T. Cada vez esta
mejor establecido el importante rol que tienen estas sefales coestimuladoras para facilitar la
expansion de los LT, evitando que entren en fase de anergia (Briones et al, 2011). Tras su
estimulacion y activacion, los LT se dividiran y diferenciardn fundamentalmente hacia células
citotdxicas capaces de dirigir la respuesta inmune efectora. Para ello, los LT activados migraran

a los 6rganos diana.

Diversos estudios sugieren que ciertas modificaciones en el endotelio estdn involucradas en la
fisiopatologia de la EICR, en especial, la expresion de moléculas de adhesion celular como la
selectina- E y la molécula de adhesion vascular-celular. Estas proteinas parecen encargarse de
facilitar la llegada de los LT activados a los tejidos diana (fundamentalmente piel, tracto
gastrointestinal e higado) permitiendo asi que se produzca una respuesta citotoxica directa en

los 6rganos del receptor (Wysocki et al, 2005).
3. Efectos inflamatorios y celulares: lesion tisular y dafio en érganos diana

Mediadores liberados durante la fase 1, activan las células mononucleares fagociticas y los
neutrofilos. Tanto los linfocitos como los macréfagos liberaran el factor de necrosis tumoral -
alfa (TNF«) que produce de forma directa o indirecta un fendmeno de citolisis. Estudios
recientes han demostrado que la muerte celular en la EICR se lleva a cabo por un proceso de
apoptosis y no de necrosis. Esta observacion apoya la participacion de los LT citotéxicos y el

TNF-a en la fisiopatologia de la enfermedad.
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Las citoquinas inflamatorias estimulan, a su vez, la produccién de nuevas citoquinas por parte
de los tejidos dafiados. De esta forma, el dafio tisular produce una amplificacion constante de las
sefales inflamatorias, perpetuando e incrementando la conocida como “respuesta inflamatoria

fisiologica exagerada y fuera de control”.
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Figura: Fisiopatologia de la EICRa. Fases.

Fuente: Ferrara et al, Lancet 2009

Manifestaciones clinicas y forma de presentacion de la EICRa

De forma inicial y en base a los resultados preliminares del grupo de Seattle, se defini6 como
EICRa la aparicion de manifestaciones clinicas relacionadas con la aloreactividad antes del dia
+100 del trasplante y EICR cronica (EICRc) cuando aparecia de forma mas tardia. Con el paso
del tiempo, esta definicién puramente temporal se ha mostrado claramente insatisfactoria y ha
llevado a la aparicion de una nueva clasificacion (National Institutes of Health criteriae,
Filipovich et al, 2005; Wolff et al, 2011) centrada en la forma de presentacion clinica, que
incluye la EICRa de inicio tardio (posteriormente al dia +100) y el “sindrome de solapamiento”

u “overlap-syndrome” que contempla la presencia de caracteristicas clinicas de EICR aguda y
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cronica de forma simultanea. Ambas formas, se ven de forma mucho mas frecuente en

receptores de alo-TPH con acondicionamiento no mieloablativo y/o tras ILD.

De forma clasica, la piel, el higado y el intestino se describen como los principales 6rganos
diana en la EICRa. Una revisidbn de Martin et al, mostraba la presencia de manifestaciones
cutdneas en un 81% de los pacientes con EICRa, mientras un 54% presentaban clinica digestiva
y un 50% hepatica. No obstante, otros o6rganos diana de la enfermedad incluyen el tejido
hematopoyético y el sistema inmune, fundamentalmente médula ésea y timo (Greenblatt et al,

2012) que suelen manifestarse en forma de pancitopenia.

El primer sintoma cutaneo en aparecer suele ser un prurito leve localizado o generalizado. El
primer cambio visible en la piel es la aparicion de un rash eritematoso o maculopapuloso que
suele afectar a la parte superior del tronco, cuello y porcién distal de extremidades,
particularmente palmas y plantas. Si la enfermedad progresa, las lesiones pequefias coalescen
dando lugar a grandes areas de eritema que en ocasiones puede llegar a la eritrodermia. Cuando
éstas abarcan areas extensas y dejan amplias zonas de la piel denudadas, la imagen clinica es
semejante a la observada en la necrolisis epidérmica téxica. Los cambios histoldgicos iniciales
son la vacuolizaciéon y la necrosis de queratinocitos aislados (células apoptéticas) en la capa
basal de la epidermis. A medida que la enfermedad progresa, aumenta el grado de citdlisis,

aparecen cuerpos eosinofilicos y, finalmente, se desprende la epidermis.

Los sintomas extracutaneos suelen aparecer de forma concomitante a las lesiones en la piel,
aunque en ocasiones se presentan de forma aislada. La afeccion del tracto gastrointestinal se
traduce habitualmente en forma de diarrea, tipicamente exudativa y a menudo voluminosa (mas
de 2 litros por dia). Cuando se afecta el tracto digestivo superior, predomina la anorexia, asi
como grados variables de ndusea y vomito. La presencia de hemorragia, dolor abdominal
intenso e ileo son indicativos de enfermedad grave. A nivel histolégico, es importante conocer
la frecuente afectacion parcheada de la mucosa, que justifica su aspecto normal en muchas de

las pruebas endoscépicas realizadas.

La EICR hepatica es muy dificil de diferenciar de otras causas de disfuncion del higado como el
sindrome de obstruccion sinusoidal hepatico, la toxicidad farmacologica, las infecciones virales

o la sobrecarga férrica. Es tipica la aparicion de ictericia, con una marcada elevacion en los
valores de bilirrubina conjugada, menos intensa de la fosfatasa alcalina y una alteracion leve de
las transaminasas. El cuadro histologico en el higado se caracteriza por la necrosis de las células

de los conductillos biliares y por la infiltracién linfocitaria.
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Gradacion e impacto prondstico de la EICRa

Se distinguen varios grados de EICRa en funcién de la afectacidon de los diferentes érganos y su
gravedad. Existen dos sistemas de gradacién clinica que han demostrado en sucesivos estudios
su capacidad prondstica y asociacidén con los resultados del TPH a largo plazo. Se trata de los
sistemas de Glucksberg (Glucksberg et al, 1974) y la revision del IBMTR (Rowlings et al,
1997). La EICRa severa y muy severa (grados llI-IV o C-D) segun estas clasificaciones se
relaciona con un pronéstico infausto, siendo la supervivencia a largo plazo de entre el 5% vy el
25% (Martin et al, 2012).

A pesar de la histérica utilidad de dichas clasificaciones, cabe destacar algunas de sus conocidas
limitaciones. Respecto a las manifestaciones digestivas, y especialmente en caso de pacientes
ambulatorios, el estadiaje en funcién de la cuantificacion del volumen de diarrea diario es
habitualmente complejo. Se incluye ademas, sin dar detalles especificos, la aparicidbn de nauseas
como un sintoma de EICR. Su presencia, habitualmente en asociacibn con una
hiporexia/anorexia marcadas es muy habitual en el post-TPH y en un elevado ndmero de
ocasiones multifactorial. Otro aspecto no incluido en las clasificaciones clasicas es la posible
afectacion hepatica por EICR en forma de elevacion de transaminasas, que muchas veces no se
asocia a aumentos destacables en las cifras de bilirubina.

Tabla 1. Estadios de la EICR aguda

Organo Estadio Definicion |
Piel* 1 < 25% superficie corporal afecta
2 25-50% superficie corporal afecta
3 >50% superficie corporal afecta
4 Eritrodermia generalizada con bullas
Higado? 1 Bilirrubina 2-3mg/dL
2 Bilirrubina 3.1-6mg/dL
3 Bilirrubina 6.1-15mg/dL
4 Bilirrubina>15mg/dL
Digestivo 1 Diarrea 500-1000ml/dia 0 nauseas persistentes
2 Diarrea 1000-1500ml/dia
3 Diarrea>1500ml/dia
4 Dolor abdominal intenso y/o ileo

1. Usar laregla del 9 para calcular la superficie corporal afecta
2. Bilirrubina total. Si hay causas concomitantes que puedan elevar la Bilirrubina, reducir 1 grado.
3. Nauseas persistentes con evidencia histologica de afectacién gastrica y/o intestinal por EICR.
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Tabla 2. Grados de afectacion de la EICR aguda

Estadio piel
0

Estadio higado Estadio digestivo

0 0 0

I 1-2 0 0

I 3 1 1
Il - 2-3 2-4

IV* 4 4 -

*El grado IV puede incluir pacientes con afectacién menos severa pero marcado deterioro del estado general

Factores de riesgo en la aparicion de EICRa

La incidencia de EICRa esta directamente relacionada con el grado de disparidad HLA donante
-receptor y oscila entre el 35-45% en receptores de PH de hermano HLA idéntico al 60-80% si
el donante es no emparentado y con una diferencia HLA (Petersdorf et al; 1995).

El mismo grado de disparidad ocasiona menor EICR si la fuente de progenitores es la sangre de
corddén umbilical (CU), oscilando entonces su incidencia entre el 35-65% (Barker et al; 2012).
Esto se explica por las propiedades inmunoldgicas especiales de los PH de sangre de cordén
respecto a las células progenitoras maduras obtenidas de médula 6sea o sangre periférica. El
aloCU contiene una elevada proporcion de LT con fenotipo “naive” (CD45RA+/CD45R0-,
CD62L+). A su vez, el receptor de quemocina CCR5, expresado por los LT helper 1 es menos
abundante en la sangre de cordon. Algunos estudios, han observado ademas una mayor
produccion de IL-10, con conocidas propiedades antiinflamatorias, que podrian dificultar

también la aparicion de EICR (Ballen et al, 2005).

A pesar de la existencia de ciertas discrepancias entre estudios, se han establecido como factores
de riesgo clasicos adicionales para el desarrollo de EICR la edad avanzada, tanto del donante
como del receptor, la ausencia de una adecuada profilaxis farmacoldgica, la seropositividad
frente a CMV vy el recibir PH de una donante mujer en caso de ser varon, en particular si la
donante se ha inmunizado previamente, ya sea por transfusiones o embarazos (Flowers M et al,
2011).

En los dltimos afios, distintos grupos investigadores centran sus esfuerzos en la identificacion de
factores de riesgo “no clasicos” que permitan una mejor definicién del riesgo individual de

desarrollo de EICR de cada paciente, de cara a una mejor ajuste del tratamiento profilactico.
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Ejemplos de factores aparentemente implicados en su aparicion son los polimorfismos (tanto en
receptor como en donante) de genes asociados a la reaccion inflamatoria y la respuesta inmune
(Chien et al, 2012), el predominio de determinados subtipos celulares, como los LT reguladores
(LTreg) (Holtan et al, 2014) o el rol de la microbiota (Manzo et al, 2015).

Diferentes grupos han identificado variantes genéticas, como los polimorfismos de un dnico
nucleétido (SNPs) asi como otros tipos de polimorfismos que influencian el riesgo de EICRa
post-TPH. Muchas de estas variantes regulan las funciones de células del sistema inmune, sus
receptores, moléculas efectores, citoquinas y quemocinas. Algunos resultados sugieren que su
evaluacion pre-TPH podria anticipar la aparicion de efectos adversos en los pacientes, guiar el
manejo clinico en aquellos de alto riesgo y quiz& servir como dianas para nuevos agentes
terapéuticos. A pesar de que estos conceptos han sido acogidos con entusiasmo, la consistencia
de los estudios que sugieren estas ideas ha sido cuestionada. La mayor parte de los resultados
publicados han sido dificiles de replicar en cohortes independientes y no hay estudios en los que
los autores evaluen de forma exhaustiva las variantes identificadas en una misma cohorte. Por
tanto, la introduccién de estas técnicas en la practica asistencial estandar precisa de mas analisis,
incluidos los de todos los polimorfismos identificados como importantes, para la generacion de

paneles finales realmente Gtiles en el dia a dia (Chien et al, 2012).

Actualmente, también es motivo de enorme interés la demostracién de que el sistema inmune
intestinal y la microbiota digestiva tienen un importante papel no sélo en la proteccion frente a
patégenos sind también en la regulacién de procesos metabdlicos, por ejemplo, la direccion de
la maduracion del sistema inmune, al controlar el desarrollo y diferenciacion de células NK, la
generacion de una arquitectura normal en los 6rganos linfoides secundarios, la diferenciacion de
los LT reg inducidos y la generacién de LB secretores de inmunoglobulina A (Peled et al,
2016).

Diversos estudios han evidenciado que tras el alo-TPH son habituales modificaciones en la
microbiota comensal, con un predominio de Enterocgai cambio aln mas prominente en

pacientes que posteriormente desarrollan EICR digestiva (Peled J et al, 2016). Jenq et al.
observaron tanto en modelos murinos como en pacientes con EICR una clara disbiosis con
expansion de Clostridiales y pérdida de Lactobacillales. La reintroduccién posterior de una

especie predominante de Lactobacikgsasocio a una mejora en la EICR.
En esta misma linea, diferentes estudios evaluan el impacto de intervenciones como los

antibidticos, los probidticos y los prebiéticos en la regulacién de la flora digestiva y la

reduccion de las complicaciones post-TPH (Wang et al, 2015).
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La microbiota se revela, por tanto, como uno de los principales targets futuros en la prevencion
y tratamiento de la EICR, como evidencian también estudios muy recientes evaluando el papel

del trasplante fecal en pacientes con EICR refractaria (Kakihana K et al, 2016).

Diagndstico de la EICRa

El diagnéstico de EICRa se basa en las manifestaciones clinicas, aunque es muy recomendable
la confirmacion histopatologica. La sintomatologia asociada a la EICR (rash maculopapular,
nduseas o diarreas...) puede ser francamente dificil de diferenciar de otras causas (p.ej: toxicidad
farmacologica, infecciones..). Por ello, en la Ultima década se han realizado esfuerzos en la
budsqueda y validacion de biomarcadores especificos que confirmen el diagndstico y faciliten su

deteccion precoz.

En funcion de sus propiedades biofisicas, los biomarcadores se dividen en transcriptomicos
(identificables mediante perfiles de expresion de RNA), protedbmicos (estudiandose fragmentos
polipeptidicos en orina o plasma) y celulares, que catalogan alteraciones numéricas y
funcionales de distintos subtipos celulares. Estudios comparativos que analizan diferentes
biomarcadores en pacientes con EICRa respecto a aquellos que no han desarrollado dicha
complicacién estan actualmente en fase pre-clinica. Hasta el momento, no se ha identificado
ningan marcador individual satisfactorio en términos de sensibilidad y especificidad para el
diagnostico o la prediccion del desarrollo de EICR. Por ello, varios grupos han propuesto
paneles incluyendo diversos biomarcadores que parecen aportar informacion predicitiva sobre la
evolucion de la EICR, su grado méximo de severidad, la respuesta al tratamiento y la mortalidad
asociada. (Levine et al, 2012). Sin embargo, el valor predictivo positivo de estos paneles oscila
en el rango del 40-50%, indicando que los “falsos positivos” representan un niamero similar de

casos que los positivos reales.

Ademas, estudios recientes muestran que la utilidad de algunos biomarcadores previamente

reportados como predictivos no se confirma en otras series de casos. Esta inconsistencia puede
atribuirse a la gran heterogeneidad entre grupos de pacientes ademas de a las variaciones en los
protocolos y tratamientos evaluados. En espera de més datos y a pesar de la probable utilidad de
estos paneles en la practica clinica, en el momento actual su uso se reserva al &mbito de ensayos

clinicos prospectivos (Ali et al, 2016).

Las estrategias de prevencién y tratamiento de la EICRa se desarrollan de forma detallada en
apartados posteriores de este trabajo al ser dos de los aspectos principales evaluados en los

manuscritos que conforman esta tesis doctoral.

30



3.2.b. Infecciones oportunistas

Los receptores de alo-TPH padecen una profunda alteracion de la inmunidad, tanto innata como
adquirida, a la que contribuyen diversos factores, entre ellos, déficits relacionados con la
enfermedad de base y su tratamiento, la quimioterapia y/o irradiacion usadas como
acondicionamiento, el desarrollo de EICR y los farmacos utilizados para su prevencion y/o
control. La lesién tisular con ruptura de barreras mucosas y la inflamacion asociada a todos
estos factores, favorecen también el desarrollo de infecciones graves. No es de extrafiar, por
tanto, que las infecciones oportunistas sean una de las principales causas de morbi-mortalidad
tras el procedimiento y se describan como la causa responsable de la muerte en un 20% de los

pacientes (Williamson et al, 1999; Martino et al, 2001; Bacigalupo et al, 2004).

Gran parte de las complicaciones infecciosas en pacientes trasplantados estan relacionadas con
microorganismos de origen enddgeno, bien por colonizacion previa por bacterias u hongos que
en individuos sanos no comportan problema alguno, o bien por la reactivacion de infecciones
latentes, fundamentalmente viricas. Aquellos pacientes con comorbilidades como la diabetes o
patologias crénicas del tracto digestivo o respiratorio presentan, como es légico, un mayor

riesgo de infeccion grave.

Existe una clara asociacion entre los distintos periodos temporales tras el procedimiento y los
agentes mas frecuentemente implicados en las infecciones post-TPH, que puede esquematizarse

de la siguiente manera:

1. Periodo de pancitopenia o post-TPH precoz (dias 0 a +30)

Esta fase incluye los dias siguientes al trasplante y hasta el momento en que se produce el
injerto, periodo en el que el paciente se encuentra generalmente hospitalizado y en régimen
de aislamiento. La duracién de esta fase de riesgo es variable en funcion de factores como la
intensidad del acondicionamiento o la fuente de progenitores. En este momento, las
infecciones se ven facilitadas por la intensa neutropenia, la inmunosupresion y la lesion del
tracto digestivo, con un claro predominio de las infecciones de origen endogeno,
fundamentalmente bacterianas y micéticas asi como las reactivaciones de virus de la familia

herpes (Mooney et al, 1993).

Anteriormente al uso generalizado de catéteres intravenosos y de profilaxis antimicrobiana
con quinolonas, los principales agentes infecciosos en esta fase eran gérmenes
gramnegativos como éscherichia Coliy la Pseudomonas aeruginosa, siendo cada vez
mas habituales las infecciones [Biaphylococcuspp. yStreptococcuslfa-hemoliticos o

la colitis porClostridium difficile (Dubberke et al, 2006; Alonso et al, 2012; Satlin et al,
2014).
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El aumento en la frecuencia de infecciones por bacterias gramnegativas no fermentadoras y
resistentes a la mayor parte de antimicrobianos habituales &ierwtrophomonas
maltophilia resulta un problema creciente en los Ultimos afios que pone en entredicho las
consolidadas estrategias de uso de antibioterapia de amplio espectro de forma prolongada en

pacientes neutropénicos (Mikulska et al, 2014).

Las infecciones fangicas localizadas, habitualmenté&Cpodida spp.con afectacion oral y
esofagica,han disminuido en gran medida desde la introduccion del fluconazol profilactico

(o antifiingicos de espectro mas amplio). Menos comunes, aunque mucho mas graves, son
las candidiasis sistémicas o las infecciones fungicas invasivas (IFls) (Bertz et al, 2016;
Riches et al, 2016) que se desarrollaran mas adelante en este mismo capitulo. Por otra parte,
el uso habitual de aciclovir como profilaxis ha supuesto un cambio importante, convirtiendo
las estomatitis herpéticas en un problema infrecuente en el momento actual (Yahav et al,
20009).

2. Periodo post-injerto intermedio (dias +30 a +100)

Durante este periodo el paciente suele haber superado la fase de neutropenia, sin embargo,
persiste una profunda disfuncién de su inmunidad adquirida, tanto humoral como celular. Es
en esta fase cuando suele aparecer la EICR aguda, que precisa de tratamiento corticoideo, lo
gue determina un deterioro mas marcado de la inmunodeficiencia. Las infecciones que
cobran protagonismo en este momento son fundamentalmente por citomegalovirus (CMV),
poliomavirus BK y en menor grado p&mneumocystis jirovegiiToxoplasmagondii u

hongos como eRspergillus spp. (Gandhi et al, 2003; Lunde et al, 2015; Blennow et al,
2016). Laintroduccion de estrategias de monitorizacion rutinaria de la carga viral en sangre
total 0 suero que permiten la instauracion de tratamiento precoz o “pre-emptive” ha
contribuido en gran medida a la reduccion de la morbi-mortalidad asociada a infecciones
por CMV o virus de Epstein Barr (VEB) (Ullmann et al, 2016).

3. Periodo post-injerto tardio (pasados méas de 100 dias del TPH)

Lo habitual es que el paso del tiempo se asocie a un menor riesgo de infeccién, sin embargo
es importante destacar que en esta fase mas tardia se observa una gran variabilidad inter-
individual dependiendo de diversos factores, entre los que destaca el desarrollo de EICR y
su tratamiento. En pacientes con esta complicacion, es habitual la hipogamaglobulinemia
persistente en relacion a la inmunodeficiencia humoral, ademas del déficit celular
concomitante. Las infecciones bacterianas por cocos grampositivos y otros gérmenes
encapsulados son frecuentes en estos pacientes, quienes tendran un riesgo incrementado de

infecciones viricas, sobretodo por virus respiratorios adquiridos en la comunidad o del
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grupo herpes zéster, asi como IFls (Marr et al, 2012; Chemaly et al 2014) asociadas al

tratamiento esteroideo prolongado.

El conocimiento generado hasta la fecha ha llevado al establecimiento de una serie de
medidas profilacticas encaminadas a disminuir la tasa de infecciones. Diferentes grupos de
expertos y organizaciones cientificas consenstan y actualizan de forma constante las
recomendaciones con mayor grado de evidencia (http://www.ebmt.org/ ECIL guidelines).
Tal y como se ha comentado previamente, algunas de las que han tenido un mayor impacto
en la mejora de los resultados del TPH son la monitorizacion de la infeccién por CMV o
VEB mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de la infeccién por
Aspergilluscon la determinacién del antigeno soluble galactomanano en suero, que en
combinacion con las pruebas de imagen sirven de guia para instaurar tratamiento precoz en
pacientes de riesgo (Martino et al, 2002; Pifiana et al, 2010). También la aparicién de
antifngicos de espectro ampliado, como voriconazol o posaconazol tiene un marcado

interés en la prevencion y tratamiento de las IFIs (Bow et al, 2015; Ullmann et al, 2016).

No obstante, la aplicacion apropiada de todos estos recursos requiere de la comprension y
andlisis en profundidad del riesgo individual de cada paciente asi como de la epidemiologia
microbioldgica de cada centro. Este conocimiento resultara clave para la formulacién de un
diagnostico diferencial apropiado y la introduccién de tratamiento empirico correcto ante la

aparicion de signos o sintomas de infeccion.
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4. Impacto de las complicaciones post-trasplante alogénico

4.1.Prevencion de la EICR

4.1.a. Conceptos basicos

La EICR es la complicacion mas caracteristica y grave del alo-TPH, siendo la principal
responsable de la morbi-mortalidad tras este procedimiento y el principal reto para los
investigadores en este campo (Vogelsang et al, 1994). La mayor parte de estrategias
preventivas centran sus esfuerzos en evitar la aparicion de las formas de presentacion aguda,
que son a su vez el principal factor de riesgo asociado al desarrollo posterior de EICR cronica
(EICRc).

De forma continuada y a merced de la profundizacién en el conocimiento de su fisiopatologia se
han introducido diferentes estrategias preventivas entre las que destaca, sin duda, la
optimizacion en la seleccion del donante (compatibilidad HLA, priorizacion del uso de donantes

varones y jovenes y consideracion de la combinacién de serologias donante-receptor frente al
CMV entre otras) un aspecto clave en la hasta el momento limitada mejora de los resultados en

este ambito.
4.1.b. Antecedentes y estrategias actuales

En la década de los ochenta, tras el reconocimiento del rol fundamental de los LT en la
fisiopatologia de la EICR, varios grupos demostraron la posibilidad de prevenir su aparicién con
estrategias denanipulacion del injerto, ya fuese mediante deplecién T in vitro (seleccion
negativa de LT o positiva de células CD34+) (Urbano-Ispizua et al, 1997) o con farmacos
linfocitotéxicos administrados al pacientbien anticuerpos monoclonales (anti-CD52) o
policlonales (los conocidos genéricamente como globulinas antilinfociticas). La mayor parte de
estrategias de este tipo tienen como contrapartida el retraso en la reconstitucién inmune y su
consiguiente incremento en el riesgo de fallo de injerto, recaida e infecciones oportunistas,

incluyendo casos de sindrome linfoproliferativo post-TPH asociado al VEB.

Estudios posteriores han intentado solventar estas limitaciones con estrategias de deplecion
parcial de LT, como la eliminacion de subpoblaciones linfocitarias especificas (ej. CD8+) o la
titulacion de la dosis final de linfocitos presentes en el indculo. Sin embargo, ninguna de estas
modificaciones ha demostrado hasta la fecha mejorar los resultados globales del TPH
(Schneidawind et al, Blood 2013).
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La administracionn vivo de anticuerpos dirigidos frente al LT para prevenir la EICR también

ha sido ampliamente estudiada. Los farmacos mas utilizados séferetuzumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado que se une al CD52 en la superficie de los linfocitos By T
y la ATG. En la actualidad existen tres formas de ATG, (a) ATG de caballo (Pfizer) y (b) 2
tipos de ATG de conejo, la Timoglobulina (Genzyme) y la ATG-Fresenius (Fresenius
Biothech). Se trata de sueros compuestos por titulos elevados de anticuerpos policlonales
obtenidos tras la aloinmunizacién de diferentes animales con una linea celular linfoblastoide o
timocitos humanos. Un metaanalisis reciente (Theurich et al, 2012) sugiere que la ATG reduce
la incidencia de EICRa grado 2-4 (RR 0.68; 1C95% 0.55-0.85, p=0.009) y grado 3-4 (RR 0.53;
IC95% 0.33-0.85, p=0.0005) asi como la aparicion de EICRc extensa sin que la MRT (RR 0.82;
IC95% 0.55-1.24, p=0.35) ni la supervivencia global se vean modificadas, probablemente a
causa de los efectos adversos relacionados con la gran inmunodepresion secundaria. Un ensayo
prospectivo y multicéntrico publicado muy recientemente confirma estos resultados (Krdger et
al, 2016). En este caso, la introduccion de un endpoint adicional, la supervivencia libre de
progresion y de EICRc (que se constituiria como un marcador surrogado de una mejor calidad

de vida), favorecié al grupo tratado con ATG.

Un aspecto a considerar y que dificulta la evaluacién de la eficacia real de este tratamiento es la
posibilidad de diferencias en su composicion, no solamente entre distintas formas de ATG sino
también entre distintos lotes de la misma clase de antisuero (Yafiez et al, 2014). Datos recientes
remarcan las diferencias en términos de eficacia en funcién del subtipo de ATG, siendo la
obtenida de conejo la mas protectora frente al desarrollo de EICRa 2-4 y EICRc (Vo et al,
2015). Como contrapartida, este subtipo se asocia a un mayor numero de infecciones
oportunistas y quimerismo mixto, con lo que no ocasiona modificaciones finales en la SG. Estos
datos remarcan la importancia de no considerar equivalentes los diferentes subtipos del farmaco
en la préctica clinica ni hacer extrapolaciones simplistas de resultados obtenidos en estudios

concretos.

En una encuesta reciente realizada por el EBMT (Passweg et al, 2016) un 75% de los centros
participantes referian haber introducido el uso de ATG peri-acondicionamiento en sus
protocolos clinicos, fundamentalmente en receptores de trasplante de DNE. En la practica
asistencial, la mayor parte de centros utiliza timoglobulina a dosis de 7.5 mg/kg (rango, 4-32
mg/kg) administrada en 2-4 dias entre el -8 y el -1, aunque existe una nueva corriente que

propone que dosis aun menores podrian ser mas apropiadas (Binkert et al, 2015).
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Sin embargo, con los datos disponibles, no es posible hacer recomendaciones especificas sobre
el uso general de ATG, que debera individualizarse segun las caracteristicas del paciente y la
plataforma de TPH utilizada. La evidencia mas clara a favor de su uso se da en receptores de
alo-TPH de DNE con acondicionamiento mieloablativo. En cambio, su rol en el aloTIR esta aln
por definir al no haber ha sido evaluado formalmente en este contexto, donde el éxito del TPH
es mucho mas dependiente de un EICT intacto. Por tanto, son necesarios ensayos randomizados

prospectivos para clarificar su papel.

A pesar de que, como hemos visto, la manipulacion del injerto sigue considerdndose de gran
interés, siendo su aplicacion habitual en muchos centros, la profilaxis mas utilizada de forma
clasica se basa en el uso de farmacos inmunodepresores que se inician durante el peri-trasplante
y suelen mantenerse durante unos meses para facilitar la “tolerancia inmunoldgica” (Storb R et
al, 1985; Perreault C et al, 1989).

El metotrexato (MTX), un antagonista del acido félico con capacidad citotéxica que a dosis
bajas produce efectos antiinflamatorios mediante la atenuacion de los LT, fue el primer farmaco
evaluado en la profilaxis de EICR en los afios setenta (Storb R et al, 1970). Ante los buenos
resultados en modelos animales su uso en monoterapia paso a ser la prevencion habitual de la
EICR en humanos. Como principal problema asociado, cabe destacar su importante toxicidad
hepatica, renal y mucosa que comporta que solo dos tercios de los pacientes reciban dosis plenas

del tratamiento inicialmente planificado (Sugita et al, 2012).

La ciclosporina A (CsA), que inhibe la calcineurina, un enzima citoplasmatico critico en la
activacion del LT, se obtuvo del hongolypocladium inflantuna finales de los sesent&ue
inicialmente testada como tratamiento antifingico con escaso éxito y no fue hasta una década
después cuando se introdujo en la profilaxis de la EICR con eficacia similar al MTX en estudios

prospectivos.

La mejora drastica en los resultados del TPH aconteciéo en 1986, cuando se publicaron los
primeros estudios mostrando mejorias del injerto y descenso de la EICRa grado 2-4 con el uso
de esquemas combinados de tratamiento incluyendo CsA y MTX en comparacion a la

monoterapia con cualquiera de ellos (Mrsic et al, 1989).

Los efectos secundarios mas frecuentes de la CsA incluyen la insuficiencia renal y la

neurotoxicidad (temblores, parestesias, sensacién de qguemazén en pies y manos...).

Son habitualmente dosis-dependientes y reversibles con el descenso o retirada del farmaco.
Aunqgue poco frecuentes, la encefalopatia posterior reversible y la microangiopatia trombatica

asociada al trasplante (MAT) son sus dos toxicidades potencialmente mas severas.
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Otros efectos adversos incluyen la hipertension arterial, la hiperbilirubinemia, hiperglicemia,
dislipemia, hipomagnesemia, hiperpotasemia, cefalea e hirsutismo, hipertrofia gingival,

debilidad ungueal, acné, nduseas y vomitos.

La CsA se metaboliza por el sistema enzimatico CYP3A4 hepatico y su eliminacion es
fundamentalmente por via biliar (95%), con el resto de farmaco eliminado por via urinaria. Es
muy importante recordar que su eliminacion puede verse alterada por la coadministracion de
farmacos que inhiben o inducen el sistema enzimético del citocromo P450, como algunos
antifingicos azolicos, la metoclopramida y diversos antibiéticos (Duncan et al, 2006), con lo
que, durante el tratamiento con CsA es fundamental tener en cuenta las interacciones que

pueden favorecer la aparicion de toxicidad.

El tacrolimus (FK506), un macrdlido, fue descubierto en 1984 a partir de la fermentacion del
Streptomyces tsukubensi& pesar de ser estructuralmente diferente a la CsA, su mecanismo de
accién es muy similar, como también lo son su eficacia clinica y perfil de toxicidad. A
diferencia de la CsA, que se une a la proteina citosélica ciclofilina (Peptidilprolilcis-trans-
isomerasa A), el tacrolimus lo hace a la Peptidilprolilcis-trans-isomerasa FKBP12, que también

comporta una potente inhibicion de la activacion de los LT al frenar la transcripcion de la IL-2.

Este inmunodepresor fue inicialmente utilizado en la prevencion y tratamiento del fallo de
injerto en trasplante de érgano solido (TOS), donde se objetivd que su actividad era entre 50-
100 veces mayor que la de la CsA. Posteriormente, tres ensayos clinicos randomizados y un
meta-analisis mostraron reducciones en la incidencia global de EICRa con tacrolimus-MTX en
comparicién con CsA-MTX, sin cambios en la EICRc ni la SG (Ratanatharathorn et al, 1998;
Nash et al, 2000; Hiraoka et al, 2001; Ram et al, 2009).

Sin embargo, el debate sobre si ambos inmunodepresores son equiparables o0 no sigue abierto,
especialmente a raiz de la publicacién de un nuevo ensayo clinico aleatorizado que no muestra
diferencias significativas entre ambos farmacos tras optimizar los niveles target de CsA, que

eran subdptimos en estudios previos (Kanda et al, 2016). A pesar de ello, a raiz de los primeros
resultados descritos con tacrolimus, bastantes centros europeos incorporaron Su uso cCOmo
estandar, particularmente en el alo-TPH de DNE. Son necesarios nuevos andlisis que

aleatoricen CsA y tacrolimus y obtengan los niveles target apropiados de ambos farmacos para

extraer conclusiones definitivas sobre este aspecto.

El micofenolato mofetilo (MFM) inhibe la proliferacién de los LT, los LB y la produccion de
anticuerpos mediante su accién sobre la sintesis de purinas. Algunos estudios de finales de los
noventa mostraron la eficacia de la combinacién CsA-MFM como prevencion de la EICR tras
alo-TIR (McSweeney et al, 2001).
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Varios estudios prospectivos posteriores han comparado MFM y MTX (siempre en
combinacion con CsA) y observado una incidencia similar de EICRa con ambos esquemas, con
aparente mejoria en la velocidad de adquisicion del injerto hematopoyético y menor severidad
de la mucositis en el grupo de MFM (Pifiana et al, 2010; Kharfan Dabaja et al, 2014). La
importancia de acortar al maximo la fase de neutropenia y reducir la toxicidad han convertido al

MFM en un farmaco de especial interés en el trasplante de sangre de cordon y el alo-TIR.

El sirolimus, también conocido como rapamicina, es un macrolido producido por el
actinomicetoStreptomyces hygorscopicgsie también se utilizo inicialmente como profilaxis

en receptores de TOS. Su estructura es similar a la del tacrolimus pero su mecanismo de accion
se basa en la inhibicion de la via mTOR, que bloquea la entrada en ciclo celular de los LT naive
mediante la inhibicion de la produccion de IL-2. Dos de las caracteristicas diferenciales que le
confieren un especial interés son su aparente inhibicion selectiva de los LT aloreactivos con
preservacion de los LT reguladores y su actividad especifica anti-linfomatosa (Peccatori et al,
2015).

Un meta-analisis reciente (Wang et al, 2015) de 5 ensayos clinicos randomizados muestra la
capacidad de sirolimus de disminuir la incidencia de EICRa 2-4 sin comportar cambios
significativos en la aparicion de EICRa 3-4 y EICRc. El analisis de toxicidad revela un aumento
en la incidencia de sindrome de obstruccién sinusoidal en receptores de TPH mieloablativo sin
diferencias en la aparicion de MAT. Tampoco se describe un impacto en la supervivencia libre
de progresion ni en la SG. El estudio concluye que los regimenes de profilaxis basados en el uso

de sirolimus son eficaces y seguros.

La combinacién sirolimus-tacrolimus se ha mostrado especialmente eficaz en receptores de alo-
TIR (Pérez-Simon et al, 2013), al conducir a una reduccion en la tasa de EICRc y una mejoria
en la SG. El dafio endotelial asociado a la coadministracion de ambos farmacos, con un posible
ascenso en el numero de MAT es el principal factor limitante que hace que algunos centros se

muestren cautos en su uso rutinario (Labrador et al, 2014).

La utilidad de loscorticoides en la EICR esta relacionada con su actividad linfolitica y su
capacidad para inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias. Su papel se ha centrado
fundamentalmente en el tratamiento de la EICR y no en su profilaxis. No obstante, un meta-
andlisis de datos de 5 estudios randomizados en pacientes con alo-TPH mieloablativo mostré
gue la adicién de corticoides a la profilaxis con CsA-MTX disminuia la apariciéon de EICRa
grado 2-4 de forma significativa pero se asociaba a un incremento destacable en la incidencia de
infecciones oportunistas (Quellmann et al, 2008) y no comportaba un impacto en los resultados

finales del TPH, incluida la aparicion de EICRc.
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Sin embargo, un estudio reciente de Chang et al. vuelve a abrir el debate sobre su utilidad en
escenarios concretos. En él, se incluyeron 228 pacientes que recibieron un trasplante
haploidéntico y se estratificaron en funcién de su riesgo de desarrollo de EICRa segun dos
biomarcadores (>1.9x10e6/kg células NK CD56+ bright y ratio CD4:CD8>1.16 en el injerto).
Los pacientes considerados de bajo riesgo recibieron la profilaxis EICR estdndar mientras que
los de alto riesgo se aleatorizaron a recibir la profilaxis estandar (grupo control) o a su
combinacion con esteroides. El estudio alcanzé el objetivo primario al demostrar una
disminucion significativa de la aparicion de EICRa en los pacientes de alto riesgo que recibieron
corticoides en la profilaxis en comparicion con el grupo de alto riesgo control (21 vs. 48%,
respectivamente). Ademas, la exposicion a corticoides en los 100 primeros dias post-TPH fue
similar en los grupos de bajo riesgo y de alto riesgo con profilaxis con corticoides y mayor en
los pacientes de alto riesgo del grupo control. Estos datos no se asociaron a un impacto final en
la MRT o la SG. Por tanto, la adicion de corticoides a la profilaxis estandar parece una opcion
interesante en casos concretos y deberia seguir bajo evaluacion en ensayos clinicos

comparativos.
Ciclofosfamida post-TPH

En 1963, Berenbaum publico los primeros estudios que evaluaron la ciclofosfamida en modelos
murinos de TPH. Fue el grupo del Hospital Johns Hopkins el pionero en la introduccion de este
farmaco en la profilaxis en humanos con su administracion a dosis de 50 mg/kg los dias +3 y +4
post-TPH. Este agente alquilante clasico administrado en el post-TPH precoz permite el
establecimiento de un quimerismo mixto estable donde coexisten células del donante y el
receptor a pesar de la presencia de marcadas diferencias HLA entre ambos y en asociacion a

bajas tasas de EICR, especialmente cronica.

Su efecto se basa en que las células aloreactivas rapidamente proliferativas son mas sensibles a
la accion de la ciclofosfamida al tener una menor capacidad de reparacién del DNA, con
disbalance a favor de los LTreg. De forma contraria, las células madre hematopoyéticas, ricas
en aldehido-deshidrogenasa, son resistentes a su accion, por lo que el farmaco puede ser
administrado tras el alo-TPH sin dafiar el injerto ni comprometer la reconstitucion inmune (Al-
Homsi et al, 2015).

Multiples estudios centran sus esfuerzos en definir de forma clara las plataformas de TPH que
optimizan el potencial de la ciclofosfamida. A pesar de que los estudios iniciales han evaluado
su uso en combinacién con otros inmunosupresores, como inhibidores de la calcineurina o
MFM y en el marco del haplo-TPH, hay abierta una interesante linea de investigacion que
analiza su papel en otros escenarios, especialmente como profilaxis Unica en trasplante de DE o
DNE con compatibilidad HLA 10/10.
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4.1.c. Nuevas dianas

Como se ha descrito con anterioridad, el extenso conocimiento actual sobre la patogenia de la
EICR, obtenido en su mayor medida gracias a modelos animales, ha permitido identificar varias
dianas prometedoras para su prevencion y tratamiento. Estas estrategias se basan en un profundo
conocimiento de los mecanismos inmunolégicos y su validacion en modelos pre-clinicos. Entre
las mas prometedoras se incluyen la actuacion en la interaccion LT- CPA, el blogueo de las
moléculas co-estimuladoras del LT, el control de la produccién de citoquinas proinflamatorias y

la actuacion sobre el trafico del LT a los 6érganos diana. Sin embargo, lo més probable es que la
optimizacion de los resultados finales requiera de la combinacion de estos distintos abordajes.
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La siguiente tabla incluye, de forma resumida, los nuevos abordajes en estudio, su mecanismo
de accidn principal y la situacion actual de los ensayos clinicos que los evaltan.

Actuacion sobre el LB

Rituximab
Belimumab
Baminercept

Anti-CD20
Inhibicién BAFF

Bloguea diferenciacion linfoide en el Fase |l

centro germinal

Fase Il. van Hoef , 2013
Fase Il

Bloqueo coestimulacion Alefacept Inhibicion interaccion LFA3-CD2  Fase I-Ill. Shapina, 2009

Bloqueo transduccion del Ruxolitinib Inhibicion JAK-2 Fase Il. Zeiser, 2015

LT Bortezomib Inhibicion del proteasoma Fase Il. Moran, 2012
Vorinostat Inhibicion acetilacion histonas Fase Il. Choi, 2014.

Migracion del LT Maraviroc Inhibicion de CCR5 Fase I-Il. Khandelwal 2016,

Actuacioén sobre citoquinas

Etanercept/Infliximab
Daclizumab/Basiliximab
Tocilizumab

IL-2 recombinante

Inhibicion TNFu

Inhibicién receptor IL-2
Inhibicién receptor IL-6
Dosis bajas inducen LT reg

Fase II.A lousi, 2009.
Fase IV. Hamidieh, 2012.
Fase Il. Rodaly, 2016.
Fase Il. Kim, 2016.

Terapia celular

Infusion LTreg

Células mesenquimales
Infusién células NK

LT con genes suicida

Inhibicion activacion LT
Inmunomodulacion

Inhibe LT aloreactivos, induceTregs
Deplecion de LT activados

Fase I-Il. Rezvani, 2006.
Fase I-lll Polchert, 2008.
Fase I. Olson, 2010.
Fase I-Il. Jones, 2014.

Alteracion del microbioma

Rifaximina
Lactobacillusspp

Antimicrobiano
Probioticos

Fase |. Weber, 2016.
Fase I. Ladas, 2016.

Otros

Atorvastatina
Azacitidina/Decitabina

Expansion LT reg, inhibiciéon Thl
Agentes hipometilantes: inhibicién
CPA, anergia LT, expansion LTreg

Fase Il . Rotta, 2010.
Fase I/l1l- Goodyear, 2012.

Adaptada de Blazar et al, Nat Rev Immurfl12
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4.1.d. Papel de la CsA en el éxito del TPH. Optimizacion de su manejo.

A pesar del gran interés que despierta todo el arsenal de nuevas estrategias en investigacion, por
el momento ninguna de ellas ha sido aprobada para su introduccion en la practica asistencial
diaria y, tal y como evidencia la encuesta reciente del EBMT (Passweg et al, 2016), la mayor
parte de centros de TPH considera todavia la CsA como pilar principal en la prevencion de la
EICR ya sea en combinaciéon con MTX en receptores de TPH mieloablativo o con MFM tras
alo-TIR A pesar de la dilatada experiencia de uso con este farmaco, su manejo 6ptimo no esta
bien establecido, tal y como evidencian las sustanciales diferencias en su dosificacion, niveles

target y esquemas de infusion en los diferentes centros (Passweg et al, 2016).

Esta complejidad se explica en parte por la considerable variabilidad farmacocinética del
farmaco, tanto intra como inter-paciente, y su indice terapéutico relativamente estrecho. Las
diferencias en su absorcion oral estan bien documentadas y pueden comportar discrepancias
marcadas en la biodisponibilidad, de entre el 20 al 50%, en distintos pacientes (Cooney et al,
1997). Ademas, el aclaramiento de CsA es también muy distinto en funcién de multiples
factores. Aspectos demograficos, como el peso corporal o la edad, interacciones
medicamentosas, polimorfismos genéticos relacionados con el metabolismo renal y hepético o
la unién del farmaco a proteinas plasméticas, el tipo de TPH y el momento desde su realizacién

son algunos de los mas influyentes.

Esta constelacion de factores lleva a pensar que una monitorizacién estrecha de los niveles de

CsA en sangre es imprescindible para optimizar su eficacia y reducir su toxicidad.

El primer estudio que relacion6 la inmunodepresién y el riesgo de EICRa fue llevado a cabo por
Gluckman et al. en 1985. Se trataba de un andlisis general, que mostraba una mayor incidencia
de EICRa en pacientes con poca inmunodepresion. Poco después, en 1988, el grupo de Seattle
confirmé estos hallazgos y mostrd que los niveles bajos de CsA en sangre podian comportar un
aumento del riesgo de EICRa y debian ser monitorizados y ajustados de forma continuada tras
el TPH (Yee et al, 1988).

Hasta la fecha, sin embargo, distintos aspectos relacionados con su forma de administracion,
dosis y estrategia de monitorizacidon todavia son motivo de debate, dados los resultados

discordantes entre estudios.
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Método de medicion

La experiencia en TOS sefala el area bajo la curva (ABC) como uno de los parametros
farmacocinéticos mas interesantes en la medicion de la eficacia de los inhibidores de
calcineurina (Grevel et al, 1989). Su estimacion es compleja, requiere de la recogida seriada de
muestras sanguineas y de la aplicacién de modelos estadisticos de farmacocinética poblacional
(Willemze et al, 2008) que permiten predecir los valores para cada individuo y en cada
momento concreto a través del estudio de los niveles nadir del farmaco, la dosis administrada, el
tiempo desde el TPH, el peso corporal y la edad del paciente. Esta estrategia tan laboriosa es
dificilmente aplicable en la practica asistencial diaria. Por ello, varios estudios, también en el
ambito del TOS, han evaluado otros puntos temporales como marcadores surrogados del ABC.
Las concentraciones valle o nadir se han convertido en el método mas utilizado, al tratarse de
una estrategia de limitada complejidad y sencilla instauracion en los laboratorios de los centros
de TPH (Ghalie et al, 1994; Punnett et al, 2007).

Algunos grupos describen la concentracion sanguinea de CsA a las 2 o 5 horas tras su
administracion (C2 o C5) como pardmetros mas apropiados a monitorizar (Grant et al, 1999;
Duncan et al, 2006). Asi como en receptores de TOS parece demostrado que tanto la C2 como
el ABC son mas utiles para medir el nivel de inmunodepresiéon que los niveles valle, en el caso
del alo-TPH no hay datos suficientes para considerar un método mejor que otro. De hecho, la
C2 no ha mostrado relacién con la aparicion de EICRa en pacientes adultos (Barkholt et al,
2007).

Por otra parte, estudios comparando la capacidad predictiva de los niveles valle de CsA y el
ABC, Unicamente establecieron correlaciones entre la aparicion de EICR y los niveles valle
(Ringden et al, 1996; Willemze et al, 2008), concluyendo que una adecuada profilaxis frente a
EICR depende en mayor medida de la presencia en sangre de una concentracion del farmaco
suficiente en todo momento que de la dosis total de farmaco a la que el sujeto ha estado
expuesto. Parecen imprescindibles nuevos ensayos que comparen de forma detallada la
concentracion de CsA en varios puntos temporales, para identificar el punto de control éptimo

para las modificaciones de dosis.
Dosis inicial

Otro de los aspectos de interés evaluado en algunos estudios es el papel de la dosis inicial de
CsA administrada. La mayor parte de centros, inician el farmaco via endovenosa y a una dosis
de 3 mg/kg/dia dividida en 2 administraciones (Passweg et al, 2016). Algunos grupos de

trasplante pediatrico han tratado sin embargo de desarrollar guias clinicas incorporando las

conocidas diferencias farmacocinéticas existentes entre individuos y no Unicamente el peso para
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alcanzar de forma mas rapida los niveles deseados del farmaco (Jin et al, 2008). En pacientes
entre 9 y 17 afios la dosis media que predecia el alcance del ABC objetivo (4200 mcg xh/l) fue
de 2.1 +/- 1.21mg/kg (IC95% 1.29-2.92mg/kg) que equivaldria a 68 +/- 35°niggtos datos
evidencian que tener en cuenta la edad del paciente y la superficie corporal (SC) en lugar del
peso permite un mejor ajuste de la concentracion del farmaco en nifios, en los que esta
claramente establecida la asociacion entre la SC, el volumen del higado y el metabolismo
hepatico (Murry et al, 1995). Hasta la fecha, ningun estudio ha mostrado datos similares en

pacientes adultos.
Tiempo de infusion

Mientras algunos grupos han reportado que la perfusién continua de CsA mejora los resultados
respecto a su administracién en 2-3 horas dos veces al dia otros estudios muestran resultados

discordantes (Ogawa et al, 2004).

Un aspecto a considerar y que puede explicar estas diferencias es la utilizacién de un mismo
rango terapéutico en pacientes tratados con diferentes formas de perfusion. En aquellos con
infusiones continuadas del farmaco, la variacién de la concentracion en sangre del farmaco es
minima durante el dia y puede evaluarse independientemente del momento. Sin embargo, la
relacién entre el valor nadir tras la perfusion continua respecto a la administracion dos veces al
dia no estan del todo claras. En este sentido, Nakamura et al. reportaron que el nivel basal de
CsA durante la perfusiéon continua debia ser 2.55 veces mayor al deseable tras perfusiones

cortas para llevar a una misma ABC.

Estudios posteriores considerando estos datos evidenciaron que pacientes con CsA en perfusion
continuada y niveles target de 250-400 ng/ml presentaban una mayor incidencia de EICRa que
aquellos que recibian el farmaco dos veces al dia con nivel nadir deseado entre 150-300 ng/ml
(Ogawa et al, 2004).

Dia de inicio y via de administracion

Algunos estudios (Lamparelli et al, 1997; Dini et al, 1998) sugieren que un inicio precoz de la
CsA (dia -7) puede mejorar los resultados a largo plazo del TPH. Este efecto se explicaria por la
presencia de niveles correctos del farmaco en un mayor nimero de pacientes el dia del
trasplante, con reduccion de la liberacién de citoquinas inducida por el tratamiento de
acondicionamiento y control de la activacion precoz de LT aloreactivos. Sin embargo, estos

resultados no se han confirmado en estudios posteriores.

De forma opuesta, Barrett et al. no detectaron beneficio alguno con el inicio precoz de CsA (-4)

respecto a su instauracion en el dia -1. El inicio de retirada del tratamiento en el dia +100 si
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mejoraba los resultados respecto a hacerlo en el +50. Un ensayo clinico randomizado (Lanino
et al, 2009) evaluando este aspecto en 152 pacientes pediatricos tampoco logré demostrar la
asociacion del inicio precoz de la CsA con la reduccion en la aparicion de EICRa. Los autores
refieren que un posible factor confusor en el estudio fue la administracion de ATG a un nimero
elevado de los pacientes incluidos, que mitigaria el efecto protector de la administracion precoz
de la CsA.

En la préactica, un 95% de los centros participantes en la encuesta del EBMT (Passweg et al,
2016) refieren iniciar la CsA via endovenosa, siendo lo mas habitual introducirla en el dia -1
(75%). No obstante, hay diferencias marcadas entre centros, con casos de inicio en los dias -3
(10%), -7, -6 y 0 (1% en cada grupo).

Frecuencia de monitorizacion

No existen estudios que evaluen de forma especifica el impacto del nUmero de determinaciones
semanales del farmaco en sangre y su asociacion con un mayor porcentaje de pacientes en el
rango terapéutico deseado. En la practica, la mayor parte de centros, inician la monitorizacion
de CsA con entre 1 y 3 mediciones por semana durante el primer mes para continuar con

evaluaciones semanales o coincidentes con los controles ambulatorios del paciente.
Rango terapéutico

Como se ha comentado previamente, también en este aspecto hay diferencias sustanciales entre
los diferentes centros. Asi como algunos marcan diferentes valores “target” para receptores de
donante emparentado y no emparentado (Jin et al, 2008) la mayor parte no hace salvedades en

funcion del tipo de TPH.

Si parece mas claro que en el momento de establecer el rango terapéutico deseado, debe tenerse
en cuenta si la administracion del farmaco se hace de forma continuada o en periodos cortos de

infusién (Ogawa et al, 2004).

Las guias mas recientes del EBMT y la European Leukemia Net (ELN) recomiendan una
concentracion diana de CsA entre 200-300 ng/ml si su administracion es dos veces al dia y de

entre 400-600 ng/ml si se administra en perfusion continuada (Machishima et al, 2013).

En pacientes con enfermedades de alto riesgo podria considerarse un nivel target mas bajo (250-
400 ng/ml), que se ha asociado a menores tasas de recidiva en algunos estudios (Oshima et al,
2008).
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En esta misma linea de individualizacion del tratamiento se centr6 un estudio en pacientes
pediatricos (Martin et al, 2003) que mediante el uso de datos antropomeétricos, las dosis y
momento de administracion de CsA, la duracién de la infusion y los niveles del farmaco
detectados en sangre estimaba posteriormente los valores farmacocinéticos individuales con un
método Bayesiano. El “target” se acababa de ajustar en funcion de si se consideraba prioritaria
la prevencion de la EICR (entre 100-150 ng/ml) o la reduccion del riesgo de recidiva (60-100

ng/ml).

4 .1.e. Justificacion del Manuscrito nimero 1

Uno de los ambitos de mayor interés actual en el campo del alo-TPH es la optimizacion de la
intensidad y duracién de la inmunodepresion de acuerdo a la percepcion del riesgo de EICR y

recidiva de cada individuo.

Los estudios realizados hasta la fecha han mostrado resultados contradictorios al evaluar la
asociacion entre las concentraciones plasmaticas de los inhibidores de calcineurina, la
incidencia de EICRa y su impacto final en la supervivencia. Mejor conocido es el hecho de que
el desarrollo de EICRa y/o crénica se asocia a un descenso del riesgo de recidiva,

probablemente relacionado con el EICT.

Sin embargo la EICRa moderada y severa comporta una morbi-mortalidad relacionada con el
procedimiento excesiva y se necesita mas informacion para encontrar el regimen de

inmunodepresién que la evite manteniendo el EICT (Peters et al, 2000).

Uno de los principales motivos que explican la ausencia de conclusiones claras sobre el papel
real de la CsA en el TPH es la gran heterogeneidad en las poblaciones incluidas en los estudios,
que suelen evaluar pacientes de caracteristicas muy diferentes, tratados con diferentes tipos e
intensidades de regimenes de acondicionamiento, fuentes de progenitores hematopoyéticos y

formas de administracion y ajuste de los inmunodepresores.

El primer trabajo incluido en esta tesis, se gestd con el objetivo de minimizar la mayor parte de
estas limitaciones y evaluar el impacto real de la CsA en las primeras semanas posteriores al
trasplante con acondicionamiento no mieloablativo, en el que la modulacién del EICT con un
manejo optimo de la inmunodepresion juega un papel clave en los resultados del
procedimiento. El estudio analiza una cohorte uniforme de pacientes que recibieron CsA
endovenosa tras un alo-TIR de progenitores hematopoyéticos de hermano HLA idéntico, con
sangre periférica mobilizada como fuente de PH y tratamiento de acondicionamiento basado en

fludarabina.
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El objetivo principal del estudio fue evaluar si las concentraciones de CsA durante las 4
primeras semanas post-TPH se relacionaban con la incidencia de EICR, la nefrotoxicidad, la
MRT vy la supervivencia global de los pacientes. La homogeneidad de la muestra, junto al uso
de politicas especificas de inicio, dosificacion y modificacién de la inmunodepresion permiten

atribuir con mayor confianza los hallazgos finales al efecto independiente de la CsA.

Consideramos muy importante la generacion de nuevos datos que amplien la informacién
practica sobre el uso de CsA y permitan extrapolar de forma mas fidedigna las conclusiones
obtenidas a subgrupos concretos de pacientes. Teniendo en cuenta la gran heterogeneidad
vigente en términos de dosificacion, momento de inicio y duracién del tratamiento con CsA
entre los diferentes centros de TPH y el potencial impacto que algunas de estas modificaciones

comportan en los resultados finales del procedimiento no parece ést@aizanjado.
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4.2. Tratamiento de la EICR aguda

4.2.a. Conceptos basicos

A pesar del uso estdndar de profilaxis con agentes inmunodepresores 0 estrategias de
manipulacion del in6culo ya descritas en apartados anteriores de este trabajo doctoral, entre el
30y el 50% de los receptores de alo-TPH desarrollardn EICRa en los primeros meses post-TPH.
Esta complicaciobn constituye uno de los mayores obstaculos al potencial curativo del

procedimiento.

Teniendo en cuenta su fisiopatologia, la modulacion de los LT aloreactivos efectores es el
objetivo principal de su tratamiento. Sin embargo, otras poblaciones celulares, incluyendo los
LT reguladores, las células dendriticas, los linfocitos NK o los LB asi como otros mecanismos
implicados en la lesién tisular o endotelial representan dianas prometedoras a las que dirigir el
tratamiento (Wolf et al, 2012).

Aungque durante los ultimos 30 afios se han testado multiples agentes como tratamiento
sistémico de la EICRa ninguno esta aprobado con esta indicacion por la US Food and Drug
Aministration (FDA). Uno de los principales factores que explican esta situacion es la falta de
estandarizacion de los estudios clinicos realizados hasta la fecha, tema que trataremos en mas

detalle a lo largo de este capitulo.

La decision de iniciar tratamiento sistémico depende no solamente de la severidad de las
manifestaciones clinicas sino también de su velocidad de progresidén. Existen tratamientos
tépicos o no absorbibles que se utilizan en caso de afectacidon exclusiva y poco extensa de la piel
o el tracto digestivo. La progresion rdpida de la alteraciones o la afectacion de mas 6rganos
(grado Il o superior) requiere de la introduccién de tratamiento sistémico sin demora. A su vez,

suele mantenerse el tratamiento profilactico que el paciente estaba recibiendo.

La supervivencia a largo plazo de los pacientes se relaciona de forma directa con la respuesta al
tratamiento inicial, ya que, tal y como se comentara en detalle mas adelante, los tratamientos de
segunda linea presentan tasas elevadas de fracaso terapéutico, toxicidades muy significativas,
fundamentalmente en relacibn a complicaciones infecciosas, y se asocian a un prondstico

infausto. En términos generales, alrededor de un tercio de los pacientes con EICR grado 2-4

responden al tratamiento inicial, con lo que muchos pacientes precisaran de tratamiento de

rescate.
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Diferentes grupos han publicado sus resultados en el manejo de la EICRa refractaria, con gran
variabilidad de estrategias en este escenario y sin progreso en los resultados obtenidos. Los
tratamientos de rescate no solamente se muestran ineficaces en un grupo muy amplio de
pacientes sino que incrementan en gran medida la inmunodepresién y el riesgo de infecciones

fatales.

A pesar de que la mayor parte de guias recomiendan el uso de dosis altas de metilprednisolona o
prednisona como tratamiento inicial de la EICRa, también en este escenario existen diferencias
entre centros en la dosis inicial de corticoides administrada, la asociacion de otros agentes
inmunodepresores de forma precoz y la forma de descender los esteroides tras la mejoria
clinica. Hasta la fecha, no se ha logrado identificar los factores predictores de respuesta al

tratamiento primario con corticoides (Weisdorf et al, 1991; McMillan et al, 2002).

A la luz de esta enorme variabilidad de manejo, la Sociedad Americana de Trasplante
Hemopoyético (ASBMT) publicé recientemente unas recomendaciones (Martin et al, 2012) con
tres objetivos principales: 1) servir como guia introductoria de tratamiento de la EICRa, 2)
establecer una red de trabajo para evaluar la calidad de los estudios previamente publicados, 3)
recomendar puntos de evaluacion utiles como marcadores surrogados de respuesta y SG a

introducir en futuros estudios.

En ellas, los autores remarcaban la importancia de aplicar las recomendaciones teniendo
siempre en cuenta la situacién individual de cada paciente y recordando que ninguno de los
farmacos incluidos estd aprobado con esa indicacion por la FDA, con lo que deben solicitarse
siempre en forma de “uso compasivo”. Por ultimo, y en ausencia de una evidencia suficiente

para recomendar medidas concretas, la revision ofrecia consideraciones generales en el

tratamiento.

4.2.b.Tratamiento sistémico de primera linea en la actualidad

La metilprednisolona (MP) a dosis de 2 mg/kg/d o la prednisona 2-2.5 mg/kg/d es el tratamiento
de primera linea aceptado como estandar para pacientes con EICRa grado 2-4. Al mismo

tiempo, suele continuarse con la medicacion profilactica que se estaba administrando.

49



Dosis inicial de corticoides

Varios estudios han evaluado las tasas de respuesta en funcidén de la dosis inicial de esteroides
administrada. Uno de los mas conocidos es un ensayo prospectivo randomizado de un grupo
italiano (van Lint et al, 1998) que comparaba la administracion de metilprednisolona 10
mg/kg/d durante cinco dias con posterior descenso de dosis frente al uso del farmaco a dosis de
2 mg/kg/d. No se observaron diferencias en las tasas de respuesta inicial (28% vs. 30%) y la SG
fue similar en ambos grupos. Los mismos investigadores (van Lint et al, 2006) trataron afios
después una serie de 211 pacientes con EICR grado I-IV con MP 2 mg/kg/d. Un 71% de los
enfermos presentaron una respuesta precoz al tratamiento que permitié el descenso progresivo
de MP cinco dias tras su inicio. Los pacientes sin respuesta rapida se aleatorizaron a recibir MP
a dosis de 5 mg/kg/d durante 10 dias en monoterapia 0 en combinacion con ATG. No hubo
diferencias significativas en las tasas de respuesta entre ambos grupos y se evidenci6 la
ineficacia del uso de dosis mayores de 2 mg/kg/d de MP en pacientes no respondedores. Se
constaté ademéas un aumento del 2% en el riesgo de muerte por cada ascenso de 1mg/kg en la

exposicion acumulativa a MP.

Conociendo estos datos, un objetivo importante en el manejo de la EICR es minimizar las
complicaciones asociadas a las dosis altas de esteroides. En esta linea, algunos centros han
evaluado el inicio de MP en dosis de 1 mg/kg/d en pacientes con afectacion digestiva alta
aislada y poco intensa (grado lla) con ascenso de dosis a 2 mg/kg/d en caso de progresion
depués de tres dias de tratamiento. Un estudio retrospectivo analizando 733 pacientes
(Mielcarek et al, 2009) en los que se compararon dosis iniciales de 1 y 2 mg/kg/d no mostro
diferencias en los resultados finales del TPH y si permitié6 una reduccion del 50% en la dosis
acumulada de esteroides en el primer grupo. Una de las limitaciones del estudio fue el bajo
namero de pacientes incluidos con EICR grado llI-IV, lo que no permite extrapolar estas
conclusiones a casos con manifestaciones clinicas graves. Aungue prometedora, esta estrategia

precisa de confirmacion en estudios prospectivos.

Otro estudio randomizado mostré la utilidad de la adicién de esteroides no absorbibles, como la
beclometasona o la budesonida, para reducir la dosis sistémica de MP en pacientes con

manifestaciones predominantemente digestivas y leves (Hockenbery et al, 2007).

Las recomendaciones del ASBMT concluyen por tanto que la administracion de MP como
tratamiento inicial en pacientes con EICRa en dosis mayores de 2.5 mg/kg/d no comporta
ventajas y que los pacientes con EICR grado lla, pueden tratarse con dosis de 1 mg/kg/dia,

aunque esta afirmacion no es extrapolable a casos con afectacién mas severa.
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Descenso de los esteroides

Existe muy poca informacion sobre la forma oOptima de descender los esteroides una vez
evidenciada una mejoria clinica. Un estudio aleatorizado (Hings et al, 1993) dividié en dos
grupos a los pacientes con respuesta a MP en el dia +14 de tratamiento. En el primero, se realizé
una retirada rapida de la PDN (86 dias) y en el segundo el descenso se hizo de forma mas
paulatina (147 dias). Los rebrotes de la clinica durante la retirada de corticoides y la aparicion
posterior de EICRc no fueron diferentes en los dos grupos. Por tanto, la forma éptima de
descenso de esteroides sigue sin estar claramente definida y debe iniciarse tan pronto como las
manifestaciones clinicas de EICR muestran una mejoria clara. Se recomienda un descenso
aproximado del 10% de la dosis (0.2 mg/kg/d) cada 3-5 dias hasta llegar a dosis de 20-30
mg/dia, momento en que la retirada sera todavia mas lenta. Un descenso mas rapido estara

indicado en pacientes con infecciones activas o toxicidad importante asociada al tratamiento.
Tratamiento inmunodepresor combinado en primera linea

Debido a que un namero importante de pacientes con EICRa no responden al tratamiento con
esteroides y que muchas de las respuestas iniciales no son duraderas, es de especial interés la

evaluacion de los resultados con esteroides asociados a otros agentes como tratamiento inicial.

Un meta-analisis reciente (Rashidi et al, 2016) ha evaluado los datos agregados de diferentes
ensayos clinicos randomizados que compararon el tratamiento de primera linea de la EICRa 2-4
con esteroides en monoterapia respecto a su combinacion con otros agentes inmunodepresores.
Entre éstos se incluyeron ATG, daclizumab (un inhibidor del receptor de la interleucina-2),
infliximab (que actua en la via del TNF alfa), pentostatina y MFM. Los resultados no
demostraron un beneficio del tratamiento combinado. De hecho, la supervivencia en el dia +100
fue menor en el grupo con inmunodepresion doble (y también al afio del TPH, aunque en este
caso sin significacion estadistica). A pesar de las claras limitaciones asociadas a la comparacion
de grupos heterogéneos, estos resultados van en contra del aumento en la intensidad del
tratamiento inicial en pacientes con EICRa. Un aspecto remarcable es el bajo nimero de
pacientes con formas severas de EICR (0-33% en los diferentes estudios) incluidos en el

metaanalisis con lo que estos resultados no son extrapolables a pacientes de muy alto riesgo.

Con estos datos, los corticoides en monoterapia son todavia el tratamiento de primera linea. La
inmunosupresion combinada debe limitarse por el momento a pacientes incluidos en ensayos
clinicos fase II-Ill que incluyan, idealmente, el andlisis de biomarcadores para identificar de

forma precoz los casos con afectacién de alto riesgo y mayor probabilidad de refractariedad a

esteroides (Levine et al, 2012).
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4 .2.c. Refractariedad a esteroides

Considerando la limitada respuesta de la EICRa al tratamiento de primera linea, con respuestas
duraderas y completas en menos del 40% de los pacientes y una mortalidad de mas del 70% en
caso de refractariedad a esteroides, nuevas estrategias en el tratamiento de segunda linea son
fundamentales. Un enfoque comudn hasta la fecha ha sido tratar a los pacientes con agentes que

se han mostrado eficaces en la prevencion y/o el tratamiento del rechazo tras TOS.

Varios aspectos ayudan a explicar el fracaso de estos farmacos, ltiles en la profilaxis, en el
tratamiento de la EICR: 1) dado el conocimiento de la fisiopatologia de la EICR es evidente que

prevenir el inicio (profilaxis) de una respuesta aloinmune es una cosa, e interrumpir una cascada
inflamatoria ya iniciada (tratamiento) es mucho méas complejo, 2) a pesar de que el mecanismo
de acccién de un fa&rmaco puede ser apropiado para su uso como tratamiento, cuando un
paciente desarrolla EICR bajo profilaxis con este agente, es poco probable su eficacia con fines
terapéuticos, 3) aunque la aloreactividad se asocia a la EICR y los inmunodepresores son Utiles
para prevenir su aparicion, esta aloreactividad relacionada con los LT es deseable para permitir
el injerto, 4) en funcién del periodo post-TPH en que aparece la EICR, el perfil de citoquinas,

poblaciones celulares y lesion tisular son muy distintos y estas diferencias pueden condicionar

la respuesta a las distintas opciones y lineas de tratamiento (Deeg et al, 2007).

Una cuestion clave es concretar la “refractariedad a esteroides” que marca el inicio del
tratamiento de rescate. Hasta la fecha, los criterios no han sido definidos de forma sistematica,
pero es obvio que tanto la severidad como la duracion de las manifestaciones clinicas deben
tenerse en cuenta para considerar a un paciente como refractario a esteroides. La tendencia
actual es realizar evaluaciones precoces de la situacion que permitan el inicio rapido del

tratamiento de segunda linea en pacientes de alto riesgo.

Se considera intensificar la inmunodepresion por respuesta subdptima a corticoides en los
siguientes supuestos: 1) progresion de las manifestaciones clinicas en al menos un grado global
tras 3 dias de corticoides a dosis plenas, 2) ausencia de al menos mejoria de un grado global tras
5-7 dias de tratamiento, 3) respuesta incompleta tras 2 semanas de MP. Otro grupo en el que
considerar el inicio precoz de un tratamiento de rescate serdn los pacientes con intolerancia o
importante toxicidad asociada a los corticoides a dosis altas (Martin et al, 2012). En pacientes
con afectacion leve (grado lla) puede ampliarse el intervalo de observacion hasta las dos

semanas.
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Mecanismos de resistencia a corticoides

Tal y como describieron Barnes y Adock en el 2009, la resistencia a corticoides ha sido
caracterizada en otras enfermedades inflamatorias como el asma bronquial, la artritis reumatoide
o la colitis ulcerosa. Los linfocitos circulantes de los sujetos coértico-resistentes presentan una
capacidad de proliferacién y liberacion de citocinas reducida (Farrell et al, 2003; Chikanza et al,
2004; Hew et al, 2006). Otros estudios han analizado los mecanismos moleculares que lo
explican, entre los que se encuentran: 1) alteracién de la afinidad del receptor de corticoides por
fosforilacion mediada por las quinasas MAP p38, JAK3 y JNK; 2) descenso en la expresion de
la quinasa MKP-1, que en condiciones normales ejerce un efecto inflamatorio; 3) inhibicion del
receptor de corticoides por nitrosilacién o ubiquitinizacion; 4) aumento en la expresion del
receptor de corticoides beta, que compite con la forma activa alfa en la unién a elementos de
respuesta; 5) activacion de AP1 (proteina activadora 1), que se une al receptor de corticoides y
previene su interaccién con elementos activadores; 6) anomalias en la acetilacion de histonas;
7) aumento en la expresion de la glicoproteina P, que media el transporte de corticoides fuera de
la célula; 9) aumento en la expresion de MIF (factor inhibidor de la migracion macrofagica) que

inhibe los efectos antiinflamatorios mediados por MKP-1 (Pidala et al, 2010).

Estos mecanismos moleculares, evidenciados en otras enfermedades inflamatorias podrian tener
relevancia en la fisiopatologia de la EICR refractaria, sin embargo, hasta la fecha no se han

realizado estudios especificos en este escenario.

4.2.d. Tratamiento de rescate en la actualidad

Muy pocos estudios prospectivos han comparado la eficacia y seguridad de los diferentes
tratamientos de rescate. La mayor parte de datos provienen de estudios retrospectivos de series
reducidas de centros Unicos o ensayos en fase Il con un soOlo brazo de tratamiento. La
comparacion de resultados es muy compleja, ademas faltan endpoints estandarizados y existe

gran heterogeneidad en los pacientes incluidos (Martin et al, 2012).

Los anticuerpos, policlonales o monoclonales, son los agentes mas utilizados. Existe
experiencia desde hace mas de 3 década8T@n Las respuestas globales oscilan entre el 30

y el 56%, con tasas de RC del 8-36% (Dugan et al, 1997; Remberger et al 2001, Arai et al,
2002). En la mayor parte de estudios la eficacia es mayor en la afectacién cutanea y con la
instauracion precoz del agente (McMillan et al, 2007). La supervivencia a largo plazo es baja,
debido a progresion de la EICR, morbi-mortalidad infecciosa y sindrome linfoproliferativo post-
TPH (SLP-PT) asociado a VEB (Curtis et al, 1999).
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El alemtuzumab, ampliamente utilizado para deplecién de LT en profilaxis, se ha probado

también como tratamiento de rescate de la EICR refractaria (Wandroo et al, 2004; Carella et al,
2004). Dado que el anticuerpo depleciona tanto LT como LB el riesgo de SLP-PT es bajo. Con
todo, segun la dosis utilizada, el riesgo de infecciones particularmente viricas es un problema

muy importante (Chakraberti et al, 2002).

Gomez-Almaguer et al. mostraron una respuesta global al farmaco del 83%, con un 33% de RC
y supervivencia media no alcanzada y de 8 meses en los pacientes con RC y RP,
respectivamente. Estos prometedores resultados no se confirmaron en un estudio posterior de
Martinez et al., con menor proporcién de respuestas y supervivencia a largo plazo muy pobre.
Estas diferencias pueden explicarse en parte por la inclusion de pacientes de mayor edad en el
segundo estudio (37 vs. 57 afos) y con formas més severas de EICR (56% vs. 100% de grados
3-4). En cualquier caso, en ambos estudios, las infecciones oportunistas fueron uno de los

principales problemas.

Una diana de interés para los anticuerpos monoclonales (AcMo) es la subunidad alfa del
receptor de la IL-2 (CD25) que se expresa de forma muy prominente en los LT activados.
Anticuerpos quiméricos, como @holimomab o el daclizumab blogquean su sefial y asi la
proliferacion del LT. Algunos ensayos clinicos prospectivos (Anasetti et al, 1994; Willenbacher

et al, 2001; Bordigoni et al, 2006) han analizado su eficacia en la EICR refractaria. Las
respuestas globales oscilan entre el 40 y el 67%, con tasas de RC del 8 al 47%, mejores en caso
de afectacidén cutanea aislada. Las tasas de supervivencia a largo plazo son limitadas y las
complicaciones infecciosas son el principal problema ya que representaron la causa principal de

muerte en el 11-60% de los pacientes.

Una estrategia para incrementar la eficacia de los AcMo es unirlos a una inmunotoxina que se
libera de forma especifica en las células dianaleBileukin diftitox es un ejemplo de esta
estrategia y esta constituido por una proteina recombinante que asocia el complejo IL-2 humano
a los dominios cataliticos y de membrana de la toxina diftérica. Este agente es selectivo frente a
los linfocitos T activados, que expresan niveles altos del receptor de la IL-2. Tras su unién
especifica al LT, la toxina entra en la célula, inhibe su sintesis proteica y produce su apoptosis.
Un ensayo clinico fase | mostré una marcada eficacia del farmaco en la EICR refractaria (Ho et
al, 2004) con respuestas globales del 71% en el dia +29 y un 33% de RC. La transaminitis fue la

toxicidad mas frecuente, afectando al 26% de los pacientes.

El papel de los antagonistas del factor de necrosis tumoral alfac)TNRa citoquina
involucrada en la citotoxicidad celular, especialmente en el tubo digestivo, también ha sido
motivo de estudio en la EICR refractaria. iffliximab es un AcMo quimérico que se une

tanto a la subunidad soluble como a la transmembrana del. TNF
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Algunas series de casos y estudios retrospectivos (Yamame et al, 2003; Couriel et al, 2004,
Pidala et al, 2009) han descrito tasas de respuesta globales del 50-67% y RC en un 15-62% de
los casos. Esta amplia variabilidad en los resultados se asocia claramente al nimero de pacientes
incluidos con formas de afectacién mas severa. La SG oscila entre el 6 y el 38% y se relaciona
de forma directa con la respuesta al farmacet&iercept es una proteina de fusion formada

por el ligando extracelular de unién del receptor del TNF y la porcién Fc de la IgG1 humana y

también se ha mostrado eficaz en casos de EICR refractaria (Busca et al, 2007).

Otro anticuerpo monoclonal murino en estudiegelomaly se dirige e inhibe la sefial del
antigeno CD26, que se expresa en alrededor de un 10-60% de los LT CD4+ circulantes. Su
eficacia, muy prometedora en estudios prelimitares, se encuentran ahora en evaluacién en un

ensayo clinico randomizado fase II-lll.

De forma paralela al desarrollo de ensayos clinicos con AcMo e inmunotoxinas, tanto viejos
como mas novedosos agentes quimioterapicos/inmunomoduladores se han utilizado también en
el tratamiento de la EICR refractaria con cierto éxito. Tal y como se ha descrito con
anterioridad, eMFM tiene una actividad clara en la profilaxis de la EICR. Existe controversia
sobre su interés en el tratamiento primario de esta complicacién en combinacion con corticoides
(Alousi et al, 2009; Martin et al, 2009). Su uso en el &mbito de la EICR refractaria se ha
evaluado en series retrospectivas de casos y en algun ensayo prospectivo de pequefio tamafio
(Kim et al, 2004; Furlong et al, 2009). Las respuestas globales oscilaron entre el 31-67% con
RC en el 15-31% de los pacientes. La SG a 2 afos fue del 33% al 40%.

También elsirolimus se ha evaluado en este escenako. un estudio piloto, Benito et al.
reportaron resultados prometedores (respuesta global 57%, RC 24%) pero una toxicidad
farmacologica no desdefiable que con relativa frecuencia comporté la suspension del
tratamiento. Posteriormente, dos series retrospectivas (Ghez et al, 2009; Hoda et al, 2009) en
gue se ajustod la dosis del farmaco segun sus niveles sanguineos mostraron mejores resultados
con respuestas globales del 76-91% y completas del 44-86%. En los tres estudios la MAT
constituyd una complicacion frecuente a vigilar, que afectd a un tercio de los sujetos. La SG a
un afio oscilo entre el 41 y el 44% y se asocid de forma clara a alcanzar una RC con el

tratamiento.

Otro agente usado en el tratamiento de la EICR peritostatina. Este analogo de nucledsido

inhibe la adenosina deaminasa y causa un acumulo de 2’-deoxiadenosina 5’-trifostato (dATP)
gue disminuye la produccion de IL-2 y lleva a la apoptosis linfocitaria. Bolanos-Melade et al.
examinaron su eficacia en un ensayo clinico fase I. La respuesta global fue del 77% con RC en
un 63% de casos. La media de supervivencia fue de 85 dias con un elevado numero de muertes

por rebrotes de la EICR, infecciones oportunistas y/o fallo multiorgénico.
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El tacrolimus y la CsA pueden ser de utilidad en pacientes que no han sido previamente
expuestos a estos farmacos como parte del regimen profilactico. El cambio de CsA a tacrolimus
no se ha mostrado util, excepto en casos en que el motivo de sustitucion fue la neurotoxicidad
(Furlong et al, 2000).

A diferencia de la fototerapia exterrRUVA), que se ha mostrado efectiva sélo en casos de
afectacidon cutanea leve (Furlong et al, 2002)jptaaféresis extracorpoérea (FEC) que se basa

en la exposicion de las células mononucleadas en sangre periférica a la radiacién UV-A tras el
tratamiento previo con 8-metoxipsoraleno y la posterior reinfusion de las células inactivadas al
paciente, ha mostrado resultados prometedores en pacientes con afectaciones mas severas. Su
eficacia se basa en sus efectos en la activacion de las CPA, en la alteracion de la produccion de
citocinas, con predominio de la respuesta Th2 y el aumento de los LT reg. Se trata de un
tratamiento bien tolerado en pacientes hemodindmicamente estables. Las respuestas globales a 3
meses oscilan entre el 67 y el 75%, con RC del 52 al 60%. Aparentemente, los resultados son
mejores en casos de afectacion cutdnea (RC 60-76%) respecto a la hepatica (27-67%) y
sobretodo la digestiva (0-75%) y cuanto menor sea el grado de afectacion global (Greinix et al,
2000; Perfetti et al, 2008).

Otras estrategias de terapia celular se han probado en el tratamiento de la EICR refractaria.
Tanto la transduccion deT con genes suicidacomo el uso deélulas mesenquimales LT

reg estan en fases muy preliminares que no permiten extraer conclusiones sobre su eficacia y
aplicabilidad (Bonini et al, 1997; Sudres et al, 2006) .

Los pobres resultados obtenidos con el tratamiento de rescate a pesar de la introduccion de
nuevos inmunodepresores y AcMo en las 3 Ultimas décadas han llevado a los investigadores a
probar tratamientos combinados. Kennedy et al. evaluaron de forma retrospectiva la eficacia de
diferentes combinaciones de tratamiento (ATG, tacrolimus, etanercept +/-MFM) y obtuvieron
una tasa de respuesta global (81%) destacable, con un 69% de RC. Sin embargo, este aumento
de respuestas no se asocié a mejora significativa en la SG en comparacion a una cohorte
historica de pacientes tratados con ATG y tacrolimus. Rao et al. analizaron la eficacia de la
combinacion de daclizumab e infliximab en una serie de pacientes pediatricos. La tasa de
respuesta global fue del 86% (RC 63%). Con una media de seguimiento de 31 meses, la SG fue
del 68% sin un aumento destacable en el riesgo de infecciones graves con el tratamiento

combinado.

La limitada experiencia en el uso de mas de un farmaco como rescate no permite recomendar su
uso rutinario. Sin embargo, el hecho de que algunos estudios muestren aumentos en la tasa de
respuesta sin una clara asociacion con mayor toxicidad y/o muerte por infeccion o recaida

convierte esta estrategia en una estrategia de interés.
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Se necesitan nuevos estudios para identificar si alguna combinacidon especifica de
inmunodepresores permite realmente mejorar los resultados frente al tratamiento con
monoterapia. No es el caso en un trabajo reciente publicado por Lenneke et al. en el que la
combinacion de etanercept e inolimomab como tratamiento de rescate se asocidé a un

supervivencia de solo un 10% a los 2 afios.

En el trabajo del ASBMT (Martin et al, 2012), la tasa de respuesta y la supervivencia a los 6
meses de iniciado el tratamiento de rescate fueron similares con los diferentes inmunosupresores
usados en segunda linea. Tampoco existe suficiente evidencia como para contraindicar ninguno
de los farmacos. La informacion disponible se considera insuficiente para definir el manejo
estandar y la seleccién del tratamiento de rescate debe basarse en el tratamiento previo y
consideraciones sobre la potencial toxicidad e interacciones de los posibles agentes. Otros
factores, como la familiaridad del equipo médico con el tratamiento indicado, su experiencia
previa con dicho esquema y sus costes deben también incluirse en la toma de decisiones. Por
supuesto, dada la ausencia de un tratamiento estdndar, siempre que sea posible se ofrecera a

estos pacientes la participacién en ensayos clinicos.

4.2.e. Mejoras en el disefio de nuevos estudios sobre EICR

De lo indicado se desprende que existe una necesidad imperiosa de ensayos clinicos
prospectivos que evaluen el papel de los diferentes agentes de segunda linea (Martin et al,
2012); las deficiencias de disefio que deben evitarse estdn cada vez mejor establecidas. Deben
definirse de forma muy clara los criterios de inclusién y evitar los sesgos de seleccién. También
es muy importante que el esquema de administracién, tanto del tratamiento en estudio como del
grupo control, sean consistentes. Se aplicaran definiciones claras de “refractariedad a
corticoides” asi como criterios objetivos para la evaluacion de la respuesta, que faciliten la
comparacion entre estudios. A su vez, deben formularse de forma adecuada las hipétesis nula 'y
alternativa y evitar andlisis de cohortes de pacientes muy pequefias con limitado poder
estadistico. Ademas, se tendra siempre en cuenta la medicacién concomitante. En el andlisis de
resultados deberan considerarse factores de confusion caracteristicas basales como la edad, la
fase de la enfermedad al TPH o el grado de disparidad HLA, ademas del grado de afectacion y

la linea de tratamiento de rescate evaluada.

Varios grupos han propuesto la respuesta global (RC + RP) en el dia +28 como mejor momento
para evaluar la eficacia del tratamiento (objetivo primario) en los futuros estudios, al ser el
aspecto que mejor parece relacionarse con la supervivencia a largo plazo (Levine et al, 2010;

Saliba et al, 2012). También se considera un excelente indicador la supervivencia a 6 meses sin
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necesidad de introduccién de un nuevo inmunodepresor. Sobrevivir 6 meses con EICR activa es
muy infrecuente y la mayor parte de muertes por infecciones oportunistas aparecen de forma
temprana, mientras que los resultados a més largo plazo pueden estar condicionados por otros
factores como el desarrollo de EICR cronica. Otros indicadores como la enfermedad libre de
progresion, la MRT o la SG no incluyen el uso de terceras lineas de tratamiento y son, por tanto,

menos especificos al evaluar la eficacia de un agente concreto frente a la EICRa.

Tal y como se ha comentado previamente, el progreso ira también de la mano de la
profundizacion en el conocimiento de la biologia de la refractariedad a esteroides. La
generacion de estudios de expresion génica que identifiquen los receptores de alo-TPH con
predisposicion a la resistencia a esteroides permitiria el uso de terapias dirigidas a revertir
mecanismos especificos de resistencia o al uso precoz de tratamiento combinado en pacientes de

riesgo.

4.2 .f. Justificacion del Manuscrito nimero 2

A pesar de la necesidad del disefio de nuevos ensayos clinicos de calidad en el ambito de la
EICR refractaria, es a su vez importante describir los resultados de series amplias de pacientes
de “la vida real” para evitar sesgos de seleccién y sobreestimacion de los resultados de eficacia
de algunos farmacos. Por tanto, revisiones retrospectivas como la reportada en el Manuscrito 2
de este trabajo doctoral, en que se evalua la eficacia de inolimomab en los pacientes con EICRa
refractaria moderada y/o severa, sirven de ayuda para determinar si los resultados globales de

los en ensayos clinicos son realmente extrapolables.
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4.3. Complicaciones infecciosas y EICRa

4.3.a. Conceptos basicos

Tal y como se ha descrito previamente, el alo-TPH comporta una alteracibn muy importante en
el sistema inmune, tanto innato como adquirido y por tanto, un riesgo muy marcado de
aparicion de infecciones graves. Algunos estudios muestran que las infecciones son la causa
responsable del fallecimiento de un 35-45% de los pacientes alotrasplantados (Ninin et al, 2001)
y la adecuada reconstitucion inmune se mantiene como un problema muy significativo a medio

y largo plazo.

Asi como las células NK aumentan de forma répida post-TPH y vuelven en poco tiempo a su
rango normal (Dokhelar et al, 1981) las deficiencias en la inmunidad humoral y celular se
observan en diferente profundidad en todos los receptores de alo-TPH durante un periodo de
tiempo variable. Uno de los aspectos mas destacables, es el marcado desequilibrio entre los LT
helper/supresores y los citotoxicos que todavia no se comprende por completo (Bacigalupo et al,
1981) y podria asociarse a la aloreactividad. El timo juega un papel muy importante en la
reconstitucion de la inmunidad T. La edad avanzada de los pacientes tiene un impacto negativo
en la generacion de LT naive CD4+, probablemente en relacion a la involucion timica asociada
a la senescencia. La funcién de los LT en adultos dependera fundamentalmente de la expansion
periférica de las escasas células T del donante presentes en el injerto y la reconstitucion inmune
serd generalmente mas tardia que en los nifios, hasta alcanzar cifras normales a los 2-3 afios

post-TPH en gran parte de los casos.

La inmunodeficiencia celular tiene como resultado una pobre respuesta de los LT citotdxicos a
aloantigenos y mitbgenos, ademas de un descenso en la funcién de los LT CD4+. Los déficits
humorales se asocian especialmente a escasez en las subclases IgG2 e 1gG4. El cambio en la
produccion de Ig primaria (IgM) a secundaria (IgG) se ve también alterado y las respuestas

antigeno-dependientes son anormales y comportan una inapropiada produccion de anticuerpos.

Young et al, publicaron recientemente los resultados de un ensayo clinico fase 3, multicéntrico y
randomizado (Blood and Marrow Transplant Clinical Trials Network [BMT CTN] 0201)
evaluando receptores de alo-TPH de DNE de médula 6sea (MO) vs. sangre periférica (SP). De
un total de 499 pacientes incluidos en el estudio en los que se disponia de datos completos sobre
infecciones, se objetivaron un total de 1347 episodios de infeccién, con un 77% de los pacientes
con al menos un evento catalogado como moderado o severo.

Un 53% de los cuadros graves sucedieron en la cohorte de MO y un 47% en la de SP, lo que

resultd en una incidencia acumulada (IAc) a 2 afios del 84.7% (IC95% 80-90) para la MO
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versus 79.7% (IC95%: 74- 85) para la SP (P =.013). La mayor parte de los episodios fueron
secundarios a infecciones bacterianas (60%), con una IAc a 2 afos del 72.1% y el 62.9%
respectivamente (P = .003). No se observaron diferencias en las tasas de infeccion virica y

fungica entre ambas cohortes.

La quimioterapia intensiva y la irradiacién producen un dafio tisular del tracto digestivo que
permite la translocacion bacteriana a la circulacion sistémica. Esto resulta en la estimulacion del
sistema inmune del receptor, que aumentara la produccion de citoquinas. Estadisticamente, es
complejo analizar la asociacion entre bacteriemia y EICRa dado que la EICR es por si misma un
factor de riesgo para el posterior desarrollo de infecciones bacterianas sistémicas. No obstante,
algunos grupos (Poutsiaka et al, 2011) han demostrado que la aparicion de bacteriemias en la
fase inicial post-TPH se asocia a un riesgo aumentado de EICRa grado II-IV.
Desafortunadamente, otros estudios evaluando el uso de profilaxis antibacteriana mas intensiva
con antibiéticos de amplio espectro como piperacilina/tazobactam, meropenem 0 vancomicina
no tuvo impacto sobre la incidencia posterior de EICR (Kroschinsky et al, 2002; Perez-Simon et
al, 2004).

Un aspecto de creciente interés es el marcado aumento en la incidencia de infecciones por
bacterias resistentes a antibiéticos, asociado a la presion selectiva secundaria al mayor uso de
antibiéticos de amplio espectro (Roca et al, 2015). Estos cambios tienen una especial
trascendencia en el &mbito de la hematologia, ya que los pacientes con hemopatias muy
frecuentemente reciben profilaxis y tratamiento antimicrobiano durante periodos de tiempo muy
prolongados (Mikulska et al, 2014). Algunos datos muestran que las bacteriemias por gérmenes
multiresistentes se asocian a una mortalidad de entre el 36-95% en receptores de TPH alogénico
(Kim et al, 2014; Girmenia et al, 2015).

Un estudio recientemente publicado por Bilinski et al, evalu6é de forma prospectiva la tasa de
colonizacion digestiva de un total de 107 pacientes consecutivos receptores de un alo-TPH entre
2010 y 2013. Se determiné la presencia de: S. aureus meticilin-resistente (MARSA),
enterococos resistentes a vancomicina, enterobacterias productoras de beta-lactamasas de
espectro ampliado (BLEA) y enterobacterias productoras de carbapenemasas. En el momento
del TPH, un 31% de los pacientes estaban colonizados (21% por bacterias grampositivas
resistentes a vancomicina, 20% por gramnegativas tipo BLEA y 6% por gramnegativas
resistentes a carbapenem). Dieciocho pacientes presentaban mas de un patdgeno resistente y un
14% adicional habia sido portador en el Ultimo afio pero no lo era en el momento del TPH.

La incidencia de EICRa grado II-IV fue mas alta en los pacientes colonizados (42% vs 23%,

p<0.05), fundamentalmente en términos de afectacion gastrointestinal (33% vs 13.5%, p=0.07).
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Un 69% de los enfermos presentaron alguna infeccion en el post-TPH precoz. Las causas mas
frecuentes de infeccion bacteriana fueron los estafilococos coagulasa negativo (37%), seguidos
por los enterococos resistentes a vancomicina (17%) y la K. pneumoniae BLEA (15%). La SG
fue menor en el grupo colonizado (34% vs. 74% a los 2 afios, p<0.001), siendo la colonizacién
por gérmenes resistentes el Unico factor con un impacto significativo en los resultados globales
del TPH en el andlisis multivariado. Este impacto negativo en la supervivencia se debié a un
aumento significativo en la MRT en los pacientes colonizados (42% vs. 11% a 2 afos,
p=0.001). Las infecciones fueron la causa mas frecuente de muerte en el estudio (45%), con
marcadas diferencias entre el grupo de pacientes colonizados y los no colonizados (67% vs.
29% del total de exitus). Un aspecto final a remarcar es que los pacientes no colonizados en el
momento del TPH, pero con resultados positivos en el afio anterior al procedimiento

presentaron resultados similares al grupo de pacientes no colonizados.

En la actualidad existe un enorme interés por comprender el papel de la microbiota intestinal en
la iniciacion de la cascada de reaccion alogénica. Ya hace unos afios se evidencié que la
descontaminacion anaerdbica era un factor predictor de la aparicion de EICR grado II-IV (HR
1.7, p<0.05) (Beelen et al, 1992). Posteriormente, un estudio prospectivo randomizado mostro
una mayor frecuencia de formas moderadas y severas de EICR en pacientes tratados Unicamente
con ciprofloxacino respecto a los que recibian ciprofloxacino y metronidazol. Estos resultados
se atribuyeron a la eficacia de metronidazol en la reduccion del riesgo de colitis por C.difficile,
gue se habia reconocido como un factor de riesgo claro para el posterior desarrollo de EICR
digestiva (Alonso et al, 2012).

A pesar de que la decontaminacién digestiva parece reducir el riesgo de EICRa, ya se ha
hablado previamente en este capitulo de la asociacién entre el uso extendido de profilaxis
antibiética y la aparicion de bacterias resistentes, que produce a su vez desequilibrios en la
microbiota. Por ello, el tipo de farmacos a administrar y su duracion deben evaluarse con

detenimiento. De hecho, algunos grupos interesados en el estudio del microbioma muestran que
la abundancia de bacterias del geri®lautia, un agente comensal muy frecuentemente aislado

en el tubo digestivo humano, protege frente al desarrollo de EICR severa (Jenq et al, 2014).
Otros grupos destacan la pérdida de diversidad bacteriana asociada al uso de antibi6ticos

sistémicos, que es especialmente marcada en pacientes con EICR digestiva (Holler et al, 2014).

61



Con estos datos, y en espera de varios estudios en marcha que permitiran profundizar en este
tema, algunas intervenciones como el tratamiento antibidtico especifico en pacientes
colonizados, la manipulacién de la flora comensal digestiva mediante administracion de
Lactobacilus,la introduccion ddratamientos dirigidos a vias de sefializacion de la respuesta
inmune innata, como los antagonistas de TLR2 (Sava et al, 2014) y/o intervenciones
nutricionales especificas (Gerbitz et al, 2004) resultan muy prometedoras y deberian evaluarse

en ensayos clinicos prospectivos.

Algunos grupos han demostrado que no sélo algunas infecciones bacterianas, sino también
fungicas pueden inducir el desarrollo de EICR gracias a la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias (Van der Velden et al, 2013). Son conocidas a su vez las interacciones entre
infecciones viricas y el rechazo del injerto en TOS o el desarrollo de EICR, que parecen
mediadas por LT aloreactivos especificos frente a virus que producen reacciones cruzadas
(Cainelli et al, 2002; Fuji et al, 2013). Por todo ello, es probable que un adecuado manejo de la
profilaxis y tratamiento antimicrobiano durante los distintos periodos de riesgo post-TPH
resulte beneficioso, no solamente para reduir la muerte por infeccion, sino también la asociada a
EICR.
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Figura. Implicaciones de las infecciones bacterianas en la patogénesis de la EICR.
Fuente: Fuji et al, Front. Oncol 2014
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4.3.b. Factores predisponentes en la aparicion de infecciones
Existen algunos factores, como el uso de PH de sangre de cordon umbilical o familiares
haploidénticos que se asocian a un retraso en la reconstitucién inmune y presentan, por tanto,

un riesgo aumentado de infecciones tanto pre como post-injerto (Saavedra et al, 2002).

En 2015, un estudio en el que se incluyeron pacientes de nuestro centro evalué la incidencia de
infecciones fungicas y viricas post-TPH de DNE (Parody et al, 2015). Se analizaron 434
pacientes consecutivos entre 1997 y 2009 y se compararon los datos del grupo de receptores de
PH de sangre periferica o médula ésea (n= 369) frente a los receptores de sangre de cordén
(SCU) (n=65). La IAc de MRI fue del 14% a +100 dias en ambos grupos, sin que se
evidenciasen tampoco diferencias significativas al afio y los 5 afios de seguimiento. Veinte
pacientes (31%) en el grupo de SCU desarrollaron una o mas IFIs durante el seguimiento,
mientras que la tasa fue del 18% en los receptores de MO o SP (p=0.02). La IAc de aspergilosis
invasiva fue significativamente mayor en el grupo de SCU tanto a +100 dias como al afio (16

vs. 6% y 20 vs. 9.7% respectivamente, p=0.04).

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de IFI en el andlisis multivariado incluyeron:
infeccion previa por CMV, EICRa grado II-IV, EICRc severa y edad > 35 afios. Respecto a la
infeccion por CMV, se evidenci6é una tendencia a la aparicion de cifras mas altas en receptores
de SCU (46% vs. 38% a un afio, p= 0.1). Un 36% del total de pacientes presentaron mas de un
episodio de reactivacion.

Treinta y nueve enfermos desarrollaron enfermedad por CMV, en 10 casos sin deteccion de
viremia previa. La IAc de enfermedad por CMV fue del 8% al afio del TPH en ambos grupos.
Las reactivaciones de VEB y los SLP-PT asociados al virus fueron més frecuentes en los
receptores de SCU. Los pacientes alotrasplantados en el periodo mas reciente (2003-2009)
mostraron una cierta tendencia a una menor MRI a 5 afios, menores tasas de enfermedad por

CMV y una mejora en la SG.

Otro estudio reciente (Castagnola et al, 2014) analizé la tasa de episodios de bacteriemia e IFI
en nifos receptores de un alo-TPH en funcién de diversos factores, como el tipo de donante o la
presencia y grado de EICRa. La serie incluia Unicamente un 17% de pacientes con EICR
refractaria. Un 45% de los nifios presentaron al menos un episodio de infeccion grave, con un
38% sufriendo mas de uno. En un 72.4% la causa fue bacteriana, en un 23% se evidencio una
IFlI'y un 4.5% de los episodios tuvieron una etiologia mixta. Los cocos grampositivos fueron el
agente etiol6gico mas frecuente (n=53). Unicamente el tipo de donante se asoci6 al desarrollo
de infeccion grave y bacteriemia, con un mayor riesgo para los receptores de trasplante de

donante alternativo respecto a los de DE HLA idéntico.
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Respecto al riesgo de IFl, el analisis univariado mostr6 una asociacion estadisticamente
significativa con el grado de EICRa (p=0.0002) que resulté mayor en caso de EICRa severa
(HR, 3.26; IC95%, 1.6-5.8). De igual forma, la refractariedad a esteroides se asoci6 al riesgo de
IFI (HR 3, p= 0.01) en el analisis univariado. No obstante, el estudio multivariado mostr6 que el

HR se asociaba de forma significativa Unicamente al grado de EICRa (p=0.0002), siendo el
riesgo de IFI 3 veces mayor en los nifios con EICR severa. El estudio evidencio a su vez que
tanto las bacteriemias como las IFIs pueden ocurrir de forma muy tardia durante el seguimiento

de los pacientes trasplantados, especialmente en presencia de EICR.

La mayor parte de estudios realizados en adultos, muestran que tanto la presencia de EICRa,
como la dosis total de esteroides administrada, ademas de la duracién de la neutropenia son los
principales factores asociados con la aparicion de bacteriemia e IFI (Lili et al, 2012; Poutsiaka
et al, 2011; Marr et al, 2002 ).

4.3.c. Infecciones en pacientes con EICR aguda

En los pacientes con EICR que requieren de tratamiento inmunodepresor adicional los déficits
inmunitarios son aun mas profundos y prolongados. La reconstituciéon inmune se correlaciona
de forma inversa con la severidad de la EICR (Sale et al, 1992) y esta situacion empeora de

forma marcada con el tratamiento con esteroides, AcMo y otras maniobras inmunodepresoras.

Antes de la introduccién del tratamiento “pre-emptive” frente al CMV, la incidencia de viremia
tras un alo-TPH se encontraba alrededor del 40-69% en los individuos seropositivos, con
presencia de afectacion orgénica en un 15-25% de los pacientes. Los principales factores de
riesgo para el desarrollo de complicaciones por el virus son el estado seroldgico pre-PTH del
receptor, el desarrollo de EICR y la inmunodepresion asociada (Meyers et al, 1986; Nichols et
al, 2002; Ljungman et al, 2006).

Un estudio retrospectivo (Buthani et al, 2015) evalud la incidencia, factores de riesgo y
prondstico de infeccion y/o enfermedad por CMV en 252 pacientes con EICRa digestiva. Un
45% de los pacientes presentaron reactivacion del virus tras una mediana de 34 dias (rango: 14-
236) después del TPH. La serologia frente a CMV pre-TPH del receptor fue el Gnico factor
asociado de forma significativa al posterior desarrollo de viremia. Treinta y un pacientes fueron
diagnosticados mediante biopsia de una colitis por CMV. En 29, el diagnéstico se realizé de
forma retardada, en una segunda biopsia por persistencia de la clinica digestiva a pesar de la

aparente respuesta de la EICR en otros érganos.
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La IAc de enteritis por CMV a un afio fue del 16.4%. La mediana de dias hasta el diagnostico
fue de 52 (rango: 19-236). El grado méximo de afectacion por EICR y el desarrollo de
enfermedad por CMV fueron los dos Unicos factores relacionados con la SG. El desarrollo de
viremia sin afectacion organica no se asocié a un aumento en la mortalidad. Un 29% de los
pacientes (n=73) incluidos en la serie recibieron tratamiento de segunda linea frente a la EICR.
Entre los fAarmacos administrados se encontraban: sirolimus (27), etanercept (22), ATG (11),
MFM (7), rituximab (4) infliximab y fotoaféresis extracorpérea (1). En este subgrupo de
pacientes la tasa de reactivacion de CMV fue del 43% y siete (10%) desarrollaron una enteritis
por el virus. En los pacientes con respuesta a corticoides (n=179) la incidencia de viremia y
enteritis fue del 46% y el 13%, respectivamente (NS). La serologia frente al CMV del receptor
resulté el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de infeccién y enfermedad por
CMV. La presencia de EICRa activa y el uso de inmunosupresion fueron otros factores de
riesgo importantes. El estudio concluy6 que la infeccion por CMV es un problema importante

en pacientes con EICR digestiva que impacta de forma clara en la SG en este contexto.

Una de las propuestas que se extraen del estudio es el potencial interés de identificar grupos de

pacientes de alto riesgo en los que aplicar estrategias de profilaxis primaria frente a CMV.

Otro aspecto importante que ha sido tratado por algunos grupos (Sayer et al, 1994) es el
impacto de las dosis acumuladas de esteroides en el riesgo de infeccion en pacientes con EICR.
Mielcarek et al. publicaron que una dosis inicial de corticoides baja (1 mg/kg/d) se asociaba a
un menor numero de IFI que dosis de 2 mg/kg/d. La acumulacion de altas dosis de esteroides es
particularmente habitual en los pacientes con EICRa severa (grados llI-IV) donde el apropiado

manejo de las infecciones oportunistas es crucial.

Matsamura-Kimoto et al, publicaron recientemente un estudio retrospectivo incluyendo 91
pacientes tratados con MP por EICR grado llI-IV. Trece (14%) precisaron tratamiento de
segunda linea con MFM (11), ATG (1) y células mesenquimales (1), respectivamente. La IAc
de IFI, infeccién por CMV, enfermedad por CMV, otras infecciones virales graves (ADV, BK,
VHS, VH6, VEB o0 VVZ) y bacteriemia por gramnegativos a los 6 meses de iniciado el
tratamiento esteroideo fue del 14% (IC95% 7-22%), 80% (IC95% 68-88%), 21% (IC95% 13-
30%), 28% (IC95% 7-22%) y 20% (IC95% 13-29%), respectivamente. De los 13 pacientes con
IFI un 85% se catalogaron como aspergilosis invasiva probable o probada. La IFI fue
considerada la causa principal de exitus en 2 de los 13 casos (15%). De los 19 pacientes que
desarrollaron enfermedad por CMV, el érgano afecto fue el colon en todos los casos. En ningun
paciente el CMV se considerd responsable de la muerte. De los 29 enfermos con infecciones

viricas de otro tipo, 26 (90%) presentaron una cistitis hemorragica por ADV o poliomavirus
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BK, dos encefalitis por virus herpes 6 (VH6) y uno una meningitis por virus varicela-zéster
(VVZ). Dos pacientes (7%) murieron por dicha infeccion (una infeccién sistémica por
adenovirus y una encefalitis por VH-6). Cuatro de los 22 pacientes con infeccidén por bacterias
gramnegativas murieron por dicho cuadro (18%). El andlisis univariado mostr6 que la
disparidad HLA se asocié a un aumento del riesgo de infeccién por CMV y que el desarrollo
precoz de EICR (antes de 26 dias post-TPH) aumento el riesgo de enfermedad por CMV y otras
infecciones viricas. La linfopenia grave (<550/ul) al inicio del tratamiento corticoideo se asocid

a un riesgo incrementado de enfermedad por CMV y bacteriemia. La necesidad de tratamiento
de rescate frente a la EICR incrementd el riesgo de IFI, pero no el de otros tipos de infeccion. El
analisis multivariado no logré detectar factores independientes relacionados con el riesgo de
infeccidn. Aparentemente, el riesgo tampoco fue diferente entre respondedores a esteroides y no
respondedores. Dosis acumuladas de esteroides mayores o iguales a 55 mg/d durante las
primeras 4 semanas post-TPH se asociaron a un mayor riesgo de IFI (HR 3.65; IC95% 1.17-
11.4, p=.03) y dosis totales mayores o iguales a 23 mg/kg aumentaron el riesgo de otras
infecciones viricas (HR 4.14; 1C95% 1.25-13.7, p=0.03).

El estudio destaca la elevada incidencia de infecciones oportunistas en pacientes que reciben
corticoides por una EICR severa respecto a la que presentan pacientes alotrasplantados sin dicha
complicacién (6.6% IFl, 8.3% enfermedad por CMV, 9.8% otras infecciones virales, 9.7%

gérmenes gramnegativos).

La linfopenia y la hipogammaglobulinemia pueden resultar criticas para el desarrollo de
infecciones viricas, mientras la neutropenia tiene un papel fundamental en el inicio de IFls. Se
necesitan dosis mayores de esteroides para inhibir la funcién de los neutrdfilos respecto a las
gue alteran la funcién linfocitaria; esto explicaria los diferentes rangos necesarios para

incrementar cada uno de estos subtipos de infeccion.

4.3.d. Infecciones en pacientes con EICRa refractaria a esteroides

La mayor parte de los estudios que han evaluado el tratamiento de rescate en pacientes con
EICR moderada y grave refractaria muestran una SG muy baja a largo plazo, fundamentalmente
asociada a una alta tasa de infecciones oportunistas debida a la gran inmunodepresion y/o al

dafio orgénico progresivo y directo de la EICR.

Un trabajo reciente (Han Park et al, 2013) que ha evaluado la eficacia del etanercept en una
serie de 18 pacientes con EICR refractaria mostré que solo 10 de ellos recibieron una dosis total
minima de 100 mg del AcMo. En cinco de los 8 casos que recibieron dosis menores, el factor

limitante para su administracion fue la presencia de infecciones graves intercurrentes.
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La mayor parte de pacientes fallecieron por progresion de la EICR asociada a complicaciones
infecciosas. Tres individuos desarrollaron una IFl (2 candidiasis y una aspergilosis invasiva),

que fue la causa principal del fallecimiento en uno de los pacientes. Las infecciones fueron la
segunda causa de muerte tras la EICR y las de etiologia fangica comportaron un 25% de las

infecciones fatales. La MRI en este estudio fue del 22.2% (4/18).

Otros estudios en que se utilizaba etanercept asociado a un segundo inmunodepresor como
tratamiento de rescate mostraron tasas de MRI todavia mas elevadas, que oscilaron entre el 30 y
el 52%. Por ejemplo, Wolf et al, publicaron en el 2005 una serie de 21 pacientes con EICR
tratados con la combinacion etanercept-daclizumab. Cabe destacar que en este estudio, la
profilaxis/tratamiento antifingica incluyé en todos los casos farmacos con eficacia anti-
Aspergillus(itraconazol, amfotericina B o voriconazol). Cuatro pacientes desarrollaron sepsis
bacterianas, que fueron fatales en 2 de los casos. Se evidenciaron 11 casos de IFI (52%): dos
pacientes que presentaban una aspergilosis invasiva al inicio del tratamiento de recate murieron
precozmente (dias +5 y +8 tras el inicio de la segunda linea) por progresion de la IFI. Otros dos
desarrollaron la infeccién durante el tratamiento y murieron por progresion de la misma y no
respuesta de la EICR, respectivamente. Se observaron 4 casos mas de IFl, en este caso tardias,
en pacientes con EICR cronica o recaida de la enfermedad de base. Hubieron también 3 casos
de candidiasis sistémica intra-tratamiento. Trece pacientes (62%) presentaron una infeccion por
CMV durante el seguimiento y precisaron tratamiento “pre-emptive” con ganciclovir. Dos casos
(9.5%) desarrollaron una cistitis hemorragica por BK. Un 43% de los pacientes (9/21) murié por

infeccciones oportunistas, 4 de ellos de forma tardia en asociacion a EICR cronica.

Cifras similares de infeccion oportunista y MRI las publicaron Monllee et al. en 2001. Su serie
incluia 20 pacientes en los que se administré como tratamiento de rescate tacrolimus y ATG
(15mg/kg/5 dias). Un 80% de los individuos presenté infecciones oportunistas en las 6 semanas
posteriores al inicio del rescate, en su mayor parte de etiologia polimicrobiana (12 bacterianas, 8
viricas, 4 fungicas, 3 sin aislamiento definitivo). Cinco pacientes (25%) fallecieron a causa de

una infeccién grave.

Muy recientemente, van Groningen et al. han publicado una serie de 21 pacientes con EICRa
refractaria tratados con la combinacion inolimomab-etanercept. La respuesta global al

tratamiento en el dia +28 fue del 48%, pero 19 pacientes fallecieron en los 6 meses posteriores,
fundamentalmente por progresion de la EICR e infecciones asociadas. Trece pacientes (62%)
presentaron al menos un episodio infeccioso tras el tratamiento de segunda linea. Las
bacteriemias fueron las infecciones mas frecuentes (33%), fundamentalmente por enterococo y

estafilococo aureus. Dos pacientes (9.5%) desarrollaron una IFI probable.
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Se evidenciaron 3 casos de infeccién por VEB (14.3%) que se resolvieron mediante tratamiento
con rituximab, sin ninguna progresion a SLP-PT. Los autores destacan que dichas infecciones
condicionaron la suspension precoz del tratamiento inmunosupresor en un numero elevado de

casos.

4.3.e. Mejoras en el manejo de las infecciones post-TPH vy justificacion del
Manuscrito namero 3

Teniendo en cuenta los datos de los estudios previamente referenciados, una de las principales
ideas que se extraen es que, en este grupo de pacientes de tan alto riesgo, el principal factor
condicionante del elevado nimero de infecciones oportunistas es la EICR refrpetas@’y

no tanto el protocolo de tratamiento inmunodepresor utilizado. Probablemente sean las
diferentes estrategias de profilaxis antimicrobiana y monitorizacion de infecciones que se han
aplicado las que explican gran parte de las diferencias en la incidencia de infeccion y
supervivencia entre los distintos grupos a largo plazo y que su optimizacion permita reducir la
MRT. Por tanto, uno de los aspectos que ayudaria a avanzar en este &mbito consiste en ampliar
el conocimiento sobre la incidencia y caracteristicas de las principales infecciones oportunistas
detectadas, para posteriormente identificar las mejores estrategias de profilaxis antimicrobiana
y/o terapia celular adoptiva con las que disminuir su riesgo de aparicion. Es éste el objetivo
principal del tercer manuscrito incluido en esta tesis doctoral, que describe la incidencia,
etiologia e impacto de las infecciones oportunistas en una serie amplia de pacientes afectos por

una EICRa refractaria moderada y/o grave.
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5. Hipotesis y objetivos especificos de los estudios

Manuscrito 1: Evaluacion del impacto de los niveles de Ciclosporina A en el desarrollo de

EICRa tras el trasplante alogénico de intensidad reducida.

La hipétesis planteada en el primer articulo de la presente tesis doctoral se basa en el impacto de
los niveles de inmunodepresion durante el periodo post-TPH inicial tanto en el desarrollo de

EICR aguda como en los resultados globales del procedimiento.
Los objetivos especificos fueron:

1. Andlisis del efecto de la concentracién sanguinea de CsA en el desarrollo posterior de
EICR aguda grado 2-4.

MRT y SG a los 180 dias y al afio del TPH.

3. Analisis uni y multivariado de los factores con impacto en los resultados globales
mencionados en el punto previo (MRT y SG), previa seleccion de una serie de variables
relacionadas con el paciente y/o el trasplante, incluida la concentracion de CsA en
plasma durante las 4 primeras semanas post-TPH.

4. Evaluacién de la toxicidad secundaria a la CsA durante el periodo post-TPH precoz,
especialmente la relacion entre los niveles sanguineos del farmaco y la aparicion de

insuficiencia renal aguda.

Manuscrito 2: Actualizacion en la experiencia de uso de inolimomab como tratamiento de

la EICR aguda refractaria a esteroides.

Los origenes del segundo articulo de este trabajo doctoral parten de la publicacion de la revision
critica de Martin et al. en BBMT en el 2012. En ella, se analizaban en detalle las limitaciones
mas importantes y frecuentes de los estudios que evaluaron las estrategias de rescate frente a la
EICR refractaria y se proponian mecanismos para mejorar la calidad y rigurosidad de futuros

analisis.

Teniendo en cuenta que en el 2006 nuestro grupo publico resultados muy esperanzadores con el
uso de inolimomab en pacientes con EICRa en fase avanzada, en este nuevo trabajo nos
propusimos confirmar dichos resultados al ampliar el nimero de pacientes incluidos y su
periodo de seguimiento y al aplicar de la forma mas rigurosa posible los criterios de calidad

recientemente recomendados.
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Los objetivos especificos del trabajo fueron:

1. Evaluacion de la respuesta global de la EICRa a inolimomab a +15, +30 y +60 dias
desde su inicio.

2. Andlisis uni y multivariado de los factores predictores de respuesta al farmaco en el dia
+30.

3. SG alos 6, 12 y 24 meses del tratamiento de rescate y diferencias entre los pacientes
con respuesta al inolimomab y los no respondedores (para ello se realizdé un “landmark
analysis” donde sélo se incluyeron los pacientes vivos en el dia + 30 post-tratamiento).

4. Descripcion de las causas principales de muerte tras el desarrollo de EICR refractaria.

Manuscrito 3: Patrones de infeccién y mortalidad de causa infecciosa en la EICR aguda

refractaria a esteroides.

El tercer trabajo que conforma esta tesis se ided con el objetivo de estudiar en profundidad el
impacto de las infecciones oportunistas en la morbi-mortalidad de los pacientes con EICR
cortico-refractaria. Su punto de partida fue los hallazgos del segundo estudio de esta tesis que
analiz6 el papel de inolimomab como tratamiento de rescate frente a la EICR. Dicho estudio
revel6 una tasa muy elevada de infecciones oportunistas, con un 58% de los pacientes con al
menos una infeccién grave y un 27% de muertes directamente relacionadas con la infeccion.
Estos datos, sumados a la ausencia de bibliografia especifica sobre el tema con la que comparar

nuestros resultados dieron pie al disefio de un nuevo proyecto.

En este caso, pretendiamos analizar la frecuencia de los diferentes tipos de infecciones graves y
gérmenes responsables, los factores de riesgo asociados a la mortalidad por infeccién y su
impacto en los resultados globales del TPH en pacientes con EICR refractaria. Para ello, se
amplio y actualizé la serie de pacientes tratados con inolimomab, en la que se incluyé ademas
todos los casos de EICRa resistente diagnosticados a partir del 2012, momento en que el

tratamiento de rescate se sustituyd por etanercept. Los objetivos concretos del trabajo fueron:

1. Descripcién de la incidencia de infeccion grave, incluyendo casos de infeccidén
bacteriana, flngica invasiva, virica y sus agentes responsables.
Estudio de la incidencia acumulada de fallecimientos relacionados con infeccion.

3. Analisis uni y multivariado de los factores predictores de mortalidad infecciosa.

71



72



6. Resultados

Como resultado del trabajo de investigacidbn que conforma esta tesis se han publicado los

siguientes articulos originales:

Articulo 1: Garcia-Cadenas |, Valcércel D, Martino R, et al. Impact of Cyclosporine levels on
the development of acute Graft Versus Host Disease after HLA identical sibling reduced
intensity conditioning allogeneic stem cell transplantation. Mediators of Inflammation. 2014;
2014: 620682: 1-7.

Articulo 2: Garcia-Cadenas |, Valcarcel D, Martino R, et al. Updated Experience with
Inolimomab as treatment for Corticosteroid-Refractory Acute Graft versus Host Disease. Biol
Blood Marrow Transplant. 2013 Mar;19 (3):435-9.

Articulo 3: Garcia-Cadenas |, Rivera |, Martino R, et al. Patterns of infection and infectious-
related mortality in patients with steroid-refractory acute Graft versus Host Disease. Bone
Marrow Transplant. 2017 Jan;52(1):107-113.
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6.1. Evaluacion del impacto de los niveles de Ciclosporina A en el desarrollo de

EICR tras el trasplante alogénico de intensidad reducida.

6.1.a. Diserio del estudio:

Se incluyeron 156 pacientes con hemopatias malignas que recibieron un alo-TIR de hermano
HLA idéntico en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre abril de 1999 y enero del 2010.
Los criterios de inclusion fueron tener una hemopatia maligna que requiriese un alo-TPH, no ser
candidato a acondicionamiento mieloablativo por la presencia de comorbilidades, edad
avanzada y/o multiples lineas de tratamiento previas, que la fuente de PH utilizada fuese sangre
periférica movilizada con GCSF y el donante un hermano HLA idéntico. El uso de deplecion T

ex-vivo o0 in-vivo se considerd un criterio de exclusion para el estudio.

Todos los pacientes recibieron esquemas de acondicionamiento basados en Fludarabina 150
mg/nt o su equivalencia via oral (200 mgjren combinacién con Busulfan oral (8-10 mg/kg)

en caso de hemopatia mieloide o Melfalan (70-140 A)ghn patologia linfoide. Como
profilaxis frente a la EICR se administré CsA asociada a metotrexato (MTX) o MFM. La CsA

se inicio el dia -7 en la mayor parte de los pacientes, a una dosis inicial de 1.5 mg/kg/12h y en

perfusion de 2 horas.

La concentracion basal de CsA en sangre se determind mediante radio-inmunoanalisis un
minimo de 2 veces por semana durante todo el post-TPH precoz. Sus niveles se ajustaron de
forma dinamica, en funcion del valor obtenido y el filtrado glomerular, para mantener el

farmaco en un rango terapéutico de entre 200-300 ng/ml.

Como consideraciones estadisticas, cabe detallar que para el calculo de la concentracién media
de CsA en sangre de cada uno de los pacientes se utilizaron los valores de las diferentes
analiticas extraidas cada una de las semanas. Las medias de CsA en las diferentes semanas se
compararon mediante el test de ANOVA. El impacto de los niveles de CsA en los resultados del
TPH a largo plazo se analizé como covariable tiempo-dependiente considerando como “evento”

el dia de desarrollo de EICR.
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6.1.b. Resultados:
Caracteristicas de la poblacion

La edad mediana de los pacientes fue de 52 afios (rango: 17-69). En un 35% la indicacion de

TPH fue una hemopatia maligna mieloide y en un 65% linfoide.

Un 54% present6 la enfermedad de base en fase avanzada en el momento del TPH y un 17%
tuvo algun grado de deterioro en la funcion renal previo al ingreso. La profilaxis con CsA se
combin6 con MTX en 121 casos (77.6%) y MFM en el resto.

Niveles de CsA durante el post-TPH precoz

La concentracion media de CsA fue significativamente menor durante la primera semana post-
TPH que en las 3 posteriores, con valores de 134 (10-444), 219 (54-656), 253 (53-910) y 224
(30-699) ng/ml respectivamente (p<0.0001). Un elevado ndimero de pacientes presentaba
niveles infraterapéuticos (<150ng/ml) del farmaco durante dichas semanas con s6lo un 15% de
pacientes dentro del rango terapéutico deseado los primeros 7 dias post-TPH y entorno al 45%
en las 3 semanas posteriores. No se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de

CsA de la primera semana en funcion del inicio del farmaco en el dia -7 o el -1.
Incidencia de EICR aguda y factores asociados a su aparicién

Ochenta y siete pacientes (56%) desarrollaron EICRa, que en 55 casos se catalogd como
moderada o severa (36%), con unas IAc de EICR global y grado 2-4 del 58% (IC 95%: 50-64%)
y 45% (IC 95%: 34-50%), respectivamente. La concentracion media de CsA en sangre en la
segunda y tercera semana post-TPH fueron inferiores en los pacientes que desarrollaron EICRa
2-4 (201 vs. 237 ng/ml, p=0.01 y 248 vs. 283 ng/ml, p=0.06). En el analisis univariado, los
factores asociados con la aparicion de esta complicacion fueron la disparidad de sexo en
direccion donante mujer/receptor hombre frente al resto de combinaciones y la concentracion
media de CsA por debajo de 150ng/ml en la segunda y tercera semanas post-TPH. El analisis
multivariado mostr6 la disparidad de sexo y los niveles bajos de CsA en sangre durante la
tercera semana post-TPH como Unicas variables con asociacion significativa al desarrollo

posterior de EICRa moderada y severa.
Toxicidad asociada a CsA

Un 31% de los pacientes desarrollé toxicidad renal durante las primeras 5 semanas post-TPH.
La CsA se considerd la Unica causa responsable de su aparicidbn en un 71% de los casos. Seis
pacientes (3.8%) presentaron una MAT. No se evidenciaron diferencias significativas en la

concentracién media de CsA de la semana previa entre los pacientes con MAT o deterioro renal
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atribuido al farmaco respecto al resto (244 vs. 211 ng/ml; P=0.2). Tampoco se detectaron
diferencias en las concentraciones de CsA del primer mes en los pacientes con nefrotoxicidad
respecto a aquellos sin alteraciones renales (205ng/ml vs. 208ng/ml; P=0.4) ni en la incidencia

de EICRa entre pacientes con y sin toxicidad renal (P=0.4).
Mortalidad asociada al TPH y Supervivencia

Las IAc de MRT a los 6 meses y al afio fueron del 15% (IC95%: 11-22) y el 20% (1C95%: 15-
28), respectivamente. Los factores asociados a una mayor MRT en el analisis univariado fueron
la disparidad de sexo, la fase avanzada de la enfermedad al TPH, los niveles bajos de CsA en la
tercera semana, el desarrollo de insuficiencia renal y la aparicion de EICRa 2-4. En el andlisis
multivariado s6lo mantuvieron la significacion estadistica el estado avanzado de la enfermedad
al TPH (HR 2.2, P=0.01) y el desarrollo de EICRa 2-4 (HR 2.5; P= 0.01). Los niveles bajos de
CsA en la tercera semana mostraron una tendencia a mayor riesgo de TRM sin alcanzar la

significacion estadistica (P=0.06).

Las probabilidades de SG al afio y los 5 afios fueron del 67% (IC95% 59-74.5%) y el 45%
(IC95% 33-51%), respectivamente. La recidiva de la enfermedad de base fue la causa principal
de muerte (39%), seguida por la EICR aguda (16%) y cronica (11.5%). En 16 casos la causa
muerte se atribuy6 a una infeccion (18%). Las dos Unicas variables asociadas a una peor SG en
el andlisis multivariado fueron la fase avanzada de la enfermedad al TPH (HR 2.2; P=0.02) y el
desarrollo de EICRa grado 2-4 (HR 2.5; P<0.01).

Los resultados de esta parte del trabajo fueron publicados en forma de articulo en la revista
“Mediators of Inflammation”. A continuacion se aporta una copia del trabajo tal y como fue

publicada
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We analyze the impact of cyclosporine (CsA) levels in the development of acute graft-versus-host disease (aGVHD) after reduced
intensity conditioning allogeneic hematopoietic transplantation (allo-RIC). We retrospectively evaluated 156 consecutive patients
who underwent HLA-identical sibling allo-RIC at our institution. CsA median blood levels in the 1st, 2nd, 3rd and 4th weeks after
allo-RIC were 134 (range: 10-444), 219 (54-656), 253 (53-910) and 224 (30-699) ng/mL; 60%, 16%, 11% and 17% of the patients had
median CsA blood levels below 150 ng/mL during these weeks. 53 patients developed grade 2-4 aGVHD for a cumulative incidence
of 45% (95% CI 34-50%) at a median of 42 days. Low CsA levels on the 3rd week and sex-mismatch were associated with the
development of GVHD. Risk factors for I-year NRM and OS were advanced disease status (HR: 2.2, P = 0.02) and development of
grade 2-4 aGVHD (HR: 2.5, P < 0.01), while there was a trend for higher NRM in patients with a low median CsA concentration on
the 3rd week (F = 0.06). These results emphasize the relevance of sustaining adequate levels of blood CsA by close monitoring and
dose adjustments, particularly when engraftment becomes evident. CsA adequate management will impact on long-term outcomes

in the allo-RIC setting.

1. Introduction

Myeloablative allogeneic hematopoletic cell transplantation
is the standard of care therapy for patients with several hema-
tologic malignancies, but its high treatment-related mortality
(TRM) frequently counterbalances its beneficial effects. Cur-
rently, reduced intensity conditioning (RIC) allows allogeneic
transplantation in patients otherwise considered Ineligl-
ble because of advanced age or assoclated comorbidities.
Although early TRM Is reduced with RIC regimens, the
development of graft-versus-host disease (GVHD) remains
an important cause of transplant related morbidity and mor-
tality [1-3].

Posttransplantation administration of immunosuppres-
sive agents remains the most widely used strategy to prevent
GVHD. A calcineurin inhibitor, mainly Cyclosporine-A
(CsA) in combination with a second drug, remains the most
common approach to prevent the occurrence of GVHD [4].

Several studies on myeloablative conditloning allogeneic
transplantation have shown that low whole blood concentra-
tions of CsA during the periengraftment period can strongly
affect the incidence of grade 2-4 acute GVHD (aGVHD)
[5, 6]. The impact of CsA levels In allo-RIC setting has been
less studied and justified the Investigation reported here.
Accordingly, this study evaluated the impact of CsA levels on
the development of moderate to severe aGVHD, TRM,

79



and overall survival (OS) in a cohort of consecutive HLA-
identical sibling allo-RIC reciplents.

2. Patients and Methods

2.1. Patfents. We analyzed the data of 156 consecutive adult
patients Included In two prospective allo-RIC cohorts from
our center transplanted between April 1999 and January 2010.
All patients were diagnosed with hematological malignancies
and recelved granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF-)
mobilized peripheral blood stem cells from HLA-Identical
siblings without in vivo/ex vivo T-cell depletion. HLA match-
ing was performed by low resolution techniques for HLA A
and HLA B and at the allelic level for HLA-DRBI [7]. All par-
ticipants gave written informed consent and the studies were
approved by the national and local ethics committees.

2.2, Transplant Conditioning and GVHD Prophylaxis. The
conditioning regimen consisted of intravenous fludarabine
150 mg/m? or its equivalent oral doses (200 mg/m?) com-
bined with either targeted doses of oral busulfan 10 mg/kg
(8 mg/kg for patients >65 years) for myelold malignancies or
melphalan 140 mg/m* (70 mg/m* for patients >65 years) for
lymphoid malignancies. GVHD prophylaxis administered
was CsA plus either mycophenolate mofetil (MMF) or short
course methotrexate (MTX). CsA was started on day -7 in
most patients and administered at an Initial dose of 1.5 mg/kg/
12 h as a 2-hour infusion and then adjusted to maintain blood
levels of 200-300 ng/mL. CsA was switched to an oral formu-
lation at a ratio of 1: 1 when patients were able to tolerate oral
intake.

From 1999 to 2003, MTX was administered on days +1,
+3, and +6 (10 mg/m’) and folinic acid rescue was admin-
istered 24 h after each dose (n = 121, 78%). In 2004 MTX
was substituted for MMF (n = 35, 22%) in an effort to reduce
MTX-related toxicity. MMF was started on day 0 (at least 10 h
after the infusion of progenitors) at a dose of 15 mg/kg/8 h and
continued until day +30, when it was tapered in the absence
of aGVHD. As we have described previously [8, 9] and con-
firmed again in our patient population, the use of CsA+MTX
versus CsA+MMF or conditioning with busulphan versus
melphalan had no impact on the occurrence of grade 2-4
aGHVD; so we analyzed all the patients as a whole group.

2.3. Cyclosporine Dose Adjustment and GVHD Assessment.
CsA whole-blood concentration was measured by radioim-
munoassay [10] at least twice weekly during the first four
weeks after transplantation. Blood samples were collected 12
hours after the prior dose, immediately before the morning
dose. According to our current practice, when levels were
between 100 and 200 ng/mL the dose was increased by 25%. If
CsA concentrations were below 100 ng/mL and there was no
renal impairment the dose was increased by 50%. When the
blood concentrations were between 301 and 450 or 451 and
600 ng/mL the dose was decreased by 25% and 50%, respec-
tively. If blood concentrations exceeded 601 ng/mL the next
dose was omitted and the drug was restarted at half the dose.
Renal and liver function and electrolyte concentratlons were
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monitored daily during admission and at outpatient visits.
When kidney impairment occurred (defined as a decrease of
>25% of base-line glomerular filtration rate (GFR)) the CsA
dose was decreased by 25%. If there were no changes in renal
function, the drug was maintained In reduced doses and
administered as a 24 h continuous Infusion. When severe
renal failure occurred (defined as decrease in GFR >50%),
CsA was stopped until the renal function recovered, irrespec-
tive of the CsA blood levels.

CsA was also discontinued In case of severe thrombotic
microanglopathy, defined as the presence of 2 or more schis-
tocytes per high power field on peripheral smear with con-
current increased serum lactate dehydrogenase and renal or
neurological dysfunction without other explanations or pos-
itive direct Coombs’ test result.

Whenever CsA was stopped due to any severe compli-
cation, sterolds were Introduced at a dose of 2 mg/kg/day
of prednisone. The dose of steroids was maintained or
slowly tapered until the complications resolved or markedly
improved; CsA was then restarted at a lower dose, or another
immunosuppressive drug was initiated if CsA could not be
reinitiated (MMF In most cases).

Diagnosis of aGVHD was based on clinical findings and
confirmed with histological evaluation of affected organ(s).
The overall grading followed the Przepiorka standard criteria
[11]. Anti-infectious prophylaxis was performed with acy-
clovir, quinolones (norfloxacin or ciprofloxacin), and flu-
conazole. Trimethoprim-sulfamethoxazole or nebulized pen-
tamidine were also used as prophylaxis for at least six months.
G-CSF was not routinely administered. Serial serum moni-
toring of Aspergillus galactomannan was performed in all
patients since 2004 [12]. A preemptive strategy against cyto-
megalovirus guided by antigenemia or PCR was performed,
as described elsewhere In details [13].

2.4. Risk Assessment. Advanced disease status was defined as
acute leukemia in >2nd complete response (CR), myelo-
proliferative disease in accelerated/blast phase or =2nd CR,
Hodgkin's disease and follicular lymphoma in >3rd CR, and
large B-cell lymphoma or multiple myeloma in >2nd CR.
Patients with partial response (PR) or persistent disease at
transplantation (except for MM) were also considered as
advanced disease status.

2.5. Statistical Considerations. The primary endpoint of the
study was to assess the effect of Cyclosporine concentrations
on the development of 2-4 aGVHD. The median concentra-
tion of CsA blood levels during a given week was calculated
for each patlent using the different concentrations obtained
during that week, as previously reported [5, 14]. The median
CsA in different weeks was compared with the ANOVA tests.
The iImpact of CsA levels on posttransplant outcomes was cal-
culated treating this variable as a time-dependent covariate
with the event occurring at the onset of aGVHD. Overall
survival (OS) and the cumulative incidence of nonrelapse
mortality were secondary endpoints.

Univariate analyses of the assoclation of various clinical
risk factors with posttransplantation outcomes were calcu-
lated using univariate Cox regression models, whereas the
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log-rank test was used for OS. Multivariate analyses were per-
formed by Cox proportional hazards regression, and variables
with a P value < 0.1 in the univariate testing were included.
P values < 0.05 were considered statistically significant, and
the hazard ratios (HRs) and their 95% confidence Intervals
(95% Cls) were calculated. The assumption of proportional
hazards over time was tested for all explanatory covariates by
using a time-dependent covariate and the analysis of aGVHD
and NRM were calculated taking Into account relapse as
a competing event [15-17]. Survival was estimated by the
Kaplan-Meler method, and comparisons of actuarial curves
were made with the log-rank test. All statistical analyses were
performed using SPSS version 19.0 with the exception of the
cumulative incidence analyses which were performed with
NCSS 2004 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville,
UT).

3. Results

3.1. Patient and Transplant Characteristics. Characterlistics of
the patients are shown in detail on Table 1. The main reasons
for receiving RIC instead of myeloablative conditioning were
age >55 years (n = 77, 49%), multiple prior therapy lines or
autologous HCT (n = 24, 15%), and significant medical
comorbidities (i = 10, 6%). Forty-five patients (29%) pre-
sented more than one of the previous circumstances. Fifty-
three patients with a myeloid malignancy (35%) received
fludarabine-busulfan conditioning, while the 103 patients
(65%) with lymphoid malignancies recelved fludarabine-
melphalan. The median follow-up of survivors was 67 (5-121)
months.

3.2. Cyclosporine Levels. Table 2 shows in details the results of
the CsA levels during the first 4 weeks after allo-RIC. The
medlan blood concentration of CsA in the 1st week after
transplantation was lower than in the 2nd, 3rd, and 4th weeks,
with values of 134 (range: 10-444), 219 (range: 54-656), 253
(range: 53-910), and 224 (range: 30-699) ng/mL, respectively
(P < 0.001). Eighty-nine (60%), 24 (16%), 16 (11%), and 21
(17%) patients had median CsA levels below 150 ng/mL dur-
ing these weeks. Only 15% of patients had CsA levels within
the “optimal” range of 200-300 ng/mL in the first week, while
around 45% of the cases had a median level within this opti-
mal range from the 2nd to the 4th week after transplantation.

In our series 77 patients began CsA on day -7 We did not
find significant differences in CsA levels during the first week
between this group and those who started CsA in day -1, but
the number of patients is small, and these results would need
a proper study.

3.3. Incidence and Risk Factors for Acute Graft versus Host
Disease. 55 patients (36%) developed 2-4 aGVHD for a
cunulative Incedence of 45% (34-50%) at day +180. aGVHD

peared at a median time of 42 (range: 16-185) days after
allo-RIC. Further details of aGVHD are shown in Table 3. The
median CsA blood concentrations in the second and third
weeks after transplantation were lower in patients who devel-
oped grade 2-4 aGVHD than in the remainder (201 versus
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Figure I: Cumulative incidence of grades 2-4 aGVHD. Cumulative
Incidence of grades 2-4 aGVHD depending on CsA concentration
during the third week posttransplantation. The patients with median
CsA levels lower than 150 ng/mL are included in the group “Low CsA
levels” CsA: cyclosporine; aGVHD: acute graft versus host disease.

237 ng/mL, P = 0.01, and 248 versus 283 ng/mL, P = 0.06
shown in Figure 1); in contrast, there were no significant dif-
ferences In the levels when analyzed on the first (143 versus
139, P = 0.7) and fourth weeks (226 versus 254, P = 0.2).
In univariate analysis the variables associated with a higher
incidence of grade 2-4 aGVHD were sex-mismatch (female
donor to male reciplent versus other combinations (F <
0.01)) and low median CsA blood levels (defined as median
CsA levels below 150 ng/mL) in the second (P = 0.02) and
third (P = 0.01) weeks after allo-RIC. CMV status, disease
phase at SCT, age of the recipient, donor age, conditioning
(busulphan versus melphalan), GVHD prophylaxis with
MMF versus MTX, and CsA levels In the first and fourth
weeks after transplantation were not associated with aGVHD
(detalled in Table 4). In multivariate analysis the only signif-
icant variables associated with grade 2-4 aGVHD were low
CsA concentration during the third week after transplanta-
tion and female-to-male sex-mismatch, as shown in Table 4.

3.4. Toxicity and Early Discontinuation of Cyclosporine. Renal
impairment occurred in 49 patients (31%) during the first 5
weeks after transplantation. CsA was the only cause of renal
failure in 35 of these patients (71%). Six patients (3.8%) devel-
oped a thrombotic microanglopathy (TMA). The median
concentration in the 7 days before the onset of renal failure
or TMA did not differ In patients with CsA-related toxicity
and those with other causes of renal dysfunction (244 versus
211, resp.; P = 0.2). The median CsA during the first month
in patients without renal impairment was 205 ng/mL (range
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TasiLe 2: Description of Csa levels during the first four weeks after
stem cell transplantation.

4
Tasee 1: Patients’ characteristics.
Characteristics Population (n = 156)
Median age, years (range) 52 (17-69)
Patient sex, n (%)
Female 64 (41%)
Sex-mismatch, r (%)
Female to male 41(26.3%)
Diagnosis, i (%)
AML/MDS 28 (18%)/17 (11%)
ALL 5(3%)
NHL/CLL 30 (20%)/11 (7%)
HD 23(15%)
MM 33 (21%)
CML/other CMPN 7 (5%)/2 (1%)
ECOG, n (%)
0 135 (86.5%)
1 10 (6.4%)
2 11 (7.1%)
Reason for RIC, n (%)
Advanced age 77 (49.4%)
s sopesesosusem 2 154%)
Comorbidities and/or ECOG >1 10 (6.4%)
More than one reason 45 (28.8%)
Disease status, n (%)
Early phase 72 (46%)
Advanced phase 84 (54%)
Renal impairment before SCT, » (%)
None 129 (83%)
GFR 50-60 mL/min 16 (10%)
GFR 40-50 mL/min 9 (6%)
GFR < 40mL/min 2(L.3%)
ﬁdt{n‘;rﬁmor negative), n (%) 10(6.4 %)
Conditioning regimen, n (%)

Fludarabine-melphalan 103 (65%)
Fludarabine-busulfan 53 (35%)
CD34" x 10E6/kg Infused, median 67 (16-15.6)

(range)
GVHD prophylaxis, n (%)
CsA-MTX 121 (77.6%)
CsA-MMF 35 (22.4%)
mFd]éd‘::;L{lEaf:;:}ummmm months: 67 (5-121)
Notes: AML: acute myeloid leukemia: MDS: myelodisplastic syndrome; ALL:

acute lymphatic leukemia; NHIL: non-Hodgkin bmphoma: CLL: chronic
lymphoid leukemia; HD: Hodgkin disease; MM: multiple myeloma; CML:

chronic myeloid leukemia; CMPN: chronic

GFR: glomerular filtration rate.

liferative neopl

;)

CsA blood concentration; median

(range) ng/mL
First week 134 (10-444)
Second week 219 (54-656)
Third week 253 (53-910)
Fourth week 224 (30-699)
Patients with CsA median levels in the
optimal range (200-300 ng/mL); rt (%)
First week 22/149 (15%)
Second week 67/153 (44%)
Third week 66/148 (45%)
Fourth week 53/123 (43%)
Patients with one or more CsA blood
level(s) below 150 ng/mL; n: (%)
First week 124 (83%)
Second week 51(33%)
Third week 28 (19%)
Fourth week 26 (21%)
Patients with CsA median levels lower
than 150 ng/mL n (%)
First week 89 (60%)
Second week 24 (16%)
Third week 16 (11%)
Fourth week 21(17%)
Note: CsA: cyclosporine A.

TasLe 3: Incidence and characteristics of graft versus host disease.

Patients with aGVHD, n (%)

Grade 1 32 (20.5%)

Grade 2 32 (20.5%)

Grade 3 18 (11.5%)

Grade 4 5(3.2%)
Incidence of aGVHD, %, (95% CI)

Any grade 58% (50-64%)

Grade 2-4 45% (34-50%)
Organs Involved, n (%)

Skin 75 (48%)

Gastrointestinal tract 45 (29%)

Liver 45 (29%)
Day onset of aGVHD, median (range)

Any grade 43 (12-185)

Grades 2-4 42 (16-185)

Note: aGVHD: acute graft versus host disease.

92-457) compared to 208 ng/mL In those patients who pre-
sented nephrotoxicity (range: 10-611; P = 0.4).

CsA blood concentration was higher than 300 ng/mL in
only 9/49 (18%) cases with renal impairment. Interestingly
there were not differences in the incidence of aGVHD bet-
ween patients who developed nephrotoxicity and those with-
out renal impairment (¢ = 0.4).
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Tasie 4: Univariate and multivariate analysis for aGVHD.
Grade 2-4 aGVHD
Variable Univariate analysis Multivariate analysis
F HR CI 95% P

Sex-mismatch (female to male) 0.01 2.5 15-4.3 0.01
High CsA concentration

Second week 0.02 NS

Third week 0.01 0.99 0.98-0.99 0.03
Patient sex (male) 0.01 NS

The patients with median CsA levels higher than 150 ng/mL are included in the group “high CsA concentration.”

Notes: LR: log-rank; HR: hazard ratio; NS: not statistically significant.

CMV status, disease status at SCT, age of the recipient, conditioning regi

schedule, and CsA levels during the first and fourth week

13

after transplantation were not associated with acute GVHD in univariate analysis (P > 0.1).

TasLe 5: Univariate and multivariate analysis for nonrelapse mortality and overall survival.

Nonrelapse mortality Overall survival
Variables Univariate analysis Multivariate cox regression Univariate analysis Multivariate cox regression
P value HR (95% CI) P P value HR (95% CI) P value

Sex-mismatch (female to male) <0.01 NS 0.02 NS
Advanced disease status 0.01 2.2(1.3-4.3) 0.01 0.02 22(L1-4.3) 0.02
Low median CsA levels in 3rd week” 0.04 NS (0.06) 0.08 NS
Renal impairment”™ 0.06 NS 0.08 NS
Grade 2-4 aGVHD" <0.01 25(L5-44) 0.01 <0.01 25(14-44) <0.01

Note: CsA: cyclosporine A; aGVHD: acute graft versus host disease; HR: hazard ratio; Cl: confidence interval.

" Variables analyzed as time-dependent covariates.

3.5. Nonrelapse Mortality and Overall Survival. Table 5 shows
the variables identified as risk factors for the 1-year NRM and
OS In univariate and multivariate analyses. The cumulative
incidence of NRM for the whole group at +180 days and 1 year
was 15% (95% CI: 11-22) and 20% (95% CI: 15-28), respec-
tively. In the multivariate analysis the variables found to have
a negative impact on NRM were advanced disease status at
transplantation (HR 2.2, P:0.01) and development of grade 2-
4aGVHD (HR: 2.5, P: 0.01), whereas low median CsA blood
levels on the third week after transplantation showed a trend
as additional independent risk factor for NRM (P: 0.06).

The I-year and 5-year probability of OS were 67% (95% CI:
59-74.5%) and 45% (95% CI: 33-51%), respectively. Relapse
(39%) was the main cause of death, followed by GVHD
(aGVHD: 14 (16%), chronic GVHD: 10 (11.5%)), and infec-
tious complications (n = 16, 18%). The median time to death
from any cause was 7.8 months (range: 0.2-94 months). In
multivariate analysis, the only two variables associated to
adverse OS were advanced disease status at SCT (HR: 2.2,
P: 0.02) and development of grade 2-4 aGVHD (HR 2.5,
P <0,01).

4. Discussion

The current study found that, despite close survelllance, the
median CsA levels were outside the desired range in a pro-
portion of patients during the early posttransplant period. Of

note, low median levels of CsA during the third week post-
SCT were assoclated with a higher risk of grade 2-4 aGVHD
and a trend towards increased risk of NRM.

Despite significant improvements in terms of therapeutic
drug monitoring in the last years, one of the most important
and unexpected finding in the current study was the substan-
tial proportion of patients with low levels of CsA in the first
weeks post-SCT. Despite continuous changes in the dose of
CsA, approximately 15% of the patients maintained low levels
of CsA during the following three weeks.

Possible explanations for these findings could be the use
of short perfusion of CsA, compared to the 8 or 24 h continu-
ous Infusion administered in other centers, a less stringent
monitoring of CsA levels (every other day In Song et al’s
study) [14, 18, 19] or a conservative approach when CsA dose
had to be increased in those patients with very low CsA pre-
vious concentrations. In our series, there appears to be no
benefit In starting CsA on day -7 Instead of -1, supporting the
results by Lanino et al. [20].

Renal impairment is a well-known potential toxicity of
CsA that appears to be dose related and reversible [21, 22]. The
31% rate of renal impairment during the first month post-SCT
in this cohort of patients is similar to previous reports [23,
24]. CsA was considered responsible of renal function im-
palrment in 71% of the cases. Surprisingly, there were no dif-
ferences in the median CsA concentration the week prior to
the onset of renal fallure compared to the blood levels in
patients who maintained a normal kidney function, even In
the 71% of patients who were considered to have CsA-related
renal failure.
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The incidence of grade 2-4 aGVHD In our population
(45% (95% CI 34-50%)) was similar to previous studies in the
allo-RIC setting [25] and it was statistically significantly
higher in patients with low median CsA levels during the
third week post-SCT. This finding may be due to the need of
having therapeutic levels of CsA especially during the time of
lymphohematopoietic recovery, which was around day +15
(range: 10-29) in our series. This finding is similar to a
recently published study analyzing the impact of tacrolimus
levels after stem cell infusion (OR: 0.76, 95% CI: 0.58-0.98,
P < 0.05 for those patients with high concentrations of the
calcineurin inhibitor in the third week post-SCT) [26]. Other
studies have shown the relationship between low CsA con-
centrations and increased risk of aGVHD, but conflicting
findings about the moment in which this assoclation is more
Important have been reported. A recent publication by
Malard et al. [6], analyzing a serles of patients recelving both
conventional and RIC regimens, found that the CsA blood
levels in the first week after graft infusion was the strongest
risk factor for severe aGVHD (P = 0.012, RR = 0.24).

Although the development of RIC regimens has allowed
patients who are ineligible for standard Allo-SCT to poten-
tially benefit from allogeneic therapy, NRM remains a signifi-
cant obstacle to the success of Allo-RIC. Our study found that
advanced disease status at transplantation and development
of grade 2-4 aGVHD was strongly related to higher NRM and
lower OS. Taken together, the current study suggests that im-
proving CsA monitoring and dose adjustments may lead to a
reduction of grade 2-4 aGVHD and even decrease NRM In
the RIC setting.

The main limitations of our study include its retrospective
nature and the evaluation of median CsA concentrations
instead of the area under the curve over time [27, 28], a much
more precise monitoring strategy which, however, Is difficult
to implement in daily clinical practice. In conclusion, the cur-
rent study suggests that low median CsA concentrations in
the early posttransplant period are assoclated with a higher
incidence of grade 2-4 aGVHD In patients recelving an allo-
RIC, suggesting that maintaining high CsA blood levels in the
absence of organ toxicity may translate into lower risk of
grade 2-4 aGVHD and improved long-term outcomes.
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6.2. Actualizacion en la experiencia de uso de inolimomab como tratamiento de la

EICR aguda refractaria a esteroides.

6.2. a. Disefo del estudio:

Se incluyeron 92 pacientes adultos con hemopatias malignas que recibieron un alo-TPH en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y desarrollaron EICRa grado II-IV sin respuesta a

corticoides entre abril de 1999 y diciembre de 2011.

Los criterios de inclusién fueron: diagnéstico de EICRa grado 2-4 cortico-refractaria tras alo-
TPH por una hemopatia maligna y tratamiento de rescate con inolimomab, como segunda linea
0 en fases posteriores. Se incluyeron pacientes con EICRa clasica y de inicio tardio asi como
casos de “Overlap Syndrome” con predominio clinico de la afectacion aguda. Ningun paciente
se excluyo por presentar una infeccion activa, deterioro marcado del estado general (ECOG) o

cualquier otra causa.

El inolimomab se administr6 como “uso compasivo”, via endovenosa y segun el siguiente
esquema: 11 mg/d durante 7 dias y posteriormente 5.5 mg cada 48 horas hasta completar un
total de 5 dosis (ciclo de 21 dias). Ademas de los esteroides, todos los pacientes mantuvieron la

profilaxis y/o tratamiento previo recibido frente a la EICR excepto en el caso de la ATG.

El estadiaje de la EICR se realiz6 semanalmente, y los datos de respuesta se reportaron en los
dias +7, +15, +30 y +60. Teniendo en cuenta que estudios previos indican que la respuesta en el
dia +28 es el mejor predictor de MRT en este escenario clinico, se selecciond la respuesta a dia

+30 como uno de los principales indicadores del andlisis.
6.2. b. Resultados:
Caracteristicas de la poblacion

La edad mediana fue de 50 afios (rango: 17-68) siendo el 71% varones. Un 64% de los pacientes
presentaban enfermedad en fase avanzada al TPH y un 90% tenian un EBMT risk score
intermedio o alto. La media de seguimiento de los supervivientes fue de 60 meses (rango: 6-
145). El diagnostico de EICRa se realiz6 a una mediana de 34 dias desde el TPH (rango: 5-170).
Inolimomab se utiliz6 como primera linea de rescate en la mitad de los casos. El resto habian
recibido previamente MFM (22), ATG (20) y CsA (3). El inicio de inolimomab fue a una
mediana de 16 dias desde el diagnéstico de EICRa (rango: 2-204). Un 94% de los pacientes
presentaban grados lll-IV de afectacion en ese momento. Un 90% presentaba afectaciéon

digestiva, un 86% cutanea y un 70% hepatica.
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Toxicidad e infecciones

El inolimomab se tolerd bien, sin reacciones infusionales. Dos pacientes desarrollaron efectos
adversos que se atribuyeron al tratamiento, uno de ellos una elevacion de transaminasas que se
resolvié tras suspender el farmaco y el otro una erupcién cutdnea leve que mejor6 con

tratamiento topico.

Setenta y dos de los 84 pacientes (91% del total de la serie) en que dispusimos de datos
completos sobre infecciones desarrollaron al menos una infeccién grave durante el seguimiento.
En un 58% se diagnosticé una o mas reactivaciones de CMV tras una media de 7 dias desde el
inicio del AcMo (rango: 1-103). Un 22% de los pacientes desarrollaron una IFI (14/20

aspergilosis) y un 63% una o mas infecciones bacterianas.
Respuesta al tratamiento de rescate

La respuesta global a +15, +30 y +60 dias de iniciado el inolimomab fue del 36% (2% RC),
42% (RC 14%) y 46% (RC 26%) respectivamente. En el grupo de pacientes que recibieron el
tratamiento como primera linea de rescate las cifras fueron muy similares, con un 39% (RC
0%), 39% (RC 13%) y 50% (RC 26%) de respuestas en los mismos dias de evaluacién. Los 10
pacientes sin afectacion digestiva mostraron cierta tendencia a la obtencion de mejores
respuestas con el tratamiento (70% vs. 39% respuestas globales) que no alcanzé la significacion
estadistica (p=0.06).

Factores predictores de respuesta a inolimomab

La presencia de EICRa grado global menor a 4 (HR: 1.8, IC95% 1.1-3.2, p=0.03), la ausencia
de linfopenia severa (HR: 1.9, 1C95% 1.1-3.3, p=0.02) y el inicio tardio de inolimomab (mas de
15 dias tras el diagnostico de EICR) (HR: 1.9, IC95% 1.1-3.4, p=0.01) se asociaron de forma

estadisticamente significativa con la respuesta al farmaco en el dia +30.
Supervivencia Global

La probabilidad de SG en la serie completa a los 6, 12 y 24 meses fue del 34% (IC95, 24-44%),
22% (IC95, 13-31%) y 18% (IC95, 10-26%) respectivamente. La causa mas frecuente de muerte
fue la EICR, aguda (49%) o cronica (13%), seguida por las infecciones oportunistas (27%). Las
recaidas de la enfermedad de base fueron poco frecuentes, representando la causa principal del

fallecimiento en so6lo un 4% de los pacientes.

Para analizar el impacto de la respuesta a inolimomab en el dia +30 en la supervivencia a largo
plazo, se realiz6 un “landmark analysis” incluyendo Unicamente a los 58 pacientes vivos a los

30 dias del inicio del AcMo (39 respondedores, 19 no respondedores).
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La SG a 6 meses y 2 afios fue significativamente mejor en los pacientes respondedores respecto
a los que no mostraron respuesta alguna al farmaco: 67% vs. 26% y 33% vs. 20%

respectivamente (p=0.03).

Los resultados de esta parte del trabajo se publicaron en forma de articulo en la revista
Biology Blood Marrow Transplantation. A continuacion se aporta una copia del trabajo en
su forma original. Cabe destacar la tabla final incluida (nimero 3), dénde se evalu6 de forma

critica el cumplimiento de las recomendaciones de Martin et al. publicadas con anterioridad

en la misma revista
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ABSTRACT
Refractory acute graft-versus-host disease (aGVHD ) remains an important cause of mortality after allogeneic
stem cell transplantation. No standard therapy exists once steroids fail to obtain a good response. In 2006, our

group published a series of patients who received inolimomab, an anti—interleukin-2 receptor monoclonal
Key Words: antibody, as salvage therapy with initial encouraging results. In this update, we analyzed a larger group of
Acute graft-versus-host disease  parients with prolonged follow-up. Ninety-two consecutive patients were treated with inolimomab at our
Steroid refractory center between April 1999 and December 2011. Overall response rate was 42% (complete response in 14%) on
Ani-tnterieukin-20 day +30. Predictors of failure to respond in the multivariate analysis were overall aGVHD grade IV, instau-
Inolimomab x R : 2 . : s
Allogeneic stem cell ration of :_no]lmumal:l before day 15 of aGVHD d_ugms:s. and severe lymphopenia. I'fam:ms ’Mlhl:l..ll gastro-
wransplantation intestinal involvement appeared to do better, with a 70% response rate compared with 39% in patients with
gastrointestinal involvement (P = 06). However, the 2-year overall survival rate was of 18% for the entire
cohort (95% confidence interval, 10% to 26%) and 33% for day 30 responders (95% confidence interval, 25% to
40%) and Acute GVHD was the main cause of death (49%) followed by opportunistic infections (27%). Results
of this update show that although inoli ab is a well-tol d drug with a moderate number of short-
term responses, it is associated with long-term survival in only one-third of responding patients. These
data highlight the need to investigate new rescue treatments with sustained effect and the importance of
reporting long-term outcomes in GVHD studies,
© 2013 American Society for Blood and Marrow Transplantation.
INTRODUCTION New, recently published recommendations [7-9] call for

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) is the most
important cause of non-relapse mortality after allogeneic
stem cell transplantation. Its incidence varies between 30%
and 80% depending on various risk factors (eg, recipient age,
gender disparity, cytomegalovirus serostatus, disease status,
stem cell source, human leukocyte antigen mismatch, etc.),
and its initial therapy consists of systemic corticosteroids (2
mg/kg daily prednisone or equivalent dose of other steroids)
[1-3]. Refractoriness to steroids, which occurs in approxi-
mately 50% of patients, is associated with a poor prognosis
(approximately 5% to 30% of long-term survivors) [3].
Although multiple second-line therapies (antithymocyte
globulin, mycophenolate mofetil, sirolimus, photopheresis,
etc.) have been used, often with initial encouraging results,
none has been established as a good option, and there is no
defined standard salvage therapy [3.4] The development of
new strategies for effective intervention before the develop-
ment of steroid-refractory disease is also under study. A
multicenter, randomized, double-blind, phase 11l trial evalu-
ating the addition of mycophenolate mofetil versus placebo in
addition to systemic corticosteroids as initial therapy for
aGVHD was closed early for accrual in November 2011 due to
lack of benefit |5,6].

Financial disclosure: See Adinowledgments on page 439,
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of Hematology, Hospital Vall d'Hebron, Unviersitat Auténoma de Barcelona,
Pssg Vall dHebron 119-129, 8035-Barcelona, Spain

E-mail address: dvalcarcel.vhebron@me.com (D. Valcircel).

the establishment of a common formal structure in aGVHD
studies. Clear definition of inclusion and response criteria
(avoiding best response as endpoint), 28-day evaluation of
efficacy, considering as failure the use of other salvage treat-
ment(s), and including at least a 6-month overall survival (0S)
rate are some of the most important recommendations.

New advances in the understanding of aGVHD immune
pathophysiology emphasize the important role that inflam-
matory interleukins have in the activation and proliferadon
of effector T cells, making them an interesting target for
monoclonal antibodies [ 10-12]. In June 1999, we began to use
inolimomab, a monoclonal antibody directed against the
interleukin-2 receptor, for refractory aGVHD, and since 2006
this has been our standard salvage therapy for steroid-
refractory aGVHD [13), based on preliminary encouraging
results (58% overall responses, 38% complete responses
[CRs), and 59% 1-year survival in responding patients).

In this article, we update our results in a larger group of
patients with prolonged follow-up. We made an effort to
improve the quality of the study by following the recent
recommendations [7] considered important in reporting
aGVHD studies.

METHODS

This single-center, retrospective study analyzed the outcomes of 92
consecutive adult patients who received inoli ab as salvage t
for steroid-refractory aGVHD between April 1999 and December 2011. The
sole treatment criterion was presence of steroid-refractory grades 11 to IV
aGVHD, including both classical and late-onset forms. Three patients diag-
nosed with an overlap synd who pr d predomi ly aGVHD

1083-8791/% - see front mater © 2013 American Society for Blood and Marrow Transplantation.
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Table 1
Patient Characteristics
Characteristics Value n (%)
Median age, yr (range) 50 (17-68)
Gender male 65 (71)
Sex mismatch: female donor to male recipient 2527
Underlying disease
Acute leukemia 29 (32)
MDS and MPS 29 (32)
Chronic lymphoproliferative diseases 2527
Others a9 (10)
Advanced disease status at HSCT 59 (64)
Recipient and donor CMV negative 71(8)
Stem cell source
Peripheral blood 77 (84)
Bone marrow 1011)
Cord blood 5(54)
Donor type
HLA identical sibling 52 (56)
Aliemative 40 (44)
EBMT risk index
Low risk (score 0-1) a(10)
Intermediate risk (score 2-3) 38 (41)
High (score 4-6) 45 (49)
Conditioning regimen
Reduced intensity (Mudarabine plus mel phalan 65 (71)
or busulphan)
nghdosc myehd:latlw. 28 (30)
bor A L i 16(17)
GVHD prophylaxis
CsA-based immunosupression 85 (92)
Tacrolimus plus sirolimus 7(8)
Inclimomab as first-line salvage therapy 46 (50)
NR to prior salvage therapies 46 (50)
MMF 22 (24)
ATG 20(22)
CsA 3@3)
Median time from allo-SCT to aGVHD onset, 34 (5-170)
d(range)
Median time from onset of aGVHD to start of 16 (2-204)
inolimomab, d (range)
Overall aGVHD grade at start of inolimomab
1] 6(65)
1] 48 (52)
v 38 (41)
Organs involved by aGVHD at the start of
inolimomab
Gl tract 82 (90)
Liver 64 (70)
Skin 79 (86)
Platelets at the start of inolimomab, «10°/L, 40 (2-264)
median (range)
Lymphocyte count at the start of 033 (0-2.5)
inolimomab, » 10%/L, median (range)
Albumin at the start of inolimomab, g/l 26 (1342)
median (range)
MDS indicates lodysplast d : MPS, myeloproliferative am-
drome; HSCT, h stem cell pl MV, ¢

vims; EBMT, European Group for Blood and Marmow Transplantation; CsA,
cych ine A: MMF, mycophenol fetil; ATG, antithymoc yte globulin,
Advanced di idered in pati i ia in at
least second CR, myeloproliferative disease in at least second chronic phase,
accelerate or blast phase, Hodgkin disease in at least third complete remission
or Mlh PR, follicular lymphoma in at least third CR, large B cell lymphoma or

yeloma in at least d CRor PR, and solid wmors. Patients with

disease at o l ion (except for myeloma) were also
mnndmrd as advanced disease status

manifestations were also included. Diagnosis of aGVHD was based on clin-
ical findings and confirmed with histological evaluation of affected organ(s).
Overall grading followed the F iork dard criteria [14). Failure of
corticosteroids was defined by overall aGVHD grade progression within 3
days of weatment or absence of response by day 5. No patients were
excluded because of active infection, progressive disease, poor performance
status, or any other cause, All pati gave their and the
drug was admini d as ¢ i use after app | by our insti-
tutional and national health authorities. During the study, 3 patients were

considered for a clinical trial using mesenchymal cells after fQilure of ino-
limomab therapy and thus were not excluded from the analysis.

b was ly at a dose of 11 mg/d for
3 days, 5.5 mg/d for 7 days, and 5.5 mg every omerdqbr 5 doses (21 days
per course). Siaty-five | (ng) d 1 course of inoli
25 patients (z?t}mivui 2 courses, and 2 patients received 3 courses due
to absence of response or relapse after responding o a first course of the
drug. In addition to steroids, other prior immunosuppressors were not
discontinued at the stant of inoli ab, with the ion of patients who
were on antithymocyte globulin.

Staging of target organs and the overall grade of aGVHD was done in
detail at baseline and on days +7, +15, +30, and +60 of the start of inoli-
momab. (R was defined as the sustained disappearance of all GVHD clinical
and lab ] vh partal r (PR) was an overall
improvement of at least 1 grade without progression in any organ. The
overall response rate (ORR) includes CR plus PR rates. Those pauum who
showed improvement in 1 organ but inanother werec
to have progression of aCVHD. No response included stable, progressive
aGVHD and patients who started another drug as salvage therapy.

Recent studies [89] have shown that the day 28 response is the
strongest predictor of non-relapse mortality (NRM) after starting therapy for
aG\"HD. For this reason, we selected “day +30 response” asthe primary early

int (detailed in Statistical Analysis, below). All patients received the
uenmeu as inpatients in HEPA-filtered-air rooms. Supportive measures
were consids "n¢'|l'lmxy —lnlhse ] and included in all
instances antiviral and- il hylaxis. Serial blood
itoring of galac lowi iniectlon. and Epstein-Barr
virus infection was done 1-3 tjmes aweek, as described elsewhere [15].

Statistical Analysis
Cross-tabs and the Student’s [ test were used to identify baseline char-
acteristics associaved with the day =30 w
and survival endpoints were calculated using the starting date of inolimo-
mab therapy. Factors associated with ORR on day +30 in univariate analysis
(P < .10) were then entered into a multivariate Cox regression analysis
P values <.05 were considered statistically significant, and hazard ratios
and 95% confidence intervals (CIs) were calculated. Survival was estimated
by the Kaplan-Meier method, and comparisons of actuarial curves were
made with the log-rank test. Finally, to evaluate the impact of the day +30
on ival, we p d al analysis including only
thoﬂ patients who were alheonﬁay +30(n = 58)

RESULTS
Patients and GVHD Characteristics

Characteristics of the 92 patients treated are detailed in
Table 1. All patients were diagnosed with hematological
malignancies, and 90% had an intermediate or high European
Group for Blood and Marmrow Transplantation risk score before
allogeneic stem cell transplantation. Donors were human
leukocyte antigen—identical siblings in 52 cases (57%).

Several GVHD prophylaxis regimens were used and, in 78%
of cases, were cyclosporine-based combinations (plus meth-
otrexate or mycophenolate mofetil . The median follow-up for
survivors was 60 months (range, 6-145). aGVHD occurred at
a median of 34 days after transplantation (range, 5-170 days),
and 94% of patients developed grade Ill or IV aGVHD. Involved
organs were the gastrointestinal (Gl) tract in 82 cases (90%),
the liver in 64 (70%), and the skinin 79 (86% . Inolimomab was
initiated at a median of 17 days (range, 2-204 days) after the
onset of aGVHD. Forty-six patients (50% ) received inolimomab
as first-line salvage therapy, whereas another 46 patients
received this trearment after failure of prior therapy for
steroid-refractory aGVHD (see Table 1 for details).

Toxicity and Infections

Inolimomab was well tolerated, without infusion-related
reactions. Two patients developed probable drug-related
side effects. One of them developed a rapid increase of
liver transaminases (without prior hepatic GVHD or use of
parenteral nutrition), and inolimomab was discontinued
after 10 days of therapy. The other patient developed a mild
cutaneous rash that required only symptomatic therapy.
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Complete data regarding infectious complications were
available for 84 patients (91.3%). Seventy-two developed at
least 1 infectious episode during the follow-up period.
Cytomegalovirus reactivation was detected in 49 patients
(15 with cytomegalovirus disease) atra median time of 7 days
(range, +1 - +103 days) from the start of the therapy. Twenty
patients (22%) developed an invasive fungal infection
(14 cases of invasive aspergillosis and 4 cases of candidemia).
Fifty-three patients developed at least 1 bacterial infecton,
being staphylococcal bacteremia the most common of these
infections (n = 26 patients).

Response

The ORR on days + 15, +30, and +60 of therapy was 36%
(CR 2%), 42% (CR 14%), and 46% (CR 26%), respectively.
Patients who received inolimomab as first-line salvage
therapy presented an ORR of 39% (CR 0% ), 39% (CR 13%), and
50% (CR 26%) on days +15, +30 and +60, respectively,
days +15, +30, and +60. Patients without Gl involvement
(n = 10) responded better, with a 70% response rate com-
pared with a 39% response rate in patients with Gl involve-
ment (n = 82; P =.06).

Predictors of day +30 response are shown in Table 2. In
multivariate analysis, grades Il to Ill overall aGVHD (hazard
ratio, 1.8; 95% Cl, 1.1 to 3.2; P = .03), no severe lymphocy-
topenia (hazard ratio, 1.9; 95% (1, 1.1-3.3; P = .02), and onset
of inolimomab later than 15 days after aGVHD diagnosis
(hazard ratio, 1.9; 95% (1, 1.1-3.4; P = .01) were significantly
associated with response on day +30.

Two of the 3 partients diagnosed with an overlap syn-
drome were in PR on day 30 and achieved CR by day 60 after
inolimomab. One patient is still alive in (R, whereas the
other died from progression of Hodgkin's lymphoma The
third patient did not respond to inolimomab and died due to
GVHD.

Survival

05 at6, 12, and 24 months was 34% (95% A, 24%-44%),22%
(95% Cl, 13%-31%), and 18% (95% (1, 10%-26%), respectively
(Figure 1). GVHD was the main cause of death, either aGVHD
(49%) or chronic GVHD (13%), followed by opportunistic
infections (27%). On the other hand, relapse of the underlying
disease was the cause of death in only 4% of patients, even
among the 42% who responded to inolimomab on day +30
{2 of 39 responders [5%] died from relapse). To analyze the
impact of responding to inolimomab on survival, we per-
formed a landmark analysis on day +30 of therapy, including
only the 58 patients alive at this ime (39 responders and 19
nonresponders). The OS at 6 months and 2 years was higher
in responders: 6-month OS67% (95% Cl, 52%-82%) versus 26%
(95% Cl, 6%5-46%) and 2-year 05 33% (95% Cl, 18%-48% ) versus
20% (95% Q, 1%-40%) (P = .03), respectively (Figure 1).
Multivariate analysis was not done because of the small
patient numbers.

DISCUSSION

In this current single-center study, the use of inolimomab
as salvage therapy for steroid-refractory aGVHD was associ-
ated with prolonged survival in only 18% of patients and in
approximately one-third of day +30 responding patients.
The updated results confirm that inolimomab may be an
active drug in this setting with an ORR of 42%-48% on
days +30 to +60 of therapy. However, the poor long-term
outcomes highlight the importance of reporting long-term
results in studies of steroid-refractory aGVHD [7].

Table 2
Univariate and Multivariate Risk Factor Analysis for Response to Inolimomab
Therapy by Day +30 after Start of Therapy

Prediciors of Day +30 Response
Variable (R or PR to Salvage Inolimomab
Therapy
Univariate Muldvariate
Analysis Analysis
Day 30 P HR.85%C1 P
Response (X)
EBMT risk index
Low and intermediate 51 09 NA 2
risk (score 0-3)
High (score 4-6) i3
Overall aGVHD grade at
inolimomab onset
-1 52 o3 HR18,95x 03
C11.06-3
v 29
Line of salvage therapy for NT
refractory aGVHD
First or second 30 161
Third or higher 23
Courses of inolimomab NT
One course, 65 (71%) 28 NS
More than 1 course, 27 25
(29%)
Lymphocyte count at the
start of inolimomab
=3 = 10°L 51 089 HR19,95% 02
C11.1-33
<3 = 10°1L 32
Stage of Gl aGVHD at
inolimomab onset
Stage 0-11 52 09 NA 08
Stage -V 13
Serum albumin at start of NT
therapy
> 30g/L 49 NS
<30 g/L 34
CMV serostatus NT
Donor and receptor 42 NS
negative 43
Donor andfor receptor
seropositive
HLA matching
Mismatch HLA 40 NS NT
MNo mismatch 52
Onset of inolimomab
After day 15 54 021 HR19,95% O
Ci1.1-34
Before day 15 29
Year of treatment NT
Before 2005 49 NS
After 2005 37

HR indicates hazard ratio; EBMT, European Group for Blood and Marrow
Transplantation; NA, not available; NT, not tested; NS, not significant; GI,
i inal; CMV, ¢ lovirus: HLA, human leukocyte antigen,

Variables found to improve the day +30 ORR were mostly
expected (aGVHD <grade IV, no severe lymphocytopenia,
and a trend for nonsevere Gl involvement). The improved
outcome in patients who started inolimomab therapy more
than 15 days after aGVHD onset probably reflects a time-
dependent selection bias; patients who survive longer after
aGVHD onset and under high-dose steroids may be biologi-
cally more fit and/or have a slower-progressing (or less-
aggressive) aGVHD, Supportive care has dramatically
improved over the past 2 decades, and this surely contributes
w the improved short-term outcome in patients who
respond to salvage GVHD trearment. However, the outcome
of patients with refractory GVHD has not improved over
time, and because this was the cause of death in 62% of
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Figure 1. Two-year overall survival (A) for the whole population and (B) for
day =30 responders and i

patients in our series, we were unable to observe any
possible benefit of improved supportive care.

Treatment with inolimomab was well tolerated, as
previously reported [10), and the infection-related mortality
(27%)was not as high as that observed with other drugs, such
as antithymocyte globulin [ 16]. Of course, it is not possible to
attribute severe infections solely to inolimomab, because
these much-debilitated patients receive other immunosup-
pressive agents that contribute to opportunistic infections.

Despite the retrospective nature of the current study, a
strong effort was put forth to meet the quality criteria recently
considered important in reporting the results of secondary
treatment for steroid-refractory aGVHD. In addition, the study
was based on a consecutive series of patients who received the
same therapy without majorchanges over time. Table 3 shows
the compliance of our study with the 10 quality criteria
recently considered important in these studies [ 7].

The main strengths of our report are as follows: (1) clear
definition of inclusion criteria, (2) no exclusion of patients
with an Eastern Cooperative Oncology Group performance
status >2 or active infection, (3) no changes in inolimomab
posology over time, (4) response evaluation at established
time points (especially day +30 in our study, due to the
predictive value of day +28 response [8,9]) with predefined
criteria, (5) exclusion of patients who died before the day of
evaluation in the statistical analysis, and (6) estimation of
long-term survival.

A limitation of the study is the absence of a control group.
In an effort to mitgate this problem, we compared our

Table3
Martin Criteria Applied in Our Study

Criteria Met  Explanation

1. Adequately defined Yes  Inclusionjexclusion criteria are
eligibility criteria defined in Methods. They were
maintained unchanged along the

time.
A possible selection bias cannot
be excluded because of the
retrospective nature of our
analysis. If any, the bias should
affect negatively the results, as
only those patients affected with
refractory mild aGVHD and
isolated skin involvement who
responded to oral second-ling
therapy (as MMF or sirolimus)
could be lost. Probably the
included patients represent the
most severe cases, which are the
main problem in the clinical
seting.
3. Consistent treatment Yes  All the patients received the same
regimen dose, schedule, and duration of
inolimomab. Description of
concomitant reatment (with the
exception of corticosteroids
previous days and dosage) is
provided and was considered in
the response and survival analysis.
4. Objective criteria for Yes Objective criteria were used
organ response (described in Methods).
5. Unambiguous criteria Yes  Stringent criteria were used for
for overall response overall response. consisting of a
global reduction of at least 1
grade in the overall evaluation
without impairment in any organ
Patients with improvement in 1
organ but deterioration in another
were classified as progression
(detailed in Methods).
6. Prespecified time for Yes Response was reevaluated every
response assessment week, Following the new
2 we analy
the response by day +30. Deaths,
relapses, and introduction of other
therapies were considered and
included as competitive events in
the analysis.
7. Concomitant treatment  Yes  Use of new immunosuppressants
taken into account after the enrollment was
considered as treatment failure.
No control could be used.
Historical cohort of patients who
received other second-line agents
cannot be used because support
therapy deeply changed in the last
10 years.
9, Statistical hypothesis NA  Not applicable due to the
and power estimate retrospective nature of the study.
10. Survival Yes Survival at 6 months and 1 and
2 years from the onset of the study
is shown.

2. Minimization of bias No
in patient selection

8. Well-established No
control benchmark

MMF indicates mycophenolate mofetil; NA, not applicable.

results with those compiled in the recent extensive review
by Martin et al. [7]. Due to the heterogeneity of patients with
steroid-refractory aGVHD, a direct comparison of the
outcomes reported herein with other studies cannot be
made. Nevertheless, inolimomab does not appear to offer any
advantage over other reported treatment options. The CR/PR
in our study was 42% and 46% on day +30 and +60,
respectively, which is similar to the 43% ORR described in
a prior phase Il study with an anti—interleukin-2 receptor
monoclonal antibody [17]. In comparison, the median ORR in
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the 29 studies included in a recent review |7] was 58%. In
addition, the CR rate found in the current study compares
poorly with the 32% median CR rate observed in prior
studies, with a 95% Cl of 20%-40%, and thus our 14% CR rate is
lower than the estimated 95% Cl of prior pooled studies. The
same is applicable to the 6-month OS rate; in the review by
Martin et al. [7], the median 6-month OS rate was 49% (95%
Cl, 40%-60%). Again, our observed 6-month OS rate of 34%
(95% (1, 24%-44%) also seems statistically poorer than those
observed with other drugs. Of course, our “worse-than-ex-
pected” outcomes are surely influenced by the real-life
clinical use of inolimomab in the current study, thus
including very sick patients who would have been excluded
from prospective trials or observational studies [5,6).

In conclusion, although inolimomab is a well-tolerated
drug in patients with refractory aGVHD, its activity does
not seem better than reported with other drugs. More
important, long-term survival in this large series of patients
appears to be very low. Whether results can be improved
with currently available treatments is uncertain, and efforts
should be directed in participating in clinical trials testing
novel therapeutic approaches.
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6.3. Patrones de infeccion y mortalidad de causa infecciosa en la EICR aguda

refractaria a esteroides.

6.3. a.Diseino del estudio:

Se incluyeron 127 pacientes adultos con hemopatias malignas que desarrollaron una EICR
aguda grado II-IV refractaria a esteroides y se trataron con inolimomab o etanercept en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y el Hospital Vall d’'Hebrén de Barcelona, entre enero de
1999 y junio de 2015. Cabe destacar que los dos centros participantes en el estudio utilizaron
plataformas de TPH muy similares y compartieron también las estrategias de profilaxis y

tratamiento de la EICR, asi como el abordaje de las complicaciones infecciosas.

Los criterios de inclusion fueron: diagnéstico de EICRa grado 2-4 cortico-refractaria tras alo-
TPH por una hemopatia maligna y tratamiento de rescate con inolimomab y/o etanercept en
segunda linea o fases posteriores. Se incluyeron pacientes con EICRa clasica y de inicio tardio

asi como casos de “Overlap Syndrome” con predominio de la afectacion aguda.

Inolimomab y etanercept se utilizaron como “uso compasivo”. La administracién de
inolimomab fue endovenosa en dosis de 11 mg/d durante 7 dias y posteriormente 5.5 mg cada
48 horas hasta completar un total de 5 dosis (ciclo de 21 dias). Etanercept se administro via
subcutanea en dosis de 25 mg dos veces por semana durante 4 semanas y posteriormente cuatro
dosis adicionales de 25 mg una vez por semana. Ademas de los esteroides, todos los pacientes
mantuvieron la profilaxis y/o tratamiento previo recibido frente a la EICR excepto en el caso de

la ATG, que se suspendié con anterioridad.

Se defini6 como MRI todo fallecimiento atribuido a una infeccién reciente por el médico a
cargo del paciente y la coordinadora del estudio (IGC). Se recogieron todas las infecciones
bacterianas, viricas o IFIs que requirieron tratamiento endovenoso o prolongaron la estancia
hospitalaria. También se documentaron todos los casos de infeccion /enfermedad por CMV y
VEB. Los datos se recogieron de forma retrospectiva e incluyeron todos los episodios de
infeccion grave desde el inicio de inolimomab/etanercept hasta el fallecimiento o ultima

evaluacion clinica del paciente.

Los objetivos principales del estudio fueron el analisis de la IAc de muerte de etiologia
infecciosa y el establecimiento de factores de riesgo asociados a su aparicion. Los objetivos
secundarios incluyeron la descripcion de los principales tipos de infeccién severa, sus agentes

responsables y el andlisis del impacto del tipo de tratamiento de rescate en la supervivencia.
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Debemos destacar que todos los periodos de tiempo analizados en el estudio se refieren al
momento de diagndstico de la refractariedad a esteroides y no a la fecha de TPH, a no ser que se

especifique lo contrario.

6.3. b. Resultados:
Caracteristicas de la poblacion

La edad mediana fue de 51 afios (rango 17-70) siendo el 69% varones. Un 70% presentaban un
EBMT risk score intermedio o alto. Noventa y cinco pacientes (75%) presentaban una serologia
pre-TPH positiva frente a CMV y 89 (70%) habian sufrido al menos una infeccion grave antes
del diagndstico de EICR refractaria. Un 73% de los pacientes recibié en algun momento
profilaxis antifngica activa frente a hongos filamentosos. La media de seguimiento de los
supervivientes fue de 583 (37-5329) dias. Los pacientes desarrollaron EICRa en una mediana de
34 dias desde el TPH (rango: 7-250). En el momento del diagnostico de refractariedad a
esteroides un 6% presentaban EICR grado global II, un 56% grado Il y un 38% grado IV.
Ciento diecinueve casos (94%) presentaban afectacién digestiva, noventa y cinco (75%)

hepatica y 88 (69%) cutanea.

El tratamiento con inolimomab/etanercept se inicié tras una mediana de 14 dias (rango 4-122)
después del diagnostico de EICR. Inolimomab fue el farmaco elegido en 98 casos (77%)
mientras que el 23% restante recibieron etanercept. Inolimomab se utilizé como primera linea
de rescate en 46 de los 98 casos (46%). El resto habia recibido previamente otros
inmunosupresores. Doce de los 29 pacientes tratados con etanercept (41%) lo recibieron como
primer rescate. La respuesta global de la EICR en el dia +28 desde el inicio de tratamiento con
AcMo fue del 42.5% (14% RC), sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre

inolimomab y etanercept.

Incidencia de infeccidén grave y gérmenes responsables

Setenta y siete pacientes (61%) desarrollaron una infeccion bacteriana grave tras una mediana
de 36 dias (rango 0-3321) desde el diagnostico de refractariedad a esteroides. Un 34% sufrié
mas de un episodio. La IAc de bacteriemia a un afio fue del 73.5% (IC95% 63.5-83.5).
Alrededor de un tercio de los casos se debi6 a estafilococos coagulasa-negativos, mientras que
las infecciones por enterococo afectaron a un 27% de los pacientes. Los agentes gram-negativos
fueron responsables de 24 episodios (19%) y 6 pacientes (4.7%) desarrollaron una colitis por

C.difficile. En total se identificaron 7 casos (5.7%) de infeccion por bacterias multiresistentes,
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siendo el germen mas frecuere maltophilia (3 casos). En 25 casos (32%) la infeccion

bacteriana llevo a la muerte del paciente.

Dieciseis pacientes (12.6%) presentaron una IFl, incluidos los casos probables y probados. La
aspergilosis invasiva fue la mas habitual (87%), ademas de un caso de mucormicosis y una
fusariosis. Cinco de los 16 pacientes que desarrollaron una IFI recibian profilaxis con
amfotericina lipidica en dosis de 1 mg/kg/d. La lac de IFl a un afio fue del 14.2% (IC95% 4.4-
20). El 75% de los casos ocurrid en los primeros 100 dias tras el diagnéstico de EICR resistente,

con un mediana hasta el diagnostico de 28 dias (rango: 3-2575).

La tasa de reactivaciones de CMV fue del 51.2% con una IAc a 100 dias y un afio del 57.3%
(IC95% 47-68) y el 67.5% (IC95% 57-79) respectivamente. Un 35% de los pacientes
presentaron mas de una reactivacion. Dieciocho pacientes (14%) presentaron “enfermedad por
CMV”. El 6rgano mas frecuentemente afectado fue el tracto digestivo (h=11) seguido por el

pulmon (n=7). Sélo un paciente fallecié por dicha infeccion.

Veinte pacientes (16%) presentaron una cistitis hemorragica grado Il-IV tras una mediana de 31
dias desde el diagndstico de cortico-refractariedad (rango: 0-94). Cuatro de los 79 pacientes
incluidos en la monitorizacion seriada mediante PCR cuantitativa de VEB (5%) presentaron una
reactivacion del virus. Unicamente se diagnostico una caso de SLP-PT asociado a VEB, que fue
previo a la introduccion rutinaria del screening de viremia como practica estandard. Un 13.4%

de los pacientes desarrollé una neumonia asociada a virus respiratorios adquiridos en la
comunidad, con 8 de los 17 casos (47%) identificados en largos supervivientes,

fundamentalmente en relacion con la presencia de EICRc moderada o severa activa.
Mortalidad asociada a infeccion y Supervivencia Global

En primer término se analizé el impacto del afio de realizacion del TPH (y del desarrollo de
EICR refractaria) en los resultados a largo plazo, y se objetivé que la MRT, la MRI y la SG eran

equivalentes a lo largo del tiempo.

La probabilidad de SG a los 4 afios fue del 15% (IC95%, 7.7-22). La causa mas frecuente de
exitus fue la EICR, aguda (56%) o cronica (10%), seguida por las infecciones oportunistas
(27.6%). Las muertes asociadas a infeccion ocurrieron tras una mediana de 88 dias (rango: 12-
802) desde el diagndstico de cortico-resistencia, con un 55% de los fallecimientos en los
primeros 100 dias. Las infecciones bacterianas fueron la causa mas frecuente de MRI (20/29),
seguidas por las IFI y las neumonias por virus respiratorios comunitarios (4/29 cada una). Las
recaidas de la enfermedad de base fueron infrecuentes y se consideraron la causa principal de

muerte en so6lo 5 casos (4%).
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Factores de riesgo de muerte asociada a infeccién

Las variables que se asociaron con un mayor riesgo de MRI en el analisis multivariado fueron:
1) administracion de rituximab en los 6 meses previos al alo-TPH (HR 4.2; IC95% 1.1-16.3), 2)
presencia de una infeccidn severa antes del desarrollo de EICR refractaria (HR 5.8; IC95% 1.3-
26.3) y 3) proteina C reactiva > a 15 Ul/ml al inicio del tratamiento de rescate (HR 2.9; 1C95%
1.1-8.5).

Infecciones tardias y MRI en largos supervivientes

Veintiln pacientes (17%) seguian vivos y libres de enfermedad méas de un afio después del
diagnostico de EICR refractaria. Practicamente todos (90%) desarrollaron una o mas infecciones
tardias graves. Dos pacientes con EICRc moderada presentaron cuadros sépticos secundarios a
bacterias encapsuladas y cinco (24%) una neumonia asociada a virus respiratorios adquiridos en
la comunidad. Se documentaron ademas 5 casos de infeccién grave por virus herpes simple o
zbster. Once de los veintin pacientes fueron finalmente exitus a una mediana de 870 dias
(rango: 369-3723) tras el diagndstico de resistencia a esteroides. En esta subpoblacion, la EICRc
fue considerada la causa principal de muerte en el 56% de los casos, seguida por las infecciones

oportunistas (26%) y las recaidas de la enfermedad de base (18%).

Los resultados de este trabajo fueron publicados en forma de articulo en la revista Bone
Marrow Transplantation. A continuacion se aporta una copia del trabajo en su formato

original.
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ORIGINAL ARTICLE

Patterns of infection and infection-related mortality in patients

with steroid-refractory acute graft versus host disease
| Garcia-Cadenas’', | Rivera®, R Martino', A Esquirol’, P Barba?, S Novelli', G Orti?, J Briones', S Brunet', D Valcarce’* and J Sierra'?

This study aimed to characterize the incidence, etiology and outcome of infectious episodes in patients with steroid refractory
acute GvHD (SR-GvHD). The cohort induded 127 adults treated with inolimomab (77%) or etanercept (23%) owing to acute

2-4 SR-GvHD, with a response rate of 43% on day +30 and a 4-year survival of 15%. The 1-year cumulative incidences of bacterial,
CMV and invasive fungal infection were 74%, 65% and 14%, respectively. A high rate (37%) of enterococcal infections was observed.
Twenty patients (15.7%) developed BK virus-hemorrhagic cystitis and five percent had an EBV reactivation with only one case of
PTLD. One-third of long-term survivors developed pneumonia by a community respiratory virus and/or encapsulated bacteria,
mostly associated with chronic GVHD. Infections were an important cause of non-relapse mortality, with a 4-year incidence of 46%.
In multivariate analysis, use of rituximab in the 6 months before SCT (hazard ratio; HR 4.2; 95% confidence interval; C1 1.1-16.3),
severe infection before SR-GvHD onset (HR 5.8; 95% C1 1.3-26.3) and a baseline C-reactive protein 15 Ul/mL (HR 2.9;

95% Cl 1.1-8.5) were associated with infection-related montality. High rates of opportunistic infections with remarkable

mortality warrant further efforts to optimize long-termn outcomes after SR-GvHD.

Bone Marrow Transplantation advance online publication, 5 September 2016; doi:10.1038/bmt.2016.225

INTRODUCTION

Acute GvHD (aGvHD) is the most important cause of non-relapse
mortality (NRM) after allogeneic hematopoietic stem cell trans-
plantation (alloSCT).! Refractoriness to steroids, which occurs in
~50% of patients, is associated with a dismal prognosis. Although
multiple second-line therapies have been tested, none of them
has remarkably improved long-term outcomes.”

In 2013 our group published a large series of patients who
received inolimomab, a monodonal Ab targeting the interleukin-2
receptor, as salvage therapy for steroid refractory (SR)-GvHD.? Only
one-third of responding patients became long-term survivors and
opportunistic infections were a major concem, being the main
cause of death in 27% of the cases. Severe infections have also
been described after the use of other salvage agents for
SR-GVHD," although there is a paucity of studies specifically
focusing on etiology and outcome of these complications.

In the current study we analyze the occurrence, risk factors and
impact on long-term outcomes of severe infections in patients
with SR-GVHD treated with inolimomab (before 2014) or
etanercept, a TNF-alpha inhibitor (since 2014).

PATIENTS AND METHODS

Inclusion criteria and transplant characteristics

Between January 1999 and June 2015, 127 adult patients developed

2-4 SR-acute GvHD after alloSCT at the Hospitals Sant Pau and Vall
dHebron in Barcelona and received salvage treatment with inolimomab
or etanercept. Both institutions shared homogenous transplantation
platforms, including GvHD management and anti-infectious measures.
The follow-up of cases from a previous study® was updated and additional
data were induded.

Patients with classical and late-onset aGvHD, as well as those with
overlap syndrome but with predominantly features of acute GvHD were
induded.

Supportive care and anti-infectious prophylixs. Supportive measures
induded in all instances antiviral and antifungal prophylaxis, and
cotrimoxazole or pentamidine prophylaxis. Antiviral prophylaxis consisted
of low-dose acyclovir (400 mg twice a day intravaneously or its equivalent
oral doses). Broad spectrum (other than fluconazole) antifungal
prophylaxis was used in 92 (73%) patients (see Table 1). However, the
timing and duration of prophylaxis varied considerably between patients.
Serial blood monitoring using quantitative PCR for CMV and EBV infection
was done 1-2 times a week ® EBV monitoring was introduced in 2006.
Pre-emptive anti-CMV therapy was started after PCR> 1000 DNA viral
genome/mL in one serum sample or two consecutive samples with > 500
copies/mL. Patients with EBV viral loads > 1000 copies/mL on at least two
consecutive occasions or those with one determination > 2000 copies/mL
were treated with rituximab. Serum galactomannan (2-3 times per week)
was included in the monitoring strategy in patients receiving fluconazole
prophylaxis.

A indra

Anti-cytokd schedule. Inoli b was admini
nowsly at a dose of 11 mg/day for 3 days, 55 mg/day for 7 days, and
55mg every other day for five doses (21 days per course). Sixty-six
patients (52%) received one course of inolimomab and 32 (22%) received
two courses owing to absence of response or relapse after responding to a
first course. Etanercept was administered subcutaneously at a dose of
25 mg two times per week for four doses and 25 mg once per week for
other four doses. Twenty-eight patients (22%) received one course of
etanercept and one received two courses. In addition to steroids,
other prior immunosuppressors were not discontinued at the start of the
anti-cytokine treatment.
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Table 1. Transplant related characteristics and GvHD outcomes Table 1. (Continued )
n=127 n=127
Inolimomab Etanercept Inolimomab Etanercept
(n=298 (77%)) (n=29 23%)) n=98 (77%))  (n=29 23%))

Median age (range), years 50 (17-70) 52 (2-68) aGvHD- median day onset 32 (7-204) 41 (8-250)
=40 75 (76%) 22 (76%) (range)

Male sex 72 (73%) 16 (55%)

Sex mismatch-female donor/ 29 (29.6%) 5 (172%) Overall aGvHD at start of anti<ytokine treatment

male recipient 1 6 (6.1%) 2 (7%)

Underlying disease ] 51 (52%) 20 (69%)
AML/MDS 27Nn8 1577 ™ 41 (41.8%) 7 (24%)
ALL 7 2
CMU/other CMPs 8/4 [ Ofgum involved at start of anti-cytokine treatment
NHL 22 3 92 (94%) 27 (93%)
HD 4 0 u\m 74 (75.5%) 21 (724%)
MM 5 1 Skin 70 (71.4%) 18 (62%)
Others 4 0

Median time from aGvHD- onset 11 (0-91) 10 (2-122)

:ﬂon-emdiwm status at 57 (58%) 14 (48%) to diagnosis of refractoriness to
nsp steroids (range), days

Prior SCT 30 (31%) 2 (7%) Median time from aGvHD- onset 15 (4-91) 12 (5-122)

Mm;chrin the 6 months 12 (122%) 1 (3.4%) to start of anti-cytokine

. treatment (range), days

Recipient CMV IgG positive 72 (73.5%) 23 (79%) Anti-cytokine treatment as first 45 (46%) 12 (42%)

salvage

Time pm;do ;f transplant i 5 Platelets (x10°) at start of anti- 40 (5-288) 67 (7-351)
2000~ 49%) ine treat median
2062015 50 (51%) 29(100%) o

Lymphocytes (x10°/L) at start of 0.3 (0-2.5) 03 (0-4.3)

Reduced intensity conditioning 73 (74.5%) 16 (55.2%)

TBl-based conditioning 23 (23.5%) 6 (20.7%) :;n;:lwlune S E R

Albumin (g/L) at start of anti- 26 (13-45) 28 (16-43)

o 86 (88%) 26 (89.7%) Sl Trostment; meci
BM 7 (70%) 0 {range) s
B 5 (51 3 (103% Monocytes (x10°/1) at start of 0.26 (0-1.7) 025 (0-1.8)

(51%) ( ) anti-cytokine treatment, median
(range)
Doner type . Y
g Neutrophils (x10%/L) at start of 32018 25 (0-20)
Identical sibling 54 (55.1%) 9(31%)
Altemative 44 (42.6%) 20 (69%) ;';';f;""”“' Frestemant; meckan
C-reactive protein (mg/L) at start 20 {0.1-344) 11 (26-169)
In vivo T-cell depletion duri 21 (1.4 10 (34.5°
wndidﬂ::'!g B i o e of anti-cytokine treatment,
median (range)

GvHD prophylaxis
Cyclosporine- based 93 (95%) 23 (79.5%) ORR at day +28 after anti-cytokine treatment
Sirolimus-Tacrolimus 5 (5%) 6 (205%) QR or PR 38 (39%) 16 (55%)

NR 25 (25.5%) 7 (24%)

Age HCT-Cl NA 35 (35.6%) 6 (20.7%)
Low {0-1) 42 (43%) 14 (48.2%) Median days follow-up in 3723 (180-5329) 377 (112-1063)
Intermediate (2-3) 36 (36.7%) 10 (34.5%) survivors (range), days
High (4) 00 FNTIN) Abbreviations:  BM=bone marrow; CB=cord blood; CMPs=chronic

EBMT risk index yeloprolferative d Gl=g; a tract HD=Hodgkin

di MD5= Jodysplasti i MM = multiple myel NA=
I BB AT || s o e O
High (5-7) 65 (66.3%) 16 (55%) overall response rate; PB= peripheral blood; SCT =stem cell transplanta-
tion; SR-GvHD = mHermmGMWWWmAFPm

Disease-risk index low dose (1 mg/kg/d t in B for 60 pati posaconazol
Low 16 (16.3%) 1(3.4%) (n=10), itraconazol (n = 8] caspofungin (n = 8), voriconazol (n=3), 3 mg/kg
Intermediate 51 (52%) 11 38%) amphotericin B (n= 2) and micafungin in one case. “The recurrent cases of
High or very high 25 (25.5%) 17 (58.6%) infection included 18 bacterial infections (six coagulase-negative staphy-

lococd, six enterococcus, three P. oeruginosa two E. Coli and one

Broad spectrum antifungal 65 (69%) 27 (93%) Clostridium difficile) and 14 cases of CMV reactivation.

prophylaxis®

- , Definitions
s“';’: infections before SR-GvHD dag“;:st?l&%} T Risk assessment.  Advanced disease status was defined as acute leukemia
i - in = 2nd CR, myeloproliferative disease in accelerated/blast phase or = 2nd
1’7‘:’;’:_‘5‘:‘:;” infection 50 (70499 7 (39%) CR, Hodgkin's disease and follicular lymphoma in > 3rd CR, and large B-cell
. ; or 4 in 2 2nd CR. Patients with PR or persistent
Same rent | 2 (2969 nem disease at 5CT texcept for multiple myeloma) were also considered as
after SR-GvHD"
advanced disease status.
Bone Marrow Transplantation (2016}, 1-7 © 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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GvHD-related. Diagnoss of aGvHD was based on dinical findings and
confirmed with histdogical evaluation if possible. The overall grading
system established by Przepiorka et al® was used. Grades II-IV were
treated with prednisone, usually 2 mg/kg/day. Failure of corticosteroids
was defined as overall aGvHD grade progression within 4 days of
treatment, absence of any response by day 7 or less than partial response
by day 14. No patients were exduded because of active infection, poor
performance status, or any other cause. All patienls gave their informed
consent, and the monoclonal Ab was admini d as ionate use
after approval by the institutional and | health auth

GvHD was assessed weekly after the initiation of rescue th

Infections after steroid-refractory acute GvHD
| Garcia-Cadenas et al

CRwasdefned as the sustained disappearance of all GvHD-related dinical
and | vh PR was an overall improvement of at least
nnegraﬁewthoutpmgruﬂm in any organ. The overall response rate
included CR pius PR rates. Improvement in one organ but progression in
another was ¢ 1. No resg included stable or
moglmmaﬁﬂlﬁadfuﬂwmedfuaddﬁa\dsmw

Infection-related definitions. Infection-related mortality (IRM) was defined
as death attributable to a recent severe infection by the primary physician
(s) and the coordinator of the study (IG). Any hactﬂia{ \riral o invaslve
fungal infection (IF) requiring Lv. tre I
were also included. All cases of CMV and EBV infeclion were !eponed
Infection data were collected retrospectively until the patient’s death or
last follow-up according to the Infectious Diseases Working Party of the
EBMT  guidelines  (http//www.ebmtorg/Contents/About-EBMT/Who
WeAre/ScientificCouncil/Documents/IDWPdefinitionspdf).  Other severe
viral infections induded were: (i) disseminated varicella-zoster virus (VZV)
infection; (ii) Human Herpesvirus 6 encephalitis, diagnosed by positive PCR
from cerebrospinal fluid; (i) Adenovins disease, diagnosed when
admovlrts was identified in ;arnpie; from an affected organ(s) by
histochemistry; (iv) p tia owing to a commu Jrﬁpuratuqr
virus; and (v) BK poiyornavims-relaled hemorrhagic cystitis.”

Statistical analysis
The primary end point of the study was analyzing the cumulative
incidence (Cum.inc.) of IRM and establishing its major risk factors, whereas
secondary end points were desaiption of the major types of severe
infections and the possible impact of the type of salvage anti-cytokine
used on the risk of IRM. Crosstabs and Student’s t-test were used to
identify baseline characteristics associated with this end point. Factors with
P—value <a1 in mhraram analysls were en'tered into a multivariate
Cox d ® Pwvalues <005 were
cmsldered statistically annlﬁcant. and the hazard ratios (HRs) and their
95% confidence intervals (95% confidence interval; Cls) were calcuiated. All

outcomes except 05 were analyzed as Cumlinc. with the ¢
competing risk factors. Data were analyzed using SPSSV.15 (SPSS lr\c.
Chicago, IL, USA) and the CMPRSK package in R 24.1. Unless spedified
otherwise, all time periods described and analyzed refer to the onset of
SR-GvHD and not to day 0 of the SCT.

RESULTS

Patient characteristics

Table 1 summarizes the study population. The median age was 51
years (range: 17-70) and 94.5% had an intermediate or high (>4)
EBMT risk score before SCT. Ninety-five patients (75%) were CMV
seropositive and 89 (70%) had presented a severe infection before
SR-GvHD development. Broad spectrum antifungal prophylaxis
that is, active against invasive mold infections, was used at some
point in 92 cases (73%). The median follow-up for survivors was
583 (37-5329) days.

GvHD outcomes

Acute GvHD occurred at a median of 34 days after alloSCT (range
7-250). Eight patients (6.3%) had grade II, 71 (56%) grade Il and
48 (37.8%) grade IV aGvHD when refractoriness to steroids was
established. Involved organs were the gastrointestinal tract in 119
cases (93.7%), the liver in 95 (74.8%) and the skin in 88 (69.3%)
cases. Salvage anti-cytokine therapy was started at a median of 14
(range: 4-122) days after GvHD onset Inolimomab was the rescue
option in 98 patients (77.2%), whereas 29 (22.8%) received

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

Table 2. Incidence of severe infection by type and time period
n=127)
Severe bacterial infections 77 (60.6%)
Median onset (days, range) 36 (0-3321)
100 days Cumlinc. (95% CI) 626% (526-726)
1-year Cum.Inc. (95% CI) 735% (635-835)
Coagulase-negative staphylococci 45 (35.4%)
Enterococcus faecals/foecium 12/23 (94/18%)
Pseudomonas aeruginosa 12 (94%)
Escherichia coli 13 (10.2%)
Extended: trum beta-lac E col 3 (23%)
Clostridium difficile-related diarrhea 6 (4.7%)
More than one severe infection 44 (34.6%)
Severe viral infections
CMV infection without disease 65 (51.2%)
Median onset (days, range) 15 (0-390)
100 days Cum.nc (95% CI) 57.3% (46.8-68)
1-year Cum.Inc. (95% CI) 675% (529-786)
Recurrent (22 episodes) of CMV infection 44 (35%)
CMV disease 18 (14%)
Early ( <day +30 after SR-GvHD diagnosis) 10 (55.5%)
EBV infection without PTLD (only PCR+) 4/79 (5.1%)
EBV-related PTLD 1 (0.8%)
Other HHV infections
HSV or VZV infections (HSV/NVZV) 16 (12.6%)
Systemic adenovirus disease 7 (5.5%)
LRT by community respiratory virus® 17 (13.4%)
Median onset (days, range) 80 (7-1142)
BK poly lated h rhagic cystitis 20 (15.79%)
Median onset (days, range) 31 (0-94)
Invasive fungal infections
Probable or proven invasive mould infection” 16 (12.6%)
Median onset (days, range) 28 (3-2575)
100 days Cuminc (95% CI) 12.2% (2.5-6.5)
1-year Cum.Inc. (95% CI) 14.2% (6.6-21.8)
Period after SR-GvHD diagnosis (% of cases)
Early ( <day +30) 10 (62.5%)
Invasive candidiasis and other yeast infections 2 (1.6%)
Abbreviati BM = bone CB = cord blood; Cumlnc. = cumulative
inddence; Cl=confidence interval; HD=Hodgkin disease; HHV = human
hupesvims‘ LRTI=lower respiratory tract infection; NHL = non-Hodgkin
h PB= ',‘ | blood; PTLD = postmnsplant lymphoprolifera-
tive disease. “Res y viruses isolated from lower respiratory tract
samples hcluded six inﬂumzae. six respiratory syncytial virus, three
\zag, one  rinovi and one metaneupmovirus. "Mould
infections were caused by Aspergillus spp in 14 cases. One case was due
to a mucor and there was one Fl due to Fusardum spp.

etanercept. Forty-five of the 98 patients (46%) in the inolimomab
group and 12 of the 29 (41.3%) in the etanercept group received
the monoclonal Ab as first-salvage treatment. The remaining
patients received this treatment after failure of prior salvage
therapy. The overall response rate on day +28 was 42.5% (CR 14%)
without differences between both monoclonal Ab (see Table 1 for
details).

Mature and incidence of severe infections
The incidence of the major severe infections by type and time
period are summarized in Table 2.

Bacterial and fungal infections. Seventy-seven patients (61%) had
severe bacterial infections at a median of 36 days (range: 0-3321)
after the diagnosis of SR-GvHD, with 34% having > 1 episode.
The 1-year Cum.Inc. of bacteremia was 73.5% (95% Cl 635-83.5).
Forty-five cases (35.4%) were due to coagulase-negative
Staphylococdi, while enterococcal bacteremia was documented
in 35 (27%) cases. Infections by Gram-negative bacteria occurred
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Table 3. Overall IRM, specific infections, NRM and 0S5 (h=127)

4-year IRM, n 200127 (22.8%)
100 days Cum.Inc. (95% CI) 17.6% (94-258)
1-year Cum.Inc. (95% Q) 36.5% (24.1-48.9)
4year Cum.inc. (95% Q) 46% (31.2-61)

Time period of IRM past SR-GvHD diagnosis

Early (before day +30) 7/29 (24.1%)

Intermediate (days +31 to +100) 9729 31%)

Late (after day +100) 13/29 (44.8%)
Median time to IRM, days (range) 88 (12-802)

Microblological cause of IRM
Bacterial infection 20/29 (69%)
Community respiratory virus 4729 (13.8%)
Invasive fungal infections 4/29 (13.8%)
CMV disease /29 (34%)

4-year NRM, n 100/127 (78.7%)

100 days Cumlnc. of NRM (95% CI)
1-year Cum.Inc. of NRM (95% CI)
4-year Cum.Inc. of NRM (95% CI)

54.6% (508-584%)
732% (698-766%)
823% (773-853%)

Median time to NRM (from SR-GvHD diagnosis), 43 (4-2760)
days (range)
Relapse of the underlying malignancy/death 8127 (6.3%)/5/127
from relapse (3.9%)
Median time from SR-GvHD to relapse, 263 (48-2469)
days (range)
4year 05, n 2127 173%)
100 days Cumlinc. of OS (95% Cl) 454% (366-542%)
1-year Cum.inc. of OS (95% CI) 24% (16-30%)
4-year Cum.Inc. of OS (95% CI) 14.9% (7.7-22.1)
Median time from SR-GvHD to death, days 43 (4-2760)
(range)
Primary cause of death
Acute GvHD 59/105 (56.1%)
Chronic GvHD 10/105 (9.5%)
Infection 29105 27.6%)
Relapse 5/105 (4.7%)
Others® 2/105 (2.8%)

Abbreviations: Cum.inc =cumulative incidence; IRM =infection-related
mortality; NRM = non-elapse mortality; OS5 =overall surviva; SR-GvHD =
steroid refractory acute GvHD; 95% Cl =95% confidence interval. 1 PTLD,
1 di L d VZV, 1 di i 1 ad i SR-GvHD  steroid
refractory graft versus host diseasel aGvHD: acute GvHD; cGvHD: chronic
GvHD. 1 Severe hemorrhage, 1 distress respiratory syndrome.

in 24 cases (19%), and six patients (4.7%) presented C. difficile-
related colitis. We identified seven patients (5.7%) who developed
multidrug-resistant infection. The most frequent organisms were
as follows: Stenotrophomonas maltophilia (3), vancomycin-resistant
enterococd  (2), Acinetobacter Ba i (1), F di
aeruginosa (1). In 25 cases (32%) bacterial infections were fatal.

Sixteen patients (12.6%) developed an IFl, including probable
and proven forms. Invasive aspergillosis was the most common IFI,
accounting for 87% of cases, in addition to one case of
mucormycosis and one fusariosis. Five patients were under low
dose Amphotericin B lipid complex prophylaxis (1 mg/kg/days) at
the time of IFl diagnosis. The 1-year Cumlnc. of invasive
aspergillosis was 14.29% (95% C1 44-20). Most of the cases (75%)
occurred in the first 100 days of SR-GvHD, with a median onset of
28 days (range 3-2575).

CMV and other viral infectionsi. The rate of CMV reactivation was
51.2%, with a 100- day and 1-year Cum.inc. of 57.3% (95% Q1
47-68%) and 67.5% (95% Cl 56.6-79%), respectively. Forty-four
patients (34.6%) had one or more recument episodes. CMV disease

Bone Marrow Transplantation (2016), 1-7

! —
0.8 —
=
T 0.6
g
= o
g %
3 0.2
T T T e
0 500 1000 1500
4-year infection-related-mortality: 46% (31.2-61)
Figure 1. Four-year infection-related mortality (IRM) cumulative
incidence esti from a © ing risk model, calculated for all

127 patients from the start of salvage therapy for steroid-refractory
acute GvHD. A full color version of this figure is available at the Bone
Marrow Transplantation journal online.
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Figure 2. 4-year overall survival probability estimate, calculated for
all 127 patients from the start of salvage therapy for steroid-
refractory acute GvHD. A full color version of this figure is available
at the Bone Marrow Transplantation journal online.

occurred in 18 patients, in six of them without a prior diagnosis of
CMV infection. The organ involved was predominantly the
gastrointestinal tract (n=11), followed by the lung (n=7). Only
one patient died owing to CMV disease.

Twenty patients (16%) had grades Il to IV BK polyomavirus-
related hemorrhagic cystitis at a median of 31 days after the
diagnosis of SR-GvHD (range: 0-94). EBV infection was documen-
ted in 4 of the 79 monitored patients (5.19%). The only case of
EBV-related PTLD occurred before the introduction in our standard
practice of routine PCR screening for EBV DNAemia.

Pneumonia by a community respiratory virus was found in
134% of patients, with several cases (8/17) documented in
long-term survivors (>1 year after the onset of SR-GWHD) who
suffered moderate-to-severe cGvHD. Other severe viral infections
are shown in Table 2.

IRM and OS5
Table 3 shows in detail the number, incidence and causes of IRM,
NRM and deaths owing to relapse. Initially, we analyzed the

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

101



Infections after steroid-refractory acute GvHD
| Garcia-Cadenas et al

Table 4. Univariate and multivariate analysis of the 4-year IRM
Variables 4-year IRM
Univariate analysis Multivariate analysis
CumJnc. (95% CI) P-value P-value HR (95% CI)
Recipient age. in years
<40 (n=30) 36.5% (203-52.7) 0.07 0.2
=40 (h=97) 52% (34.8-69.2)
GWHD prophylaxis
CsA-based (n=116) 51.4% (356-67.2) 0.04 09
Sirolimus+Tacrolimus (n=11) 0%
Rituximab 6 months before SCT
No (n=114) 41.2% (266-55.8) 0.07 0.03 42 (1.1-163)
Yes in=13) 69.7% (64.7-84.7)
Severe infections prior anti-cytokine
No (n=37) 21.6% (38-394) 0.03 0.02 58 (13-263)
Yes (n=86) 59% (40.4-77.6)
Lymphocytes < 0.3 x 10%1°
No (n=65) 41.6% (214-62.8) 01 03
Yes (n=62) 53% (29.9-75.9)
Albumin < 25 g/dL®
No (n=76) 41.2% (212-61.2) 0.04 05
Yes (n=51) 56.9% (34.1-79.7)
C-reactive protein > 15 IU/mL®
No (n=37) 34.7% (139-55.5) o.08 0.04 29 (1.1-85)
Yes (n=36) 632% (35-91.4)
Salvoge anti-cytokine therapy used 1year NRM
Inolimomab (n=98) 51% (35-67) 01 NA
Etanercept (n=29) 22% (6-37)
Owverall resp rate to salvage th
Yes (n=54) 27% (13-41) 001
No (n=73) 53% (30-75)
Abbreviations: 95% C1=95% confidence interval; CumJnc.=cumulative incidence; HR= Haza'd ratio; IRM = infectionrelated mortality; K-M = Kaplan-Meier
probability; NA =not applicable. (as analysis of 4-year NRM and its inclusion in the muki dysis is not possible owing to the more recent use of
etanercept and thus the shorter follow-up in squors (see Tmle 1)). Other variables tested in the univariate anatyses induded: redipient and donor sex,
disease phase, | poietic stem cell transpl C y Index, EBMT score, Disease-risk Index score, prior SCT, year of SCT, source of stem cells,
conditioning regimen, use of TBI, donor type, CMV serostatus, MoAb as first-salvage treatment, overall grade of SR-GvHD, prophylaxis with broad spectrum
antifunga, and monocyte, neutrophil and platelet counts at the onset of salvage therapy. All these had a P-value > 05 in univariate analysis and are
thus not included in the table. *These variables refer to their values on the firg day of anticytokine therapy for SR-GvHD. "Variable analyzed as a
time-dependent covariate.

impact of year of allo5CT (and of SR-GvHD) on long-term
outcomes and found that NRM, IRM and OS were equivalent over
time (data not shown). IRM and OS at 4 years were 46% (95% Cl
31-61%) and 15% (95% C1 7.7-22%), respectively, as shown in
Figures 1 and 2. Acute (56.1%) or chronic (9.5%) GvHD was
considered the most common primary cause of death, followed by
infections (27.6%). Median time to IRM was 88 days after the
diagnosis of SR-GvHD (range: 12-802) with 55% of these deaths
occurring in the first 100 days. Bacterial infections were the main
cause of IRM (20/29), followed by IFl and pneumonia by a
community respiratory virus (4/29 cases each). Disease relapse was
the primary cause of death in only 5 cases (3.9%).

Risk factors for IRM

Predictors of IRM are shown in Table 4. In multivariate analysis
variables with an impact on IRM were: (i) use of rituximab in the
6 months before alloSCT (HR 4.2; 95% C 1.1-16.3); (ii) severe

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

infection prior to the onset of SR-GvHD (HR 58; 95% Cl 1.3-263);
and (iii) a serum Creactive protein>15 IU/mL at the start of
salvage treatment (HR 2.9; 95% Cl 1.1-85).

Late severe infections and IRM in SR-GvHD long-term survivors
Twenty-one patients (17%) were alive and disease-free for
=1 year after SR-GvHD onset. Neary all (90%) developed one or
more late severe infection. Two patients with moderate ¢cGvHD
developed sepsis caused by encapsulated bacteria and five (24%)
had community respiratory virus-associated pneumonia. Five
cases of severe HSV or VZV infections were documented.

Eleven of these 21 patients died at a median of 870 days
(range, 369-3723) after the onset of SR-GvHD. Chronic GvHD
was considered the primary cause of death in 56% of the
patients followed by opportunistic infections (26%) and disease
relapse (18%).
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DISCUSSION

Although opportunistic infections are a well-known cause of
morbi-mortality in recipients of an alloSCT, the rates of the
different infections and their impact on NRM after SR-GvHD have
been scarcely analyzed.""™™ In the current study, most severe
infections occurred within 100 days from the onset of SR-GvHD,
and the 1-year incidence of bacterial, viral and fungal infections
was 74%, 65% and 14%, respectively. The incidence of pathogen-
defined 4-year IRM was 46%, and bacterial infections were the
maost common lethal infections. A recent detailed analysis of the
infectious complications among 250 alloSCT recipients enrolled in
the BMT CTN 0201 trial showed that 79.7% of patients developed
at least 1 infection 2 years after SCT. Nevertheless, the 2-year Cl of
invasive aspergillosis and CMV infection in seropositive recipients
were 36% and 36.9%, respectively, with infections listed as the
primary cause of death in only 5% of patients who died."
However, the impact of SR-GvHD was not analyzed in this study.

A significant finding in this study was the high rate (37%) of
enterococcal infections, despite the rarity of vancomycin-resistant
Enteorococcus faecium cases in our institutions. This is in line with
recent studies on the role of the ‘pathogenic’ intestinal micro-
biome in patients with active Gl GvHD,'® who suffer a major loss of
bacterial diversity with predominant and prolonged persistence of
enterococci. There is still no evidence as to whether this
overgrowth is involved in the development of GI GvHD or is
merely a sumogate marker of disease severity.”” Nevertheless,
these changes, combined with the loss of the protective Gl barrier
and antibiotic selection explain the high rates of breakthrough
enterococcal bloodstream infections.

Unfortunately, the number of events in our study was not high
enough to detect the potential poor prognosis associated with
enterococcal infections, as reported previously.'®

In terms of viral infection, the rate of BK polyomavirus-
hemorrhagic cystitis was high (15%), as Npected. in contrast to
the low incidence of EBV reactivation.'®*® Perhaps surprisingly,
the mortality from IFl, CMV disease and other severe viral
infections was low, supporting the efficacy of currently available
strategies for the prophylaxis, and early diagnusls—based
(or pre-emptive) treatments of these life-threatening infections.”’
Importantly, our data demonstrate that non-Aspergillus mold
infections remain uncommon in our centers, even in these very
high-risk patients.”

Variables found to significantly worsen the 4-year-IRM induded
the use of rituximab in the 6 months before SCT, prior severe
infection and a baseline serum C-reactive protein level > 15 IU/mL.
No other classical risk factors such as disease phase or HCT-Cl were
associated with IRM, which is probably the consequence of patient
heterogeneity and the 15-year study period. In addition, we
speculate that, once established the strongly debilitating effect
on the immune system of GvHD and its intensive management
minimizes the influence of pre-alloSCT variables, which have a
strong predictive impact before SCT. 52

Prior studies have d rated a close rel hip between
the severity of post-SCT complications and the magnitude of
C-reactive protein release, which has been considered an
independent prognostic factor.”’ Moreover, we found that a
severe infection before SR-GvHD was a significant risk factor for
IRM. This finding may simply be related to the fact that host
factors which increase the risk of an early severe infection are still
relevant a few weeks later during treatment of SR-GvHD. Finally,
the observation regarding rituximab is intriguing and deserves
further investigation. However, owing to the small sample size, we
were not able to evaluate the specific contribution of well-known
rituximab side effects such as hypogammaglobulinemia or late-
onset neutropenia on the risk of severe infections and IRM. ™

An interesting finding was that none of the 11 patients who
received sirolimus-based GvHD prophylaxis died from an infection.

Bone Marrow Transplantation (2016), 1-7

In addition, a trend toward a lower IRM was observed in patients
rescued with etanercept However, we would like to emphasize
the suggestions made by Martin et al™ in a 2012 review, who
highlight that no valid conclusions can be made regarding the
efficacy of salvage therapies for SR-GvHD from retrospective
studies. An apparently paradoxical finding is that despite
improvements in supportive care over the past 2 decades, the
survival of patients with SR-GvHD has not improved over time and
IRM is still a major contributing cause of death in this setting. This
finding is in line with recently published studies.*®

Our study, of course, shares the limitations inherent to all
retrospective analyses of complex dinical scenarios, induding the
inability to assign any specific severe infection(s) as the primary or
secondary causes of death in patients with active severe SR-GvHD
at the time of this infection. In addition, we were not able to
evaluate the impact of the cumulative steroid dose on outcomes,
which seems particularly important in this setting.”’

With a median follow-up for survivors of 10 years, the estimated
rate of 1-year and 4year OS5 were poor, 24% and 15%,
respectively. The introduction of anti-cytokine therapy failed to
improve the dismal prognosis of severe SR-GvHD and was
associated with a high rate of opportunistic infections. Espedially
worrisome is the high rate of bacteremia; although barely present
in the cument patient series, the proportions of multi-drug
resistant Gram-negative and Gram-positive bacteria are rising
worldwide, and death due to these infections is expected to
increase in the near future.” Patients with SR-GvHD are, of course,
the perfect hosts for such life-threatening multi-drug resistant
bacterial infections. As the ability to prevent, diagnose and treat
the broad range of potential opportunistic infections that may
occur is limited, only increasing the response of SR-GVHD with a
concomitant improvement of innate and pan-specific immune
responses may one day lead to long-term GvHD and severe
infection-free survival.
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7. Discusion

El alo-TPH se asocia a una MRT variable segun las caracteristicas del paciente, el tipo de
donante y la intensidad del acondicionamiento, entre otros factores. Los cambios introducidos
en los ultimos afios en relacion a la diversidad en la fuente de PH, el grado de compatibilidad
donante-receptor, las mejoras del tratamiento de soporte y la menor toxicidad asociada a las
pautas de acondicionamiento de intensidad reducida han permitido mejorar los resultados y
hacer extensible esta terapia potencialmente curativa a un nimero cada vez mayor de pacientes.
Sin embargo, en el TPH de donante alternativo, la MRT a un afo continua entre el 30-40% en
las diferentes series, y alcanza cifras superiores en algunos subgrupos, como es el caso de

pacientes con enfermedad activa pre-TPH o aquellos con comorbilidades relevantes.

La MRT se relaciona principalmente con dos aspectos, la aparicion de EICR vy las
complicaciones infecciosas graves que junto a la recaida de la enfermedad de base permanecen
como los principales obstaculos para optimizar los resultados del procedimiento. En el ambito
de la EICR, los avances no han sido, ni mucho menos, tan llamativos como en el resto de
campos en estudio. La introduccion de nuevas estrategias preventivas y agentes
inmunodepresores no ha ido de la mano por el momento de una mejora clara en los resultados.
Esto se explica por la dificultad para encontrar un balance optimo que preserve el EICT
disminuyendo a cifras muy bajas la aparicion de EICRa, especialmente moderada y severa y la
EICR crénica extensa. Hasta la fecha, las estrategias eficaces en la disminucion de la EICR se
han asociado a un aumento importante en los problemas infecciosos, sin mostrar una mejoria
final en la supervivencia. De forma inversa, el intento de preservar la EICT se asocia en cambio
a la aparicion de un numero elevado de pacientes con EICR, que si se extiende de forma rapida
pese a la instauracién de tratamiento corticoideo tiene el mismo prondstico infausto que hace 30

anos.

Por ello, el estudio en profundidad de las complicaciones aloinmunes post-TPH y la
identificacion de potenciales estrategias de mejora en los distintos ambitos de actuacién son
temas de vital importancia. En esta linea, la presente tesis se compone de tres manuscritos que
analizan de forma especifica distintos aspectos de la profilaxis y el tratamiento de la EICR asi

como su asociacion con la aparicién de complicaciones infecciosas graves.
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7.1. Sobre el primer trabajo de la Tesis

En el primero de los trabajos que conforman esta Tesis Doctoral se evalué de forma especifica
el impacto de los niveles adecuados de inmunodepresion las primeras semanas post-TPH tanto

en la aparicién de EICRa moderada y severa como en los resultados finales del TPH.

Algunos grupos analizaron previamente esta asociacidbn en receptores de TPH con
acondicionamiento mieloablativo, donde se ha demostrado que unos niveles correctos de CsA
en sangre durante el periodo peri-injerto pueden modificar de forma clara la incidencia de

EICRa grado 2-4 (Izumi et al, 2007; Malard et al, 2010).

En nuestro caso, el ambito de estudio fue el alo-TIR. Esta particularidad es importante por
varios motivos: en primer lugar, por la inexistencia de informacién especifica en este contexto,
siendo la mayor parte de analisis en TPH convencional o incluyendo pacientes con plataformas
de TPH muy heterogéneas. En segundo lugar, porque ya desde la década de los 90 (Giralt et al,
1997; Slavin et al, 1998) se conoce la especial importancia de un adecuado equilibrio en la
inmunodepresién en esta modalidad de TPH, que basa la curacién de una forma mucho mas
marcada en el EICT al reducir la capacidad antitumoral del acondicionamiento. Por ultimo, cabe
destacar el importante papel que ha tenido el Hospital de Sant Pau en el avance en el
conocimiento, tanto tedrico como de optimizacién del manejo clinico en este escenario, con
publicaciones pioneras de muy alto nivel (Martino et al, 2002 y 2006; Valcarcel et al, 2008;
Pifiana et al, 2010), que han convertido el alo-TIR en una de las principales lineas de

investigacion de nuestro grupo.

El estudio incluy6 un total de 156 pacientes consecutivos receptores de un primer alo-TIR de
hermano HLA idéntico. Uno de los puntos fuertes del disefio fue la homogeneidad tanto en la
plataforma de TPH (PH de sangre periférica, acondicionamiento basado en Fludarabina y un
agente alquilante, profilaxis con CsA como pilar fundamental y ausencia de deplecion T) como
en la aplicacion de un protocolo especifico de monitorizacién y ajuste de la inmunodepresion.
Estudios previos de nuestro grupo (Delgado et al, 2009; Pifiana et al, 2010) habian mostrado la
ausencia de impacto del uso de CsA+MTX vs CsA+ MFM o busulfan vs. melfalan en el

desarrollo posterior de EICRa 2-4, por lo que todos los casos se analizaron de forma conjunta.

El primero de los hallazgos del estudio fue que, a pesar de una monitorizacion intensiva con
ajustes frecuentes de dosis, gran parte de los pacientes presentaban niveles de CsA por debajo

del rango terapéutico durante el post-TPH precoz.
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Unicamente un 15% se encontraban dentro del rango deseado durante la primera semana post-
TPH, mientras que en las 3 semanas posteriores entre un 11-17% continuaban con cifras medias

de CsA claramente infraterapéuticas.

Entre los posibles factores que explicarian estos datos podria pensarse en el uso de periodos de
perfusion cortos del farmaco (aprox. 2 horas) en comparacién con las 12-24 h en que se
administra en otros centros (Kanda et al, 2006), la monitorizacion algo menos frecuente,
habitualmente bisemanal, en lugar de cada dos dias (Martin et al, 2003; Song et al, 2009) y
especialmente, en el ajuste de dosis un tanto conservador en aquellos pacientes con
concentraciones muy bajas del farmaco por miedo a la aparicion de efectos secundarios

asociados a su ascenso brusco.

En nuestra serie, y en linea con el estudio de Lanino et al, el inicio de la CsA en el dia -7 vs. el -
1 no se asocio a diferencias significativas en la concentracion sanguinea del farmaco durante la
primera semana post-TPH. Sin embargo, teniendo en cuenta el bajo nimero de pacientes
incluidos en ambos grupos y a tenor de que otros trabajos han observado diferencias en los
resultados del TPH asociadas al inicio precoz del farmaco (Kedmi et al, 2012) seria de interés

profundizar en este aspecto evaluando una serie mas amplia de pacientes.

El segundo de los hallazgos del trabajo fue la demostracion de que niveles bajos de CsA en la
tercera semana post-TPH se asociaban, en el analisis multivariado, a una mayor incidencia de
EICRa grado 2-4. En 1988, Yee et al describieron por primera vez la asociacion entre los
niveles infraterapéuticos de CsA y la aparicion de EICRa en la semana posterior. Desde
entonces, varios grupos han demostrado que la presencia de niveles subterapéuticos, aunque
sblo sea de forma transitoria, tiene un impacto negativo en la incidencia y severidad de la
EICRa. Sin embargo, existen discrepancias sobre el periodo en que se considera mas relevante
el ajuste estricto de los niveles de CsA y especialmente sobre la existencia o no de un impacto

directo de la adecuada inmunosupresion en los resultados finales del TPH.

De manera similar a la que muestran otros grupos (Satwani et al, 2005), nuestra serie presenta
una incidencia de EICRa moderada y severa del 45% (IC 34-50%) a dia +180, con una mediana
de aparicion de 42 dias (rango: 16-185) desde el TPH. La mayor frecuencia de esta
complicacién en pacientes con concentraciones subdptimas de CsA en sangre durante la tercera
semana post-TPH, coincide con el periodo peri-injerto, que se sitla entorno al dia +15 (rango:

10-29) en nuestra serie.
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Datos similares, remarcando la importancia de los inhibidores de calcineurina en la tercera
semana post-TPH, han sido reportados por otros grupos, tanto con CsA como con tacrolimus,
(Kanda et al, 2006; Mori et al, 2012; Zeighami et al, 2014) que también atribuyen sus
resultados a la correlacién con el injerto leucocitario y la proliferacion y activacion posterior de
linfocitos del donante, que causa el desarrollo de EICR una semana después. En contraposicion,
otros grupos describen mayor impacto de los niveles subdptimos de inmunosupresion en la
primera semana post-TPH con el desarrollo ulterior de EICRa (Martin et al, 2003; Malard et al,
2010; Ganetsky et al, 2016). En su mayor parte, son andlisis en receptores de alo-TPH con
acondicionamiento mieloablativo en que los hallazgos se explicarian por el papel del mayor
dafio tisular asociado al tratamiento de acondicionamiento y la importancia de frenar la cascada

inflamatoria secundaria en la fase inicial del proceso.

En tercer lugar, nuestro estudio no pudo demostrar un impacto directo de los niveles de CsA en
la MRT y la SG, pero si objetivd unos mejores resultados del TPH a largo plazo en los pacientes
gue no desarrollaron EICRa 2-4. En nuestra serie, la MRT a un afio fue del 20% (1C95%: 15-28)
y la SG a uno y 5 afios del 67% (IC95%:59-74) y el 45% (IC95%:33-51), respectivamente. En
el analisis multivariado, las Unicas variables que se asociaron a una mayor MRT y peor SG
fueron la enfermedad en fase avanzada al TPH y el desarrollo de EICRa grado 2-4. Los niveles
bajos de CsA en la tercera semana post-TPH mostraron cierta tendencia como factor de riesgo
independiente en la MRT, pero no alcanzaron la significacién estadistica (p=0.06). Estos
resultados son similares a los publicados por la mayor parte de grupos (Wingard et al, 1998;
Kanda et al, 2006; Malard et al, 2010) que establecen una relacién clara entre la
inmunodepresion suboptima y la aparicion de EICRa, pero encuentran mas dificultades a la hora

de demostrar su impacto directo en la SG.

Los beneficios terapéuticos de la CsA estan limitados por la aparicion de efectos secundarios
graves. Una de las complicaciones mas serias del farmaco es la nefrotoxicidad. Las formas
agudas de esta complicacion se caracterizan por la vasoconstriccion renal inducida por un
disbalance en la liberacion de sustancias vasoactivas y radicales de oxigeno que producen un
descenso en el filtrado glomerular y vasoconstriccidbn de la arteriola aferente. Estas formas
suelen ser reversibles si el fArmaco se retira 0 se ajusta su dosis (Bennett et al, 1983, Pifiana et
al, 2009). En nuestra serie un tercio de los pacientes presentaron algun grado de fracaso renal
agudo (FRA) durante las primeras 5 semanas post-TPH. Estas cifras son similares a las
reportadas en estudios previos (Parikh et al, 2004, Kersting et al, 2008). En un 71% de los
casos, la CsA se considerd el Gnico agente etiolégico responsable. Seis pacientes (3.8%)

desarrollaron una MAT.
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En el 2009, Pifiana et al. publicaron los principales factores de riesgo para el desarrollo de FRA
en el ambito del alo-TIR. Entre ellos se incluian (1) haber recibido mas de 3 lineas de
quimioterapia pre-TPH, (2) el uso de MTX como profilaxis de EICR, (3) la presencia de EICRa
3-4 y (4) la diabetes mellitus. La relacion entre EICR activa y FRA podria relacionarse con el
mayor uso de farmacos nefrotoxicos y la deshidratacién, aunque otros datos apuntan a un

vinculo bidireccional, estando ambas complicaciones intimamente relacionadas.

Algunos estudios han relacionado los niveles elevados de CsA con el desarrollo posterior de
FRA (Kennedy et al, 1985). En nuestra serie, sin embargo, la concentracién mediana de CsA en
sangre la semana previa no fue diferente en los pacientes con FRA o MAT respecto a los que no
presentaron complicaciones de este tipo, incluso en el subgrupo de pacientes con FRA atribuido
de forma directa al farmaco. De la misma manera, la incidencia de EICRa 2-4 no fue distinta en
los pacientes con FRA respecto a los que no presentaron alteraciones renales. Wingard et al,
mostraron datos diferentes en su serie, en la que los pacientes con concentraciones elevadas de
CsA presentaban una mayor incidencia de FRA pero un menor riesgo de EICR sin impacto final

en los resultados del TPH a largo plazo.

Las principales limitaciones de este estudio incluyen las propias de todo andlisis retrospectivo,
ademas del uso de concentraciones medianas de CsA semanales en lugar del ABC como método
de andlisis. Sin embargo, como ya se ha discutido en apartados previos de este trabajo doctoral,
persiste cierta controversia sobre las ventajas e inconvenientes de los distintos métodos de
medicion (Jin et al, 2008; Duncan et al, 2010). Un aspecto de gran interés que no pudimos
analizar en detalle a causa del limitado niUmero de pacientes fue la relacion entre los niveles de

CsAYy las recaidas ulteriores de la enfermedad de base.

El conjunto de resultados obtenidos permiten confirmar el rol central de la inmunodepresién
cladsica y su adecuado manejo en el ambito del alo-TIR en nuestra practica clinica habitual.
Teniendo en cuenta la ausencia de una relacion clara entre los niveles elevados de CsA y su
toxicidad y conociendo la mayor incidencia de EICRa 2-4 (y su asociacién con la MRT) en
pacientes con niveles infraterapéuticos del farmaco, deben vigilarse las reducciones de dosis en
aquellos pacientes con niveles cerca o por encima del limite terapéutico en ausencia de
toxicidad. Evitar caidas de la concentracion de CsA en sangre en los dias posteriores podria

traducirse en una mejoria global de los resultados del TPH a largo plazo.

A pesar de los esfuerzos realizados en el campo de la profilaxis de la EICR existe un amplio
margen de mejora. Algunas de las posibles nuevas estrategias y lineas de investigacion se

describen de forma somera al final de este apartado.
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7.2. Sobre el segundo trabajo de la Tesis

Una vez demostrada la importancia de una adecuada profilaxis farmacoldgica en la mejora de
los resultados del TPH, y teniendo en cuenta el cada vez mas conocido papel de las citoquinas
pro-inflamatorias en la fisiopatologia de la EICRa, se planteé como siguiente cuestion a
investigar la eficacia de uso de los AcMo inhibidores de su produccion como tratamiento de

aquellos pacientes con formas de afectacion moderada y/o grave sin respuesta a esteroides.

En concreto, decidimos ampliar una serie limitada de casos tratados con inolimomab, un
inhibidor del receptor de la interleuquina-2, que publicé hace unos afios nuestro grupo (Pifiana
et al, 2006) y modificamos el formato inicial del estudio para incluir el mayor nimero posible

de las recomendaciones recientemente publicadas por Martin et al., centradas en la mejora en la
estructura y calidad de los estudios para evaluar tratamientos de segunda linea frente a la
EICRa.

A pesar de la persistente limitacion que comporta una evaluacién retrospectiva de datos, se
establecieron criterios claros de inclusion y minimos de exclusion al permitirse la
administracion del tratamiento a pacientes con infecciones activas o muy recientes y/o un estado
funcional marcadamente deteriorado. El esquema de tratamiento con inolimomab se establecio
de forma clara y no se modific6 durante todo el periodo de estudio, se describieron los
inmunodepresores concomitantes (a excepcion de la dosis acumulada de esteroides, dada la
ausencia de datos completos) que se consideraron en los analisis de respuesta y supervivencia.
A su vez, se siguieron criterios objetivos de valoracion de la respuesta al tratamiento, con
evaluaciones frecuentes y documentadas de igual manera en todos los casos y se considero la
respuesta global en el dia +30 como uno de los indicadores principales del estudio, dada su
conocida relacion con la MRT (Levine et al, 2010). Las muertes, las recaidas de la enfermedad
de base y/o la introduccion de nuevos inmunodepresores se consideraron eventos competitivos
en el andlisis estadistico. Ademas, se actualizé el seguimiento de los pacientes incluidos en el
estudio inicial, con una mediana final de seguimiento de 60 meses en el grupo de
supervivientes, y se publicaron datos de supervivencia a 6 meses, 1y 2 afios desde el inicio del

tratamiento de rescate.

Globalmente, un 42% de los pacientes del estudio presentd una respuesta inicial a inolimomab,

con un 14% de respuestas completas en el dia +30. Las cifras fueron mejores en aquellos
individuos sin afectacién digestiva, en que las respuestas precoces ascendian al 70%. Estos
datos son similares a los publicados en el estudio preliminar (50% respuestas globales, con 20%
RC) asi como en otras series de pacientes con EICR refractaria tratados con AcMo inhibidores

de la IL-2 (Hervé et al, 1990; Anasetti et al, 1994).
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Tres de los factores asociados a alcanzar algun tipo de respuesta en el dia +30 eran esperables:
1) grados 2-3 de afectacion global de la EICR, 2) ausencia de linfopenia grave, 3) ausencia de
afectacion digestiva, que mostré una clara tendencia sin llegar a la significacion estadistica,
probablemente por el limitado tamafio muestral. El cuarto factor, fue el inicio tardio del
tratamiento con inolimomab. Este aspecto, que resulta discordante respecto a la informacion
obtenida en el estudio preliminar, en que los pacientes que recibian el tratamiento de rescate en
los primeros 15 dias desde el diagndstico de EICR respondian mejor, puede explicarse por un
sesgo de seleccion tiempo-dependiente. Es decir, aquellos individuos que sobreviven un tiempo
prolongado desde el inicio de la EICR y estando bajo tratamiento esteroideo a dosis altas son
probablemente méas fuertes biolégicamente y/o tienen una EICR de progresion mas lenta y

menos agresiva.

El hallazgo fundamental de este segundo trabajo fue la marcada caida en la supervivencia global
respecto a los esperanzadores resultados del estudio preliminar. Asi como en la publicacion del
2006 la SG a un afio para la cohorte completa era del 30%, con un 59% de supervivientes a
largo plazo en el grupo pacientes respondedores al rescate, ampliar el tamafio muestral de la
serie y alargar el seguimiento de los pacientes llevo a una SG a 6, 12 y 24 meses del 34%
(IC95%: 24-44), 22% (IC95%: 13-31) y el 18% (IC95%: 10-26), respectivamente.
Especialmente llamativos son los hallazgos en el grupo de pacientes con respuesta inicial al
inolimomab, que a pesar de ello presentan una SG a 2 afios de solo el 33% (IC95%: 18-48).
Estos resultados, son similares o incluso inferiores a los reportados en una revision reciente
(Martin et al, 2012) en la que se incluyen cifras obtenidas de 29 estudios, donde las respuestas
globales medianas fueron del 58%, con RC del 32% y SG a 6 meses del 49%. Muy
probablemente, nuestros peores resultados estén influenciados por el andlisis del papel del
farmaco en la préactica asistencial diaria, sin la aplicacion de los estrictos criterios de exclusion
habitualmente requeridos en los ensayos clinicos, que comportan un mas que conocido sesgo de

seleccién y una habitual sobreestimacion de la eficacia de los tratamientos evaluados.

En nuestro estudio, igual qgue en muchas de las publicaciones en este contexto clinico (Hsu et al,
2001; Martin et al, 2012), la principal causa de fracaso del procedimiento fueron los rebrotes de
la EICR aguda Y las infecciones coexistentes. Un 86% de los pacientes de la serie presentaron al
menos un episodio de infeccion grave durante el periodo de seguimiento. En un 65% se
documentd al menos una infeccion bacteriana. Un 59% presentaron una 0 mas reactivaciones
del CMV, con 15 casos de afectacion organica y hubo un 22% de individuos afectos por una

IFI. Las muertes atribuibles a infeccion representaron un 27% del total.

Una de las mayores limitaciones del trabajo fue la ausencia de un grupo control. Se considero

inapropiado utilizar una cohorte histérica incluyendo pacientes tratados con otros agentes de
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rescate ya que se han experimentado grandes avances en el tratamiento de soporte en los Ultimos
afios, que probablemente contribuyen a la prolongacion de la supervivencia inicial de la mayor
parte de pacientes y podrian dificultar la interpretacion de resultados. Otras limitaciones del

trabajo son las propias de los estudios retrospectivos.

El estudio aporta una serie de conclusiones relevantes para la practica clinica diaria. En primer
lugar, y en consonancia con estudios previos, podemos concluir que la SG en los pacientes con
EICRa refractaria no ha mejorado en los Gltimos afios. En nuestro caso concreto, inolimomab,
no parece aportar ningun beneficio respecto al resto de agentes de rescate. En segundo lugar,
parece importante identificar de forma progresiva aquellos factores que permitan predecir la
respuesta a los tratamientos disponibles e individualizar asi el manejo de cada paciente.
Nuestros datos confirman también el importante papel de las infecciones oportunistas en el
prondstico infausto de estos pacientes, lo que abre una nueva linea de investigacion de enorme
interés. En ultimo lugar, este estudio es un ejemplo de la importancia de la evaluacion de los

resultados a largo plazo en el terreno de la EICR.
7.3. Sobre el tercer trabajo de la Tesis

Los dos primeros trabajos incluidos en la presente tesis confirman que la presencia de
infecciones oportunistas es muy habitual y tiene un impacto deletéreo en los resultados del alo-
TPH. En el primero, que incluye una serie homogénea de receptores de alo-TIR, 16 de los 87
pacientes que fallecieron durante el seguimiento (18%) lo hicieron por una infeccion
oportunista. En el segundo, que evaluaba un grupo amplio de pacientes de alto riesgo, con
EICRa resistente a esteroides, estas cifras ascendian de forma marcada, y se consideré la
infeccibn como evento final en un 27% de los casos. A pesar de que en la mayor parte de
estudios evaluando farmacos de rescate para la EICRa las infecciones son siempre descritas
como uno de los principales problemas durante el seguimiento de los pacientes, no existen datos
especificos en la literatura evaluando su epidemiologia, incidencia e impacto en este escenario.
Por ello, en el tercer trabajo que conforma esta tesis centramos los esfuerzos en profundizar en

este aspecto.

Para reunir el maximo namero de pacientes, disefiamos un estudio conjunto con el Servicio de
Hematologia del Hospital Vall d’'Hebron de Barcelona, centro con el que compartimos

estrategias de profilaxis y tratamiento de la EICRa asi como métodos de monitorizacion y
manejo de infecciones. Se incluyeron un total de 127 pacientes adultos que recibieron
tratamiento con inolimomab o etanercept tras el desarrollo de EICRa grado 2-4 resistente a

esteroides.
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La IAc a un afio de las infecciones mas comunes fue: 73.5% (IC95%: 63-83) de infeccion
bacteriana, 67.5% (IC95%: 57-79) de reactivacion de CMV y 14% (IC95%: 4-20) de
aspergilosis invasiva, que se diagnosticaron de forma prioritaria en los primeros 100 dias tras el
diagnostico de EICR refractaria. Otros procesos infecciosos frecuentes fueron la cistitis
hemorragica moderada o grave asociada a poliomavirus BK en un 16% de los pacientes y las
reactivaciones de VEB que se documentaron en un 5% de los pacientes monitorizados y muy

infrecuentemente derivaron en un SLP-PT asociado al virus.

Un andlisis publicado recientemente (Young et al, 2016), analizaba en detalle las
complicaciones infecciosas acaecidas en un total de 250 pacientes incluidos en el ensayo clinico
BMT CTN 0201. Las infecciones, fueron muy frecuentes en términos generales, con un 79% de
los pacientes desarrollando al menos un episodio grave durante los dos primeros afios post-
TPH. Sin embargo, la IAc de aspergilosis invasiva y reactivacion de CMV en individuos
seropositivos a 2 afos fueron claramente menores que en nuestro estudio, con unas cifras del
3.6% y el 37%, respectivamente. En esta serie las infecciones se consideraron responsables del
fallecimiento en solo un 5% de los pacientes. Sin embargo, el estudio no hace referencia al

impacto de la aparicion de EICR, especialmente en caso de cértico-refractariedad.

Un aspecto de enorme interés en la actualidad, es la progresiva aparicion, en la mayor parte de
centros de TPH, de cepas de gérmenes resistentes a antimicrobianos (Mikulska et al, 2014). Este
problema, que afecta al conjunto de servicios clinicos de los centros hospitalarios es todavia
mas relevante en las Unidades de Hematologia, donde existe un nimero muy elevado de
pacientes con necesidad de antibioterapia, en muchos casos empirica y de amplio espectro,

durante periodos de tiempo muy prolongados.

En nuestro estudio, los agentes etiolégicos més frecuentemente responsables de bacteriemia
fueron los estafilococos coagulasa-negativos, que produjeron aproximadamente un tercio de los
casos y se asociaron en su mayor parte al catéter venoso central (Frére et al, 2004). Sin
embargo, uno de los hallazgos mas interesantes del trabajo fue la presencia de 35 casos de
bacteriemia por enterococo, 2 de ellos resistentes a Vancomicina. Varios grupos de
investigadores centran su trabajo en los ultimos afios en el estudio del papel del microbioma
intestinal en la patogenia de la EICRa digestiva. La mayoria, describen grandes pérdidas de
diversidad en la flora intestinal de los pacientes con esta afectacidn, en los que existe un viraje
desde las especies comensales habituales hacia el predominio de enterococos (Holler et al,
2014).

Sin embargo, todavia no existe evidencia suficiente para atribuir a este sobrecrecimiento
bacteriano un papel en el desarrollo de EICR y algunos autores indican que podria tratarse

unicamente de un marcador surrogado de severidad de la afectacion (Dubberke et al, 2006).
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En cualquier caso, la combinacion de dos aspectos intercurrentes como son la pérdida de la
barrera protectora que supone la mucosa digestiva y la presién selectiva de los antibiéticos
administrados, ya permiten explicar las altas tasas de bacteriemia por enterococo de nuestra
serie. Algunos grupos remarcan el mal prondstico de los pacientes con este subtipo especifico
de infeccion (Vydra et al, 2012) desafortunadamente dado el limitado niumero de casos en

nuestra serie, no fue posible hacer un subandlisis detallado al respecto.

La tasa de bacteriemia por gérmenes multi-resistentes fue del 5.7% y el diagndstico de colitis
por C. difficile, cuya aparicién también parece interrelacionada con la aparicién de EICRa, se
realiz6 en menos del 5% de los pacientes. Ambas cifras son claramente inferiores a las descritas
por otros grupos (Alonso et al, 2010; Mikulska et al, 2014) y probablemente puedan en parte
explicarse por factores ambientales, el cuidadoso uso de antibidticos y la rapida tendencia al
descalado de los farmacos de amplio espectro al solventarse las situaciones de gravedad y las

estrictas medidas de aislamiento en pacientes colonizados aplicadas en nuestro centro.

Otros cambios destacables en la epidemiologia infecciosa de algunos centros se relacionan con
la apariciobn de hongos filamentosos no-aspergillus (Riches et al, 2016). El uso de profilaxis
generalizada con posaconazol, voriconazol o micafungina explicaria en gran parte este hecho.
En nuestra serie sin embargo, a pesar de tratarse de un grupo a priori de muy alto riesgo para IFI
y teniendo en cuenta ademas que hasta un 73% de los pacientes recibieron antifingicos
diferentes al fluconazol en algin momento de la evolucidon post-TPH, la mayor parte de
infecciones (14/16) fueron secundarias a Aspergillus, con s6lo un caso de mucormicosis y otro

de fusariosis.

La MRI fue del 46% a 4 afios, siendo las infecciones bacterianas las mas letales (20/29). Cabe
destacar que, a pesar de la elevada incidencia de reactivaciones de CMV y la presencia de 18
casos de afectacion organica atribuible al virus, sélo en un paciente ésta fue la causa final de
muerte. Este hecho demuestra la importancia de las estrategias de monitorizacién y tratamiento
anticipado o “pre-emptive” que se aplican en la actualidad en la mayor parte de centros, que se
han descrito ya en numerosas ocasiones como uno de los factores clave en la mejora de los
resultados del TPH (Ullmann et al, 2016). Su utilidad se confirma también en pacientes de

elevadisimo riesgo como los incluidos en este trabajo.

Los predictores de MRI fueron: 1) uso de rituximab en los 6 meses previos al alo-TPH, 2)
antecedente de infeccidon severa antes del desarrollo de EICR resistente, 3) elevacion de la
proteina C reactiva (PCR) (>15 Ul/ml) al inicio del tratamiento de rescate. Otros factores
clasicos habitualmente relacionados con la evolucion del TPH como son la edad, las diferencias
HLA donante-receptor, la fase de la enfermedad o las comorbilidades no se asociaron con un

riesgo aumentado de MRI.
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Esto podria explicarse por la marcada heterogeneidad de los pacientes incluidos en la serie,
ademas del prolongado periodo de estudio evaluado (15 afios). Sin embargo, podriamos
especular también sobre la posibilidad de que el simple desarrollo de una complicacién tan
compleja y debilitante como la EICR y la subsiguiente inmunodepresién intensa minimicen el
papel del resto de variables pre-TPH con potente impacto predictivo en condiciones habituales
(Barba et al, 2014).

Varios estudios han mostrado previamente una relacion estrecha entre la aparicion de
complicaciones graves post-TPH y la elevacion de la PCR, que se considera un factor de riesgo
independiente (Schots et al, 1998; Sato et al, 2013; Lyu et al, 2013). Respecto al papel de los
episodios infecciosos previos como factor predictor de MRI, este aspecto podria estar
simplemente relacionado con el hecho de que factores de susceptibilidad del huésped que ya
comportaban un incremento del riesgo de infeccion precoz persistan semanas después, una vez
instaurado el tratamiento de rescate de la EICR. Respecto al impacto del rituximab en las
infecciones post-TPH, algunos estudios han mostrado datos discordantes a los nuestros y
reflejan beneficios del AcMo en la reduccion de la EICRc y la aparicion de SLP-PT asociados a
VEB al administrar el farmaco como parte del acondicionamiento (Khouri et al, 2014; Kennedy
et al, 2016). Desafortunadamente, el limitado numero de pacientes que recibieron dicho
tratamiento en nuestra serie no permiti6 evaluar la contribucién especifica de efectos
secundarios tipicos del farmaco, como la neutropenia de inicio tardio o la
hipogammaglobulinemia persistente en el riesgo aumentado de infeccion grave y MRI (Ram et
al, 2009). Otro hallazgo de interés, es el potencial papel del sirolimus, cuando se utiliza como
profilaxis anti-EICR, en la reduccion de las infecciones graves. Ninguno de los 11 pacientes del
estudio que recibieron profilaxis basada en este inhibidor de mTOR fallecieron a causa de una
infeccidn. A pesar de que nuevamente hablamos de un nidmero muy pequefio de casos que
l[6gicamente no permite extraer conclusiones firmes, estos datos van en la linea de los
observados previamente tanto en nuestro grupo como en receptores de TOS (Ghassemieh et al,
2013; Garcia-Cadenas et al, 2015; Jouve et al, 2016) donde se evidenciaba un impacto
beneficioso del sirolimus en la reduccién del riesgo de SLP-PT asociado a VEB y otras
infecciones de etiologia virica. A su vez, modelos murinos muestran el perfil mas
inmunomodulador del sirolimus, que preserva los LTreg, inhibiendo de forma especifica las

células aloreactivas y exhibiendo propiedades antilinfomatosas in vitro (Majewski et al, 2003).

Con el objetivo de confirmar estos interesantes hallazgos, nuestro grupo trabaja en un nuevo
proyecto para evaluar el impacto de la profilaxis de EICR (basada en sirolimus vs. otras
estrategias) en la incidencia de reactivacion y enfermedad por CMV en una serie numerosa de

receptores de alo-TIR.
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Adicionalmente, nuestro estudio muestra cierta tendencia a un menor riesgo de MRI en los
pacientes que recibieron etanercept en lugar de inolimomab como opcion de rescate. De nuevo,
es preciso confirmar estos datos en nuevos estudios con numeros mayores de pacientes,

idealmente con aleatorizacion de ambas ramas.

Un aspecto aparentemente paraddjico del trabajo es que, a pesar de la conocida mejora del
tratamiento de soporte experimentada en las Ultimas dos décadas, la supervivencia global de los
pacientes con EICRa refractaria no mejoro a lo largo del tiempo y la MRI permanecié como una

causa mayor de mortalidad en todos los casos. Estos datos van en la misma direccion que los de

otras publicaciones recientes (van Groningen et al, 2016).

Finalmente, y a diferencia de otros estudios en pacientes con EICR refractaria, nuestro analisis
evidencio infecciones tardias en los supervivientes a largo plazo. Un 17% del total de individuos
incluidos en la serie seguian vivos y en RC un afio después de iniciado el estudio. Practicamente
todos (90%) desarrollaron una o mas infecciones oportunistas posteriormente. La mayor parte
de casos fueron sepsis por bacterias encapsuladas y/o infecciones respiratorias por virus
adquiridos en la comunidad, que aparecieron en enfermos con EICR crénica moderada o
extensa, asplenia funcional y una hipogammaglobulinemia marcada a pesar del tratamiento de
soporte. La mitad de los largos supervivientes murieron durante el seguimiento posterior, siendo
la EICRc la principal causa de exitus seguida por las infecciones oportunistas, que en este grupo

representaron nuevamente entorno al 25% de los fallecimientos.

Los principales puntos débiles del estudio fueron aquellos inherentes a los andlisis
retrospectivos de escenarios clinicos complejos, en los que en ocasiones no es facil asignar la
causa principal de muerte a una infeccion especifica o bien decidir que la infeccion es una causa
secundaria, en el contexto de la EICR activa. Ademas, por falta de datos completos, no pudimos
analizar el impacto de las dosis acumuladas de esteroides en los resultados a largo plazo de
estos pacientes, cuestion de enorme interés en este contexto clinico (Matsumura-Kimoto et al,
2016).

Nuestro estudio es, segln nos consta, el primero en analizar de forma especifica el impacto de
las infecciones graves en la MRT en pacientes con EICR refractaria. Esta limitada experiencia
muestra la ausencia de cambios en el infausto pronéstico de este grupo de pacientes, donde el
uso de AcMo inhibidores de las citoquinas inflamatorias no parece mejorar los resultados a
largo plazo y se asocia a unas tasas muy llamativas de infeccion grave. Especialmente
preocupante es la elevada tasa de bacteriemias, con un mas que probable incremento en las
infecciones por gérmenes multi-resistentes en un futuro cercano, al ser los pacientes con EICR

resistente el hdesped perfecto para este tipo de patdgenos.
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Probablemente la profilaxis antimicrobiana instaurada condiciona en gran medida la incidencia
de infeccibn y su optimizacion permita reducir la mortalidad infecciosa. Para ello, son
necesarios mas estudios analizando las mejores estrategias de prevencidén y monitorizacion en

estos pacientes.

Algunos grupos apuntan que los abordajes coordinando tres factores principales: 1) uso de
farmacos inmunoreguladores como tratamiento de rescate, 2) monitorizacion y manejo intensivo
de infecciones y 3) retirada rapida de los esteroides a pesar de la persistencia de actividad de la

EICR; son los méas prometedores (Srinivasan et al, 2004).

A tenor de la esperable limitada capacidad para prevenir, diagnosticar y tratar el amplio abanico
de infecciones oportunistas graves que se avecinan, las mejoras en la MRT dependeran
probablemente de la obtencion de mejores y mas prolongadas respuestas al tratamiento de la
EICR y de la implementacion de estrategias de terapia celular adoptiva concomitantes que
mejoren la respuesta inmune tanto innata como pan-especifica, permitiendo asi la supervivencia
libre de EICR e infecciones. Se genera, por tanto un nuevo paradigma en el manejo de la EICR
grave que balancea la intensidad del tratamiento inmunodepresor instaurado con la

implementacion de medidas anti-infecciosas individualizadas.
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7.4. Proximos pasos

Como ya hemos visto, los trabajos que conforman esta Tesis Doctoral tratan diversos aspectos
con gran impacto en la morbi-mortalidad post alo-TPH, con especial hincapié en la EICRa
grave, y conforman el esqueleto de una linea de investigacion que esperamos continuar en los

préximos afos.

Los siguientes pasos para mejorar los resultados finales del procedimiento pueden desglosarse

de nuevo en estas tres areas de estudio:

1. Profilaxis de la EICR

a. Generacion de modelos combinados que tengan en cuenta el balance entre el
riesgo de recaida de la enfermedad de base y la aparicion de EICR (estudio de
polimorfismos genéticos y discrepancias KIR en donante y receptor), ademas
de las comorbilidades, para individualizar asi los inmunodepresores a usar y el
rango terapéutico optimo para cada paciente y en cada fase del TPH.

b. Posibilidad de estudios de genotipado para un mejor ajuste de las dosis iniciales
de inmunodepresores.

c. Papel de la Ciclofosfamida post-TPH en el trasplante de donante emparentado y
no emparentado HLA idéntico.

d. Introduccién de nuevos agentes con mecanismos de accion diferentes:
moléculas coestimuladoras, estabilizadores del endotelio y otros.

e. Papel de la microbiota en la EICR digestiva. Restriccion de antibidticos de
amplio espectro, estudio de portadores de cepas resistentes y técnicas de

regeneracion de la flora comensal.

2. Tratamiento de la EICR

a. Estudio de paneles de biomarcadores (protedémica) para el diagndstico precoz
de la EICR o prediccion de respuesta subdptima al tratamiento inicial (analitica
convencional: PCR, albumina, plaquetas, linfocitos totales y subpoblaciones
linfocitarias, marcadores especificos de tejido: ej. Elafina, REG

b. Estudio de fisiopatologia de la cortico-resistencia asociada a EICR.

c. Intensificacion del tratamiento de primera linea y descenso rapido de esteroides
en pacientes con alto riesgo de refractariedad.

d. Ensayos clinicos de evaluacion de nuevos farmacos con mecanismo de accién
diferente y efecto mantenido en el tratamiento de rescate.

e. Anadlisis detallado del impacto de la EICR en la calidad de vida de los

pacientes.

119



3.

Infecciones oportunistas

a.

Estudio de portadores de bacterias multi-resistentes, estrategias de prevencion o
prediccién de aparicion y andlisis de la utilidad del tratamiento anticipado
dirigido con antibidticos activos en pacientes colonizados.

Estudios continuados evaluando la eficacia y seguridad de la profilaxis
prolongada (>30 dias y >100 dias) con antifungicos de amplio espectro,
especialmente en las fases iniciales, en que se administran dosis altas de
corticoides.

Evaluacion del papel de la monitorizaciébn y tratamiento anticipado de
adenovirus, poliomavirus BK y/o VHH-6, ademas del CMV y el VEB, hasta la
normalizacion de las cifras de linfocitos T.

Mejoria de la reconstitucion inmune especifica mediante estrategias de terapia
celular adoptiva (LT poliespecificos, LT anti-CMV, CAR T cells anti-
aspergillus...).

Combinacion del estudio de la carga virica en sangre mediante PCR y el
analisis de la reconstitucion inmune general y especifica (subpoblaciones
linfoides, cuantiferon CMV...) para la instauracion y evaluacion de la eficacia

de medidas de terapia celular adoptiva anti-infecciosa.
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8. Conclusiones

Trabajo numero 1: Profilaxis de la EICR

A pesar del uso de protocolos de monitorizacion estrecha con ajustes frecuentes de dosis, un
namero importante de receptores de alo-TIR de hermano HLA idéntico presenta niveles de
inmunodepresores infraterapéuticos durante el post-TPH precoz. Las concentraciones bajas de
CsA en sangre durante el periodo peri-injerto se asocian a una mayor incidencia de EICRa
grado 2-4. La fase avanzada de la enfermedad al TPH y el desarrollo de EICRa grado 2-4 se

relacionan con una mayor MRT y menor SG en este habitual escenario clinico.

Trabajo numero 2: Tratamiento de la EICRa refractaria

La administracion de inolimomab como tratamiento de rescate en pacientes con formas

moderadas/severas de EICRa cortico-resistente se asocia a una supervivencia a largo plazo de
s6lo el 18% a pesar de que casi un 50% de los pacientes presenta respuestas iniciales al farmaco.
En los estudios evaluando tratamientos de segunda linea en este escenario, tanto el analisis de
nameros pequefios de pacientes como la evaluacion prematura de resultados pueden llevar a una

sobreestimacioén de la eficacia real de las nuevas estrategias terapéuticas.

Trabajo numero 3: Infecciosas oportunistas y EICR

Las complicaciones infecciosas son muy habituales en los pacientes con EICRa refractaria y
representan el 27% de los fallecimientos. Especial interés merecen la elevada incidencia de
bacteriemias por enterococo asi como las cifras no desdefiables de infeccion por gérmenes
multiresistentes y colitis por C.difficile. El uso de rituximab en los 6 meses previos al TPH, el
antecedente de infeccidn grave y una PCR elevada al inicio del tratamiento de rescate se asocian
a una mayor MRI. De igual manera, un tercio de los largos supervivientes desarrollan
infecciones tardias con impacto deletéreo, generalmente asociadas al desarrollo posterior de
EICR cronica.
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