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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

1.1.1.Concepto y definicién

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) consiste en la sustitucion
del sistema hematopoyético de un paciente por células hematopoyéticas de un
donante sano. En el TPH autélogo, el donante y receptor son el mismo individuo. En el
TPH singénico, el donante y receptor son gemelos genéticamente idénticos. En
cambio, en el TPH alogénico (alo-TPH), el donante y receptor son genéticamente

diferentes.

1.1.2.Tipos de TPH alogénico

El alo-TPH puede clasificarse esquematicamente de acuerdo principalmente a

los siguientes criterios:

1) Origen o fuente de los progenitores hematopoyéticos:
a. Médula 6sea
b. Sangre periférica
c. Cordon umbilical (SCU)

2) Grado de identidad HLA entre donante y receptor:
a. HLA idéntico
b. HLA parcialmente idéntico
c. Haploidéntico

3) Parentesco entre donante y receptor:

a. Emparentado / familiar (sélo el 30% de los pacientes disponen de un

donante emparentado HLA idéntico)

b. No emparentado (DNE) / no familiar
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4) Intensidad del acondicionamiento al trasplante:
a. Mieloablativo (AMA)
b. Intensidad reducida (AIR) o no mieloablativo
5) Manipulacioén del injerto:
a. No manipulado
b. Deplecién parcial de linfocitos T

En la Figura 1.1 se muestran esquematicamente las posibles combinaciones de

los primeros 4 criterios anteriores.

Donante
Donante alternativo
estandar 1

[ |
Idéntico | [Idéntico
Hermano ’No familiar‘ ‘Familiar‘ ‘ No familiar |

\ )

Fuente de Intensidad del
progenitores acondicionaminto
| Médulacsea | Mieloablativo
‘ Fuente estandar ‘
‘ Sangre periférica ‘ ‘ No mieloablativo |
Sangre de

‘ Fuente alternativa ‘ ‘ Intensidad reducida ‘

corddn umbilical

Figura 1.1. Modalidades de TPH alogénico segun la compatibilidad HLA, tipo de donante,

fuente de progenitores y tipo de acondicionamiento.

1.1.3.Indicaciones de TPH alogénico

El alo-TPH es la mejor opcidén terapéutica para un numero creciente de

pacientes con enfermedades hematoldgicas sobre todo neoplasicas.
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Asi también, es el unico tratamiento curativo de enfermedades genéticas del
sistema inmune como las enfermedades autoinmunes o inmunodeficiencias. Ademas
de que supone la curacién de enfermedades malignas, ofrece una potente actividad
antitumoral mantenida en el tiempo, la cual estd mediada en gran medida por el efecto
inmunolégico que produce el injerto contra las células neoplasicas. Este fendmeno se
conoce como efecto injerto contra tumor (ICT). Sin embargo, el beneficio clinico del
alo-TPH queda limitado por una elevada morbilidad y mortalidad asociada al

procedimiento y sus complicaciones.

La evidencia cientifica en la que se basan las indicaciones del alo-TPH en las
diferentes enfermedades esta en constante evolucién y, en ocasiones, no es muy
solida, ya que en gran medida se basa en estudios retrospectivos y estudios de
registro. En los ultimos afos, ha aumentado el numero de estudios prospectivos

aleatorizados.

Por las razones anteriores, las indicaciones del alo-TPH no estan
definitivamente establecidas y dependen de las caracteristicas del paciente (edad,
comorbilidades, expectativa de vida, etc.), de la enfermedad de base (agresividad,
fase), asi como de la disponibilidad y tipo de donante, experiencia del equipo médico y
la preferencia del paciente. La decisiéon sobre la indicacién y tipo de alo-TPH mas
adecuado debe realizarse de forma individualizada para cada paciente, en centros con
amplia experiencia, y teniendo en cuenta los beneficios y riesgos a corto y largo plazo

respecto a otras alternativas terapéuticas.

A modo orientativo, en la Tabla 1.1 se muestran las recomendaciones de alo-
TPH del European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) para
pacientes adultos con enfermedades hematolégicas malignas, anemia aplasica y

enfermedades no hematoldgicas (Sureda et al, 2015).
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Tabla 1.1. Recomendaciones del EBMT 2015 para alo-TPH en adultos

Disease Disease status Sibling donor ~ Well-matched URD  Alternative donor ASCT
allo-HSCT allo-HSCT allo-HSCT
Leukaemias
AML CR1 (low risk)® co/ D/l GNR/II co/
CR1 (intermediate)® Sl co/ DAl S/l
CR1 (high risk)* Sl s com co/l
CR2 s/ s conm co/
CR3, incipient relapse S/l o/l DAl GNRAII
M3 Molecular persistence Sl co/ GNR/II GNRAI
M3 Molecular CR2 S/l co/ GNR/III S/
Relapse or refractory co/ co/i DAl GNR/II
ALL Ph (-), CR1 (standard risk)* DAl GNR/II GNR/III co/l
Ph (=), CR1 (high risk}* SAl SAl con GNRAI
Ph (+), CR1 s/ s conm Co/
CR2, incipient relapse Sl s con GNR/I
Relapse or refractory co/ D/l DAl GNR/II
CML 1st CP, failing TKI s/ s comi GNR/I
Accelerated phase or> 1st CP s Sl conm D/
Blast crisis Sl s conm GNR/II
Myelofibrosis Primary or secondary with an S/ s s/ GNR/II
intermediate or high DIPSS score
MDS RA, RCMD, RAEB | and Il S/ sAl S/ GNRAII
sAML in CR1 or CR2 s/ s S/l co/
More advanced stages sl sAl sl GNR/II
CLL Poor risk disease sAl sAl DAl GNR/
Lymphoid malignandies
CR1 (intermediate/high IPI at dx) GNR/II GNR/III GNR/III co/
Chemosensitive relapse, = CR2 co/m co/l DAl S/
Chemosensitive relapse after auto-HSCT S/ s coi GNRAI
failure
Refractory disease co/m co/m DAl co/m
MCL CR1 D/l D/ GNR/III S/l
CR/PR=1, prior auto-HSCT no co/ co/n DAl S/l
CR/PR=1, prior auto-HSCT yes S/ sAl com GNRAI
Refractory co/ co/i DAl GNR/I
FL CR1 GNR/II GNR/IIl GNR/III D/l
Chemosensitive relapse, = CR2 co/in co/in GNR/II S/l
= CR2 after auto-HSCT failure SAl SAl DAl GNRAI
Refractory co/i Co/il co GNR/II
WM CR1 GNR/Il GNR/Ill GNR/III D/l
Chemosensitive relapse, = CR2 GNR/1I GNR/1Nl GNR/II co/m
Poor risk disease co/m co/m DAl GNR/II
TCL CR1 co/ co/ GNR/III co/
Chemosensitive relapse, = CR2 SAl SAl comm co/
Refractory co/ co/i coM GNR/I
Primary CTCL EORTC/ISCL Stages I-IA (Early) GNR/II GNR/II GNR/II GNR/I
EORTC/ISCL Stages IIB-IV (Advanced) co/n co/n DAl GNRAI
HL CR1 GNR/II GNR/II GNR/III GNR/
Chemosensitive relapse, no prior auto- D/l D/ GNR/II s/l
HSCT
Chemosensitive relapse, prior auto- Sl SAl col Co/
HSCT
Refractory DAl D/ DAl co/m
MM co/l co/ll GNR/III 5/1
AL co/in co/m GNR/III co/
Other diseases
Acquired SAA Newly diagnosed sAl S (children)/I; GNR/III NA
CO (adults) /1
Relapse/Refractory sl sAl conm NA
Acquired AA/PNH Newly diagnosed sAl co/m GNR/III NA
Relapse/Refractory S/ sl com NA
Haemolytic PNH GNR/I GNR/Il GNR/Il NA
Constitutional SAA Fanconi anaemia sAl sAl con NA
Dyskeratosis congenital S/ sl conm NA
Breast cancer Adjuvant high risk, HER2-negative GNR/II GNR/III GNR/III co/
Metastatic, chemosensitive DAl D/ GNR/III D/CON
Germ cell tumours Second line, high risk GNR/Ill GNR/II GNR/IIl co/m
Primary refractory, second & further GNR/II GNR/II GNR/III S/
relapse
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Disease Disease status Sibling donor Well-matched URD  Alternative donor ASCT
allo-HSCT allo-HSCT allo-HSCT
Ovarian cancer High risk/recurrent D/l GNR/II GNR/III GNR/I-II
Medulloblastoma Post-surgery, high risk GNR/N GNR/I GNR/NI D/CoM
Small cell lung cancer Limited GNR/II GNR/II GNR/III D/l
Soft tissue sarcoma Metastatic D/l GNR/I GNR/II GNR/II
Ewing's sarcoma family of Locally advanced/metastatic, D/l GNR/II GNR/1I coi
tumours chemosensitive
Renal cell carcinoma Metastatic, cytokine-refractory D/l D/l GNR/1I GNR/IIl
Pancreatic cancer Advanced D/l GNR/I GNR/NI GNR/II
Colorectal cancer Metastatic D/l GNR/II GNR/II GNR/IIl
Multiple sclerosis D/l GNR/I con
Systemic scleroderma D/l GNR/II con
Systemic lupus erythematosus D/l GNR/II con
Crohn's disease GNR/I GNR/I con
Rheumatoid arthritits GNR/I GNR/II conl
Vasculitis GNR/N GNR/I conl
Polymyositis-dermatomyositis GNRAIl GNR/II conm
CIPD GNR/I GNR/I con
NMO GNR/II GNR/NI con
Cytopenias co/ con conm
TiD GNR/I GNR/I D/l
RCD type Il GNR/I GNR/II D/l
Abbreviations: AA=aplastic anaemia; AL=amyloidosis; CLL, chronic lymphocytic CO =dinical option, can be carried after careful assessment of risks and
benefits; CP=chronic phase; CR1, 2, 3=first, second, third CR; CTCL=cutaneous T-cell lymphoma; D=developmental, further trials are needed;
DIPSS = Dynamic international prognostic score system; DLBCL = diffuse large B cell lymphoma; FL =follicular lymphoma; GNR = generally not recommended;
HL=Hodgkin lymphoma; IPl=International prognostic index; M3=Promyelocytic leukaemia; MCL=mantle cell lymphoma; MM=multiple myeloma;
PNH = paroxismal nocturnal haemoglobinuria; PR, partial remission; RA = refractory anaemia; RAEB = refractory anaemia with excess blasts; RCMD = refractory
cytopenia with multilineage dysplasia; S=standard of care generally indicated in suitable patients; SAA = severe aplastic anaemia; sSAML =secondary AML;
TCL=T-cell lymphoma; TKI=tyrosine kinase inhibitors; WM =Waldenstrom macroglobulinaemia. This classification does not cover patients for whom a
syngeneic donor is available. Alternative donors denote MMUD, Cord Blood, Haploidentical Transplants. Well-matched unrelated donor=10/10, 8/8, 9/10 (if
mismatch in DQB1). *Categories are based mainly on number of WBCs, cytogenetics at diagnosis and molecular markers, and time to achieve remission
according to international trials.*’

1.1.4.Procedimiento del TPH alogénico

El procedimiento del alo-TPH, esquematizado en la Figura 1.2, consiste en la
infusion de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) tras el tratamiento con
quimioterapia/radioterapia de acondicionamiento. El objetivo del acondicionamiento es
por un lado eliminar o restringir la hematopoyesis patolégica del receptor,
proporcionando espacio para el injerto de las células en la médula 6sea. Por otro lado,
suprimir el sistema inmunoldgico del receptor para prevenir el rechazo del injerto. Todo
ello sin interferir en el prendimiento de las células en la médula 6sea o condicionar el
posterior efecto ICT y con una toxicidad aceptable (Welniak et al, 2007). Tras el
acondicionamiento, las CPH infundidas se anidan en la médula 6sea y producen la
regeneracion hematopoyética. Tras ello, es necesario mantener el estado de
inmunosupresién del huésped para prevenir la actividad del sistema inmunolégico del
donante contra el huésped, lo que se conoce como enfermedad de injerto contra
huésped (EICH). Los protocolos de acondicionamiento y profilaxis de la EICH varian
dependiendo del estado de la enfermedad de base, el tipo de donante y fuente de
progenitores hematopoyéticos y ademas pueden variar entre los diferentes centros de

trasplante.
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Figura 1.2. Esquema del procedimiento del alo-TPH.

(1) Régimen de acondicionamiento con quimio y/o radioterapia. (2) Infusion de las células
progenitoras hematopoyéticas. (3) Mantenimiento de la inmunosupresion como profilaxis de la

EICH. Adaptado de Rodriguez-Fernandez.

1.1.5.Reconstitucidon inmune postrasplante

La reconstitucion inmunoldgica es el proceso de recuperacion progresiva del
sistema inmunolégico que ocurre tras el TPH. El desarrollo de la EICH implica un
descenso de linfocitos T naive periféricos y su viabilidad debido a que los 6rganos
linfoides también son atacados por los linfocitos alorreactivos. Por otro lado, los
corticosteroides sistémicos usados en el tratamiento inducen la apoptosis de los
timocitos, causando la involucién del timo, que también se ve afectado por las
infecciones (dano directo de los lipopolisacaridos de las bacterias gramnegativas
intestinales o de las células epiteliales infectadas por citomegalovirus (CMV)). Por eso,
la EICH per se, aun sin tratamiento, afecta a la reconstitucion inmune. La
reconstitucién inmunolégica en el TSCU se ha estudiado ampliamente en nifos.
Jacobson et al. realizaron un estudio prospectivo comparando 42 pacientes con TSCU
frente a 102 DNE, en el que sugerian que el riesgo de infecciones esta relacionado
con la afectacién de la reconstitucion inmune de CD3, sobre todo dentro de los 3
primeros meses postrasplante. No habia mayor riesgo de recaida, lo que sugeria que

el efecto de injerto contra leucemia se mantenia pese al menor numero absoluto de
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linfocitos T (los autores postulaban que quizas gracias a la mas rapida reconstitucion
de linfocitos B y células natural killer (NK)) (Jacobson et al, 2012). La experiencia en
adultos es mas limitada. Cordén L. (2016) encontrd que los linfocitos totales superaron
el valor minimo de referencia a los 9 meses pos-trasplante, pero los linfocitos T, sin
embargo, no alcanzaron el valor medio de referencia hasta 2,5 afios postrasplante. En
cuanto a los linfocitos B y las células NK, alcanzaron el valor medio de referencia a los

6 y 3 meses postrasplante, respectivamente.

1.1.6.Complicaciones del TPH

Si bien la EICH es actualmente la complicacion mas importante del TPH,
existen muchas otras que pueden dificultar o enmascarar el diagnostico. Grosso modo,
las complicaciones se pueden agrupar en: infecciosas (viricas, bacterianas, fungicas y
parasitarias); toxicidad farmacoldgica (nauseas, vomitos, diarrea, mucositis, cistitis
hemorragica, hepatitis, etc.); inmunoldgicas (fallo del injerto, EICH, entre otras);
sindromes de origen endotelial (sindrome del implante, sindrome de obstruccion
sinusoidal, microangiopatia trombdtica, etc.); recaida de la neoplasia que origind el
trasplante; y la aparicion de segundas neoplasias (tumores soélidos, leucemias
secundarias, sindromes linfoproliferativos postrasplante) (Welniak et al, 2007). A

continuacion, se comentan las mas representativas.

1.1.6.1. Complicaciones infecciosas

Las complicaciones infecciosas son una de las principales causas de muerte

relacionadas con el procedimiento del trasplante.
1.1.6.1.1. Infecciones bacterianas

Son las mas frecuentes en el primer mes tras el trasplante. El riesgo aumenta
segun la intensidad y duracion de la neutropenia y de la alteracion de las barreras
anatomicas (mucositis, vias centrales). Los factores de riesgo mas importantes son la
inmunodepresién, la aparicibn de EICH y el tratamiento inmunosupresor. Los
organismos mas frecuentemente implicados entre las bacterias grampositivas son
Staphylococcus coagulasa negativos, Staphylococcus aureus, Estreptococos,
enterococos, Corynebacterium jeikeium y Listeria monocytogenes, en las
gramnegativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, Serratia,

Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae y Capnocytophaga spp (Carreras

9
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et al, 2016). La EICH cronica cutanea predispone a la infeccion por Staphylococcus

aureus y Estreptococo pyogenes (Carreras et al, 2016).
1.1.6.1.2. Infecciones fungicas

La incidencia descrita en los trabajos varia segun los distintos centros de
trasplante de acuerdo con multiples factores tales como el area geogréfica, el
diagnéstico del paciente, el tipo de trasplante, los regimenes de acondicionamiento, el
periodo de neutropenia y el tipo de profilaxis primaria empleada, entre otros. Los
avances en profilaxis y tratamiento antifungico han permito mejorar la morbilidad y

mortalidad asociada a estas infecciones.
1.1.6.1.3. Infecciones virales

Pueden producirse diversas infecciones viricas. Los virus mas frecuentes son
el virus herpes simple (VHS), virus varicela zoster (VVZ), virus herpes tipo 6 (HHV6),
CMV, virus de Epstein-Barr (VEB), virus respiratorios (virus respiratorio sincitial,
influenza, parainfluenza, adenovirus, metapneumovirus) y poliomavirus. Estos virus
pueden producir sintomas respiratorios altos, infeccion de vias respiratorias bajas,
neumonia, diarrea, hepatitis o cistitis hemorragica. Los cuadros virales pueden

producir exantemas cutaneos clinicamente similares a la EICH cutanea aguda.
1.1.6.1.4. Otras infecciones

Los pacientes trasplantados son mas susceptibles a sufrir infecciones por
Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, Nocardia,

Legionella (Carreras et al, 2016).

1.1.6.2. Toxicidad farmacoldgica

El acondicionamiento, la profilaxis y tratamiento de las infecciones, asi como
los inmunosupresores utilizados para prevenir la EICH son los principales causantes
de la toxicidad farmacoldgica. En general, los agentes quimioterapéuticos producen
alopecia (efluvio anageno), mucositis, nauseas, vomitos, diarrea, cistitis hemorragica,
hepatitis, entre otros. Los agentes antiinfecciosos pueden producir reacciones
cutaneas desde exantemas morbiliformes hasta cuadros graves con necrosis y
despegamiento cutaneo. Los inmunosupresores predisponen a las infecciones y

producen alteraciones hematolégicas entre muchos otros efectos secundarios.

10
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1.1.6.2.1 Toxicidad farmacoldgica cutanea

Las reacciones cutaneas por farmacos o toxicodermias cobran especial interés
en los pacientes sometidos a un TPH, ya que debido a los multiples farmacos que
reciben, estas reacciones son muy frecuentes y pueden simular la EICH cutanea. Lo
mas frecuente es que se presenten como exantemas maculopapulares que son
clinicamente indistinguibles de la EICH aguda, siendo este el principal diagnéstico
diferencial. La mayoria de los casos son leves y autolimitados, y se resuelven al
suspender el farmaco responsable. Sin embargo, una pequefa proporcién de los
casos se presenta de forma grave y puede comprometer la vida del paciente (Cho &
Chu, 2017). Las reacciones graves por hipersensibilidad a farmacos se resumen en la
Tabla 1.2.

En cuanto al tratamiento de las reacciones cutaneas por farmacos, la principal
medida y la mas eficaz es retirar el farmaco responsable si se ha podido identificar. No
existe un tratamiento especifico, por lo que el manejo se basa en la terapia de soporte,
curas de heridas, balance hidroelectrolitico y nutricional, manejo de via aérea y control
del dolor. Debido a la baja frecuencia de reacciones graves por farmacos, los estudios
y ensayos con posibles tratamientos son escasos. Entre los mas empleados, aunque
con escasa evidencia cientifica, son los corticosteroides sistémicos, inmunoglobulina

intravenosa, ciclosporina A (CSA).

11
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Tabla 1.2. Tipos de reacciones cutaneas graves por farmacos

Tipo

Cuadro clinico

Sindrome de Stevens
Johnson / Necrolisis
epidérmica téxica

Erupcion cutanea
maculopapular con lesiones
en diana atipicas. Afectacion
de mucosas y despegamiento

Farmacos implicados

Antibidticos,
anticonvulsionantes,
antiinflamatorios, alopurinol

epidérmico

Exantema macular
morbiliforme, edema facial,
fiebre, nefritis, pneumonitis,
miocarditis, tiroiditis,
eosinofilia

Anticonvulsionantes,
antibiéticos, antituberculosos,
antivirales, sulfamidas,
alopurinol

Sindrome de DRESS

Aminopenicilinas,
pristinamicina, quinolonas,
sulfamidas, terbinafina,
ketoconazol, fluconazol,
hidroxicloroquina, diltiazem

Pustulas estériles no
foliculares sobre una base
eritematosa, escasa
afectacion de mucosas

Pustulosis exantematica
aguda generalizada

Placas eritematosas o
hiperpigmentadas con
ampollas o erosiones

Exantema fijo ampolloso
generalizado

Antibidticos, sulfamidas,
antiinflamatorios

DRESS: Drug reaction with eosinophilia and systemic symptoms.

1.1.6.3. Complicaciones inmunoldégicas

1.1.6.3.1. Fallo del injerto

Supone una complicacién potencialmente muy grave que se manifiesta en
forma de pancitopenia o ausencia de recuperacion de los valores hematologicos
periféricos. Diversas causas contribuyen a su aparicion (mala calidad de las CPH,
alteracion del nicho en la médula 6sea, mayor grado de incompatibilidad HLA,
infecciones, etc.) (Olsson et al, 2019). El concepto de rechazo del injerto se refiere a
una reaccion inmune producida por la disparidad genética, mediante la cual las células
inmunes residuales del receptor rechazan a las células del donante. El fallo del injerto
puede ser primario, en el que el paciente nunca consigue un valor de neutréfilos
superior a 500/uL o secundario, tras un periodo inicial de injerto. Un fallo de injerto

requiere un segundo TPH de rescate urgente.
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1.1.6.3.2. Enfermedad de injerto contra huésped

Dado que es el tema central de esta tesis, lo desarrollaremos extensamente en

el apartado 1.2.

1.1.6.4. Sindromes de origen endotelial pos-TPH

Se trata de diversas complicaciones derivadas del dafo endotelial que

comparten las siguientes caracteristicas:

e Disfuncion capilar de los 6rganos afectados
e Desarrollo en los primeros 60 dias del trasplante
e Estado pro-inflamatorio y protrombético

Entidades que se incluyen:

e Sindrome de hiperpermeabilidad capilar

¢ Sindrome del implante y del pre-implante

¢ Sindrome de obstruccién sinusoidal o enfermedad venooclusiva hepatica
¢ Microangiopatia trombdética asociada al TPH

e Hemorragia alveolar difusa

¢ Sindrome de neumonia idiopatica

e Sindrome de disfuncion multiorganica

Es relevante conocer estas complicaciones del TPH, ya que, tanto el sindrome
del implante como del pre-implante, se pueden manifestar con un exantema cutaneo
similar a la EICH aguda, aunque suelen acompafiarse de fiebre no infecciosa y
retencién de fluidos de origen no cardiaco, lo que los diferencia de la EICH aguda
(Grant et al, 2020).

Por otro lado, algunos autores sugieren que la EICH aguda deberia ser incluida
en este apartado, ya que cada vez existe mas evidencia de que la disfuncion endotelial

observada es el origen de la EICH y no la consecuencia de esta.
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1.1.6.5. Complicaciones a larqo plazo

¢ Enfermedad de injerto con huésped croénica

e Fertilidad reducida tanto en hombres como mujeres
e Fallo de medro y retraso del desarrollo en nifios

e Hipotiroidismo

e Ansiedad y depresion

e Apariciéon de segundas neoplasias (ver apartado 1.1.6.6)

1.1.6.6. Sequndas neoplasias

Las segundas neoplasias sélidas son una complicacién tardia poco comun pero
bien definida después de un alo-TPH. La aparicion de estas tiene generalmente un
periodo de latencia de 3 a 5 afios (Ringden et al, 2014) y se han reportado tasas de
incidencia acumulada de 1,2%-1,6% a los 5 anos, de 2,2%-6,1% a los 10 afios y de
3,8-14,9% a los 15 afnos después del trasplante (Danylesko & Shimoni, 2018; Rizzo et
al, 2009). Las segundas neoplasias son responsables del 2-10% de las muertes en los
supervivientes a largo plazo (Wingard et al, 2011). Los linfomas pos-TPH tipicamente
ocurren durante el primer afio, mientras que las neoplasias mieloides (agudas y
sindromes mielodisplasicos) ocurren algunos afos tras el trasplante. Los tumores
epiteliales no suelen aparecer hasta pasados 5 a 10 afos (Wingard et al, 2011),
siendo la incidencia entre 2,2% a 6,4% a los 10 afios del trasplante (Ehrhardt et al,
2015). Los factores de riesgo asociados al desarrollo de neoplasias secundarias
incluyen predisposicion genética, edad al trasplante, regimenes de quimioterapia pre-
trasplante, radiacion corporal total, EICH crénica, inmunosupresores, género
masculino, y estilos de vida (Ehrhardt et al, 2015; Rizzo et al, 2009). Los tipos de
tumores sdlidos reportados incluyen melanoma, tiroides, via aérea superior, sistema
nervioso central (SNC), pulmén, higado, tracto gastrointestinal, cuello uterino, mama,
testiculo, hueso y tejido conectivo (Danylesko & Shimoni, 2018). La peor supervivencia
esta asociada a las neoplasias del SNC, pulmén e higado (Ehrhardt et al, 2015). Por el
contrario, mas del 50% de los pacientes que desarrollaron neoplasias del sistema
reproductivo masculino, tiroides, mama y melanoma cutaneo estaban vivos a los 5
afos de seguimiento (Ehrhardt et al, 2015). La mayoria de los pacientes pueden recibir

tratamiento estandar de las neoplasias secundarias. Se recomienda realizar despistaje
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de neoplasias secundarias de por vida a todos los supervivientes a largo plazo de un
TPH (Majhail et al, 2011; Danylesko & Shimoni, 2018).

1.1.7.Recaida

La recaida de la enfermedad de base es, sin duda, la primera causa de
mortalidad tras el TPH, representando entre 27% a 57% (Horowitz et al, 2018; Wingard
et al, 2011). Tiende a ocurrir entre el segundo y quinto afio pos-TPH, bajando el riesgo
posteriormente (Wingard et al, 2011). Segun datos del Center for International Blood
and Marrow Transplant Research (CIBMTR), la incidencia acumulada de recaida a los
10 anos del TPH por enfermedades neoplasicas fue 10% para leucemia mieloide
aguda (LMA), 9% para leucemia linfatica aguda (LLA), 10% para sindromes
mielodisplasicos (SMD), y 6% para linfomas. Multiples estudios han mostrado que el
estadio avanzado de la enfermedad al trasplante o enfermedad recurrente previa al
trasplante son los factores mas comunmente asociados a recaidas. Otros factores
observados incluyen la ausencia de EICH, peor estado general en el momento del
trasplante, determinados regimenes de quimioterapia de acondicionamiento vy

deplecioén de células T del injerto (Wingard et al, 2011).

1.1.8.Pronéstico del TPH

Debido a las complicaciones del trasplante alogénico, este procedimiento tiene
un 40% de mortalidad (Copelan, 2006). El mayor estudio multicéntrico de
supervivencia realizado por el CIBMTR que incluyé a 10.632 pacientes, de los cuales
3.788 fueron seguidos durante mas de 10 afos mostré que el 80-92% de los
supervivientes a 2 anos del trasplante estaban vivos a los 10 afos (Wingard et al,
2011). Segun este estudio, los factores de riesgo para mortalidad tardia fueron mayor
edad y la aparicién de EICH crénica en los primeros 2 anos del TPH. Las recaidas son
la principal causa de mortalidad en los pacientes trasplantados por neoplasias,
seguido de EICH crdnica, infecciones, toxicidad de érganos y segundas neoplasias
(Wingard et al, 2011). A medida que los pacientes sobreviven mas tiempo tras el TPH,
el riesgo de mortalidad decrece aproximandose al riesgo de la poblacion general
(Wingard et al, 2011).
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1.2. Enfermedad injerto contra huésped

El contenido de esta seccién se ha basado principalmente en una compilacion
de las revisiones mas importantes sobre la EICH (Zeiser & Blazar, 2017a, 2017b), asi
como en los documentos de consenso propuestos por la American Society of Blood
and Marrow Transplantation (Martin et al, 2012), el British Committee for Standards in
Hematology y la British Society for Bone Marrow Transplantation (Dignan et al, 2012b,
2012a), el grupo Europeo de trasplante, la European LeukemiaNet (Ruutu et al, 2014)

y el National Institutes of Health (Jagasia et al, 2015).

1.2.1.Introduccioén

Desde los primeros estudios experimentales realizados a mediados de la
década de 1950 en ratones irradiados que eran trasplantados con células esplénicas
de ratones alogénicos, se puso de manifiesto un sindrome secundario con afectacion
de la piel, diarrea y debilitamiento extremo llamado “wasting syndrome” que producia

la muerte.

Actualmente se realizan mas de 30.000 TPH por afio a nivel mundial y a pesar
del gran avance en la medicina del trasplante, la EICH continta siendo la principal

complicacién y barrera para extender las indicaciones del alo-TPH.

1.2.2.Clasificacion

Histéricamente, la EICH se ha clasificado en aguda y cronica segun el
momento de inicio de los sintomas, utilizando un limite arbitrario de 100 dias. Sin
embargo, esta divisién convencional ha sido cuestionada ya que los signos de EICH
aguda y cronica pueden ocurrir fuera de estos periodos e incluso pueden solaparse.
En 2005 y posteriormente en 2014, los criterios de consenso del National Institutes of
Health (NIH) definieron la EICH aguda y crénica en funcién de las manifestaciones
clinicas en lugar del criterio cronolégico. Siguiendo estos criterios, actualmente se
reconocen las siguientes variantes de EICH (Filipovich et al, 2005), resumidas en la

Tabla 1.3 y jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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EICH aguda clasica: manifestaciones clinicas de EICH aguda (descritas en el

apartado 1.2.3.3) que se presentan dentro de los 100 dias posteriores a un alo-
TPH. Las caracteristicas diagnésticas y/o distintivas de EICH crénica deben
estar ausentes (descritas en el apartado 1.2.4.3 y Tabla 1.18). Se han
preconizado los términos de EICH aguda de aparicion temprana o EICH
hiperaguda para describir los sintomas de EICH aguda que se manifiestan
dentro de los primeros 14 dias del trasplante (Saliba et al, 2006; Kim et al,
2004). Este tipo de EICH precoz es poco frecuente desde la incorporacion de la
profilaxis frente a EICH (Sullivan et al, 1986).

EICH aguda tardia: aparicion de sintomas de EICH aguda (descritas en el

apartado 1.2.3.3) mas alla de los 100 dias después de un alo-TPH, estando
ausentes las caracteristicas de diagndstico de EICH cronica (descritas en el
apartado 1.2.4.3 y Tabla 1.18). Dentro de este grupo, se engloban otras 2

posibles situaciones:

o EICH aquda recurrente: EICH aguda resuelta que recurre pasado los 100

primeros dias desde el trasplante.

o EICH agquda persistente: EICH aguda que se prolonga pasados los 100

dias del trasplante.

EICH crénica clasica: aparicion de manifestaciones diagndsticas y/o

distintivas de EICH crénica (descritas en el apartado 1.2.4.3 y Tabla 1.18) en
cualquier momento después del trasplante, sin la presencia de sintomas de
EICH aguda.

Sindrome de superposicién: aparicién de sintomas con caracteristicas tanto

de EICH aguda como de EICH cronica en cualquier momento después de un

alo-TPH. Algunos autores utilizan el térmico “acute on chronic”.
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Tabla 1.3. Clasificacion y subtipos de EICH aguda y cronica.

Tioo Tiempo desde Signos o sintomas de  Signos o sintomas de
P TPH EICH aguda EICH crénica

EICH aguda
ELsles <100 dias Si No
Tardia, persistente o , ,
. > 100 dias Si No
EICH crénica
Clasica Sin limite de No Si
Sindrome de overlap tiempo Si Si
Hiperaguda Aguda clésica Aguda tardia
Dia0 Dia 14 Dia 100

Figura 1.3. Esquema cronolégico de las variantes de EICH

1.2.3.Enfermedad injerto contra huésped aguda

1.2.3.1. Fisiopatologia de la EICH aguda

La EICH es la consecuencia de un proceso complejo que ocurre en varias
etapas. Estudios en animales han permitido dilucidar algunas fases, sin embargo,
muchas otras contindan siendo desconocidos. Segun el modelo de Billingham, son

necesarios tres factores para el desarrollo de la EICH (Goker et al, 2001):

1) Elinjerto debe contener células inmunolégicamente competentes.
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2) El receptor debe tener aloantigenos que estan ausentes en el injerto y son

reconocidos como extrafios por los linfocitos del injerto.

3) El receptor es incapaz de desarrollar una respuesta inmune contra el injerto
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las células del injerto

ataquen al receptor.

La EICH es principalmente una enfermedad mediada por linfocitos T. En el
contexto del alo-TPH, las principales dianas antigénicas de los linfocitos T del injerto
son las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) del receptor. Los
antigenos mas importantes son los HLA clase | (A, By C) y clase Il (DR, DQ y DP).
Pero esto solo ocurre si las moléculas del MHC del paciente y del donante difieren,
como ocurre en los trasplantes no idénticos. Sin embargo, en los trasplantes con HLA
idéntico, la diferencia en ofros antigenos, denominados antigenos de
histocompatibilidad menor, parece ser la base para el desarrollo de la EICH (Sung &
Chao, 2013).

Ferrara conceptualizé la fisiopatologia de la EICH aguda en tres fases. La
primera fase ocurre incluso antes del TPH, como consecuencia del dafio causado en
los tejidos por el régimen de acondicionamiento e infecciones lo que produce la
liberacion de antigenos. En el desarrollo inicial de la EICH, el dafio a nivel del tracto
gastrointestinal parece jugar un papel fundamental (Hill & Ferrara, 2000) ya que la
inflamacién ademas favorece la translocacién de péptidos bacterianos que actian
también como antigenos. La exposicion de antigenos facilita su reconocimiento por las
células del sistema inmune lo que conlleva la liberacion citoquinas proinflamatorias
como el TNFa y la IL-1. Estas citoquinas activan las células presentadoras de antigeno
(CPA) del receptor que son muy resistentes al acondicionamiento por su baja

capacidad proliferativa.

En la segunda fase, las CPA presentan antigenos a los linfocitos T del donante
(presentacién directa) mediante uniones TCR-péptido-MHC y una segunda sefal
coestimuladora. Existe también la posibilidad de que este proceso lo lleven a cabo las
CPA del donante (presentacion indirecta). Esto lleva a la activacion de los linfocitos T
que secretan IL-2 y expresan el receptor de esta citoquina. Bajo el efecto autocrino de
la IL-2, las células T proliferan y se diferencian a células efectoras, que liberan una
variedad de citoquinas proinflamatorias, incluido el TNFa, un potente mediador
proinflamatorio e INFy (Sung & Chao, 2013; Ferrara et al, 2003; Goker et al, 2001).
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Estas 2 primeras fases representan el brazo aferente de la EICH. El brazo eferente lo

conforma la tercera fase.

En la tercera fase, estan involucrados varios mecanismos complejos que son
responsables del dafo a los érganos diana de forma directa o indirecta. Los linfocitos
tanto CD4* como CD8* una vez activados, secretan varias citoquinas inflamatorias
como IL-2, factor de estimulacién de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)
e INFy. En general se acepta el paradigma de que las citoquinas Th1 (IL-2 e INFy)
inducen la EICH y son deletéreas, mientras que las citoquinas Th2 (IL-4 e IL-10) son
supresivas y protectoras, aunque la evidencia es contradictoria (Goker et al, 2001). En
los 6rganos diana, el primer fendbmeno que se produce es una infiltracion tisular por
parte de los neutréfilos del receptor, que son productores de reactantes de oxigeno
(Schwab et al, 2019). Hay estudios que relacionan la concentraciéon de neutréfilos en
los tejidos afectados con un peor prondstico (Socié et al, 2004). El dafo de las células
del huésped por las células T activadas se produce mediante citolisis dependiente de
perforina/granzima, apoptosis mediada por Fas (Maeda et al, 2005) y por citoquinas
como el TNFa. La secrecidn de este ultimo es amplificada por otros estimulos como la
translocacion de endotoxinas a través de la mucosa gastrointestinal danada. El TNFa
y el INFy danan aun mas el epitelio gastrointestinal, favoreciendo el paso de
endotoxinas, estableciendose un espiral de inflamacion denominado “tormenta de
citoquinas” (Ferrara et al, 2003). La distribucion del dafio en los tejidos no es uniforme,
afectando sobre todo a la epidermis, el epitelio periductal hepatico y la base de las

criptas intestinales.

Por otro lado, las células NK podrian tener un papel protector de la EICH, pues
actuarian eliminando las CPA del receptor disminuyendo asi el fendbmeno de
presentacion directa de antigenos (Ruggeri et al, 2002). Asi mismo, las células T
reguladoras parecen ser importantes para controlar la respuesta final de la EICH
(Whangbo et al, 2020).

La Figura 1.4 muestra un esquema de la fisiopatologia de la EICH aguda, asi
como las células y citoquinas implicadas en el complejo proceso inmunolégico que

desencadena la enfermedad.
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(2) Host APC
activation

(5) Target cell
apoptosis

(3) Donor T-cell —
activation (4) Cellular and
inflammatory
effectors

Figura 1.4. Fisiopatologia de la enfermedad de injerto contra huésped.

(1) El dafio tisular producido por la quimioterapia, radiacion e infecciones genera la liberacion
de antigenos y citoquinas proinflamatorias. (2) Activacién de las CPA. (3) Las células T son
activadas por las CPA mediante la unién del TCR-antigeno-MHC vy ofras sefiales
coestimuladoras. (4) Una vez activadas, las células T proliferan y se diferencian en varios
subtipos produciendo efectos inflamatorios. (5) Las células T migran a los érganos diana,
donde causan la destruccion de tejidos a través de citdlisis, apoptosis y liberacion de
citoquinas. Estas células inflamatorias y citoquinas pueden propagar aun mas el ciclo de la
EICH (Dhir et al, 2014).

1.2.3.2. Epidemiologia y factores de riesqo

No es posible establecer la incidencia exacta de EICH aguda debido a la
enorme variabilidad en la identificacion, medicion y documentacién de dicha
complicacién. Asi como también por las diferencias en la incidencia de factores de
riesgo que son propias de cada modalidad de alo-TPH y en las medidas preventivas
utilizadas. Grosso modo, las cifras aceptadas son 60% en alo-TPH emparentado HLA
idéntico (Weisdorf et al, 1991) y 80% en el trasplante de DNE (Beatty et al, 1991). La
incidencia de EICH aguda grados II-IV varia del 20-40% en trasplantes de hermano

HLA idéntico al 30-50% en DNE. Las formas mas graves (grados llI-IV) ocurren en el
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20% de los trasplantes de hermano HLA idéntico y en el 35% de los DNE (Champlin et

al, 2000; McGlave et al, 2000). El tiempo medio para su desarrollo varia segun el

acondicionamiento del trasplante, siendo de unos 17 dias en los regimenes

mieloablativos (Martin et al, 1990), pero de 3 meses en los AIR, siendo en estos

ultimos tipica su aparicion al reducir el tratamiento inmunosupresor. Los factores de

riesgo mas reconocidos para el desarrollo de una EICH aguda se resumen en la Tabla

1.4.

Tabla 1.4. Factores de riesgo de EICH aguda.

Factor

Compatibilidad donante/receptor

Mayor riesgo de EICH aguda si:

Diferencias en HLA o DNE

Alosensibilizacion de donantes

Mujeres con embarazos previos o transfusiones

Edad del paciente y del donante

Mayor edad

Relaciéon sexo donante/receptor

Donante mujer a receptor varon

Régimen de acondicionamiento

Mayor intensidad (mieloablativo)

Tipo de progenitores (origen de las
células)

Sangre periférica > médula 6sea > sangre de cordon
umbilical

Cantidad de linfocitos T del inéculo

Sin DLT > deplecion parcial > deplecion total

Si seleccién positiva CD34+

Mayor celularidad CD34+

Tipo de profilaxis EICH

No profilaxis > CSA o MTX > CSA + MTX > DLT

Grado cumplimiento profilaxis

Falta de administracion de dosis previstas

Serologia CMV

Receptor CMV -/ Donante CMV +

Descontaminacion intestinal

Ninguna > selectiva > total

HLA: human leukocyte antigen; DNE: donante no emparentado; DLT: deplecion de linfocitos T; CSA: ciclosporina
A; MTX: metotrexato; CMV: citomegalovirus; -: negativo; +: positivo. Adaptado de (Carreras et al, 2016).

Otros factores de riesgo descritos incluyen el tipo de enfermedad que motiva el

TPH, un alo-TPH previo, la seropositividad VEB del donante y las comorbilidades pre-

trasplante.
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1.2.3.3. Manifestaciones clinicas y gravedad por érganos

Los signos y sintomas iniciales de la EICH aguda ocurren con mayor frecuencia

en el momento del injerto leucocitario. La piel, el tracto gastrointestinal y el higado son

los principales érganos implicados en la EICH aguda (Tabla 1.5). No obstante, otros

organos como el sistema hematopoyético, ojos, rifiones y pulmones pueden también

verse afectados.

Piel: la piel es el 6rgano mas frecuentemente afectado y la primera
manifestaciéon en la mayoria de los pacientes. Tres de cada 4 pacientes
tendran afectacion cutanea (MacMillan et al, 2015). Esta se caracteriza por una
erupcion maculopapular, que generalmente ocurre en el momento del injerto
leucocitario o cerca de este. La erupcidon clasicamente se inicia en la nuca,
zona retroauricular, hombros, palmas y las plantas, pudiendo ser pruriginosa o
dolorosa. A partir de estas areas, la erupcion puede extenderse y confluir
afectando a todo el tegumento.

o Dado que esta tesis esta precisamente enfocada a la caracterizacion
clinica, histolégica y bioldgica de la EICH, tanto aguda como cronica,
dedicaremos un apartado especifico de esta introducciéon a describir con
detalle los conocimientos actuales de las manifestaciones cutaneas de la
EICH aguda (ver apartado 1.2.5 “Manifestaciones cutaneas de la EICH
aguda”).

Tracto gastrointestinal: el tubo digestivo se ve afectado aproximadamente en

la mitad de los pacientes. La afectacion gastrointestinal generalmente se
presenta con diarrea y dolor abdominal, pero también puede manifestarse
como nauseas, vomitos, anorexia e ileo paralitico. La confirmacion del
diagnoéstico se realiza mediante el estudio histolégico del tejido obtenido
mediante endoscopia, colonoscopia o biopsia rectal.

o La mayoria de los casos de EICH aguda del tracto gastrointestinal se
pueden identificar mediante biopsia rectal (Ross et al, 2008; Aslanian et al,
2012; Sultan et al, 2012). Sin embargo, una biopsia rectal negativa no la
descarta. Se debe realizar una evaluacion adicional con endoscopia y/o
colonoscopia en pacientes con sintomas clinicos, aunque la biopsia rectal
no muestre signos de EICH.

o Una vez diagnosticado, el grado de afectacion gastrointestinal se clasifica
segun la gravedad de la diarrea de la siguiente manera (Tabla 1.5):
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» Grado 1 - Diarrea de 500-1000 ml/dia

» Grado 2 - Diarrea 1000-1500 ml/dia

»= Grado 3 - Diarrea 1500-2000 ml/dia

» Grado 4: diarrea > 2000 ml/dia o dolor o ileo paralitico

Higado: el higado es el 6rgano menos frecuentemente afectado. Esta
comprometido en el 20% de pacientes con EICH aguda cutanea,
gastrointestinal o ambas, sin embargo, confiere peor prondstico. En raras
ocasiones la afectacion hepatica es moderada a grave sin la afectacién de
otros 6rganos. Se manifiesta mediante un aumento de los niveles séricos de
bilirrubina conjugada y fosfatasa alcalina, es decir un patrén colestasico. El
colesterol sérico suele estar elevado, mientras que la coagulopatia y la
hiperamonemia son muy poco frecuentes y solo estan presentes en casos
graves. También puede producir hepatomegalia dolorosa, coluria, acolia,
retencién de liquidos y prurito.

o Las anomalias en las pruebas de funcion hepatica (PFH) en el contexto del
trasplante son muy comunes por lo que el diagnéstico de certeza requiere
de una biopsia hepatica. Cuando se realiza, la via de acceso puede ser
transyugular o percutanea.

o En este contexto, el diagndstico diferencial se plantea con otras causas de
alteracion de PFH:

= El sindrome obstructivo sinusoidal hepatico o enfermedad veno-oclusiva
hepatica

» Hepatitis infecciosa

» Toxicidad medicamentosa producida por el acondicionamiento, profilaxis
y/o tratamiento de infecciones

o El grado de afectacion hepatica se clasifica segun el nivel plasmatico de
bilirrubina total de la siguiente manera (Tabla 1.5Tabla 1.5. Resumen de la
gravedad de la EICH aguda por érgano.):

»= Grado 1 — Bilirrubina 2-3 mg/dL

» Grado 2 — Bilirrubina 3,1-6 mg/dL
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» Grado 3 — Bilirrubina 6,1-15 mg/dL

» Grado 4 - Bilirrubina >15 mg/dL

e Otros organos: Con menor frecuencia, se ha descrito la afectacion de otros

organos:

o Sistema hematopoyético: atrofia del timo,
hipogammaglobulinemia (especialmente deficiencia de IgA)

citopenias e

o Ocular: fotofobia, conjuntivitis hemorragica y lagoftalmos
o Renal: nefritis o sindrome nefrético

o Pulmonar: neumonitis intersticial

Tabla 1.5. Resumen de la gravedad de la EICH aguda por 6rgano.

Organo Grado 1 Grado 2 Grado 4
Piel Exantema < 25% | Exantema 25-50% Eritrodermia Eritrodermia con
SCT SCT ampollas
Diarrea > 2000
. Diarrea 500-1000 | Diarrea 1000-1500 | Diarrea 1500-2000 ml/dia
Intestino , , ,
paralitico
Higado Bilirrubina 2-3 Bilirrubina 3,1-6 Bilirrubina 6,1-15 Bilirrubina > 15
9 mg/d| mg/dl mg/d| mg/d|

SCT: superficie corporal total

1.2.3.4. Gradacién global y pronéstico de la EICH aguda

La extension y gravedad global de la EICH aguda se determina evaluando

conjuntamente el grado de afectacion cutanea, hepatica y gastrointestinal (Tabla 1.5).

Los estadios de la afectacion individual de estos érganos se combinan para establecer

un grado general, que tiene importancia en el prondstico. Se han desarrollado varios

sistemas para clasificar la EICH aguda. El primero fue introducido en 1974 por

Glucksberg a partir de una serie de 61 pacientes trasplantados de los cuales 43

desarrollaron EICH aguda

(Tabla 1.6, Tabla 1.7) (Glucksberg et al,

1974).

Posteriormente, fue modificado por Thomas en 1975 (Tabla 1.8, Tabla 1.9) (Thomas et
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al, 1975). Segun Thomas, los grados Ill y IV se distinguirian segun la gravedad
cutdnea o intestinal, la aspartato aminotransferasa (AST) se retiré del sistema de
gradacién hepatico y el dolor abdominal severo o ileo paralitico se considerarian
estadio 4 gastrointestinal. En la conferencia de consenso de 1994 se propuso un
sistema de Glucksberg modificado (Tabla 1.10, Tabla 1.11) (Przepiorka et al, 1995)
donde se dejé de incluir el desempefio funcional en el sistema de gradacién de la
EICH aguda y se considerd la presencia de nauseas o vomitos persistentes con
evidencia histologica de EICH como grado 1 gastrointestinal. El sistema de Glucksberg
continda siendo el mas utilizado, pero a pesar de que tiene valor prondstico, es
complejo. En este sistema, cada uno de los tres 6rganos afectados (piel, tracto
gastrointestinal e higado) se graduan de 0 a 4 (Tabla 1.6). Estos estadios se combinan
para calcular la gravedad global (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Existen 125 posibles combinaciones de afectacion de érganos y
severidades. En la gravedad global, 62 de las posibles combinaciones no estan
definidas. Otra de sus limitaciones es que no explica la diversidad de desenlaces
dentro de un mismo grado de severidad (Martino et al, 1999). Adicionalmente, este
sistema tiene una significativa variedad interobservador. Debido a esto, es frecuente
que en la practica habitual se dicotomice la severidad en grados cinicamente no

significativos (0-1) y grados clinicamente significativos (II-1V) (Cahn et al, 2005).

Tabla 1.6. Gravedad por 6rganos segun el indice de Glucksberg clasico.

Piel Higado Intestino
Estadio
(Exantema SCT) (Bilirrubina mg/dl) (IEW CERGUIGIEY)
1 < 25% 2-3yAST 150 - 750 Ul > 500
3 - 5,9 con o sin aumento
— 509 ’
2 25 -50% de AST > 1000
. . . 6 — 14,9 con o sin aumento
3 Eritrodermia generalizada de AST > 1500
Eritrodermia con ampollas y > 15 con o sin aumento de
4 7 > 2000
frecuentemente descamacion AST

SCT: superficie corporal total; AST: aspartato aminotransferasa; el calculo de la superficie se realiza
empleando la regla de los nueves para adultos: cabeza 9%, torso 36% (9% térax anterior, 9% torax
posterior, 9% abdomen anterior, 9% abdomen posterior), extremidades superiores 9% cada una,
extremidades inferiores 18% cada una. La palma de la mano representa un 1% de la SCT (Glucksberg et
al, 1974).
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Tabla 1.7. Gradacion global segun el indice de Glucksberg clasico.

Grado ‘ Piel ‘ Intestino Performance status
I 1-2 |y 0 y 0— 1 Sin disminucién del desempefio
clinico ni fiebre
I 1-3 | yio 1_2 yio | 1-2 Disminucion Iev<’a del desempefio
clinico
m 2.4 |y o_4 yio | 2-4 Disminucion moderada del

desempefio clinico

Disminucion grave del desempefio
v 2-4 |ylo 2-4 y/o 2-4 clinico y sintomas constituciones
severos'

'Un indice de Karnofsky menor de 30 es un grado IV (Glucksberg et al, 1974).

Tabla 1.8. Gravedad por ¢érganos segun el indice de Glucksberg modificado por Thomas

(1975).
Piel Higado Intestino
Estadio

(Exantema SCT) (Bilirrubina mg/dl) (Diarrea ml/dia)

1 < 25% 2 -3 (no AST) > 500

2 25 -50% 3-6 > 1000

3 Eritrodermia generalizada 6—-15 > 1500
4 Eritrodermia con ampollas y > 15 Dolor abdominal
descamacion severo y/o ileo

SCT: superficie corporal total; AST: aspartato aminotransferasa.
En rojo se sefialan las diferencias con el indice de Glucksberg clasico (Thomas et al, 1975).

Tabla 1.9. Gradacion global segun el indice de Glucksberg modificado por Thomas (1975).

Grado Piel Intestino Higado Performance status

Sin disminucién del
I 1=2 y 0 y 0 desempefio clinico ni fiebre

I 1-3 ylo 1 ylo 1 Dlsm|nu0|or1 IeV(’e Qel
desempeiio clinico

m s_3 yio 2_3 ylo 2_4 Disminucion m9der§Qa del
desempefio clinico

\V; 2_4 ylo 2_4 ylo Dlsmlnucmn”grav’e.del
desempenio clinico

En rojo se sefialan las diferencias con el indice de Glucksberg clasico (Thomas et al, 1975).
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Tabla 1.10. Gravedad por 6rganos segun el indice de Glucksberg modificado por la conferencia
de consenso de 1994.

Piel Higado Intestino

Estadio
(Exantema SCT) (Bilirrubina mg/dl) (Diarrea ml/dia)

1 > o000 e

2 25 -50% 3-6 > 1000

3 > 50% 6-15 > 1500

4 Eritrodermia con ar.r’lpollas y > 15 Dolor abdon"’linal
descamacion severo o ileo

'Nauseas persistentes con evidencia histoldgica de EICH en el estbmago o duodeno.
En rojo se sefialan las diferencias con el indice de Glucksberg (Przepiorka et al, 1995).

Tabla 1.11. Gradacion global segun el indice de Glucksberg modificado por la conferencia de

consenso de 1994.

Grado Piel Intestino Higado
| 1-2 y 0 y 0
1l 3 ylo 1 ylo 1
[} - ylo 2-3 ylo 2-4
\% 4 y/o 4 ylo -

En rojo se sefalan las diferencias con el indice de Glucksberg
modificado por Thomas (Przepiorka et al, 1995).

Posteriormente, en 1997, el International Bone Marrow Transplant Registry
(IBMTR) describi6 un nuevo modelo de graduacion (Tabla 1.12) para intentar
simplificar y facilitar la comparacion entre diferentes centros y estudios (Rowlings et al,
1997). Este sistema mantuvo los criterios de graduacion de cada 6rgano, pero excluyo
el criterio subjetivo de estado general y modificd ligeramente el computo de la

gradacion global.
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Tabla 1.12. Sistema de clasificacion de EICH aguda del IBMTR.

Piel Higado Intestino
’Exantema Bilirrubina (mg/dl) Diarrea (ml/dia)
maculopapular

A 1 <25% SCT y 0 <2 y 0 < 500

B 2 25-50% SCT |ylo|1-2 2-6 ylo | 1-2 550-1500

C 3 >50% SCT ylo 3 6-15 y/o 3 >1500

Dolor abdominal

D 4 Ampollas ylo 4 >15 y/o 4 severo o ileo

paralitico

SCT: superficie corporal total. (Rowlings et al, 1997).

Segun el indice de Glucksberg y la escala del IBMTR, la EICH leve
corresponde a los grado | 0 A, la EICH moderada a los grados Il o B, la EICH grave a
los grado Ill o C y la EICH muy grave o potencialmente mortal a los grados IV o D
(Tabla 1.13) (Przepiorka et al, 1995), (Cahn et al, 2005). Ambas clasificaciones
explican la variabilidad en la supervivencia segun el grado de EICH aguda con algunas
diferencias. Por un lado, la clasificaciéon de Glucksberg predice mejor la supervivencia
temprana. Por otro, el IBMTR explica las diferencias en los desenlaces (Rowlings et al,
1997) en pacientes con el mismo grado pero distinto patron de afectacion de érganos
(piel, higado y gastrointestinal) (Rowlings et al, 1997). Con ambos sistemas, solo el
grado maximo observado tiene significancia prondstica para la supervivencia (Cahn et
al, 2005). En general, la supervivencia a largo plazo es de mas del 80% para los
grados I-1l (Glucksberg) o A-B (IBMTR); 30% para los grados Ill o C y de menos del
5% para los grados IV o D (Cahn et al, 2005).
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Tabla 1.13. Comparacion de los sistemas de clasificacion de Glucksberg y del IBMTR.

Grado Grado
IBMTR Glucksberg

Piel Intestino | Higado

A | 1 0 0
B | 2 0 0
B Il 0-2 1 0-1
B Il 0-2| 0-1 1
c Il 3 1 0-1
c I 3 0-1 1
c I 3 0 0
B I 0-2 2 0-2
B I 0-2| 0-2 2
c I 0-3| 0-3 2-3
c I 3 2-3 0-3
D I 0-3| 0-3 4
D v 0-3 4 0—4
D v 4 0-4 0-4

En 2015, MacMillan et al. publicaron la clasificacion de gravedad de Minnesota
basada en el numero de érganos afectos y la gravedad de cada uno al inicio de la
EICH (Tabla 1.14). Esta ultima escala de gravedad se ha validado recientemente en
una cohorte de 355 pacientes en la que se observd un riesgo tres veces mayor de
refractariedad al tratamiento con corticoesteroides en el grupo de alto riesgo. Asi
también, este grupo presentd 2 veces mayor riesgo de mortalidad global y mortalidad
relacionada con el trasplante (MRT) (MacMillan et al, 2019). Los autores han
desarrollado una herramienta “on-line” para calcular este indice de riesgo, disponible

en https://redcap.ahc.umn.edu/surveys/?s=bNmFhseJlf.
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Tabla 1.14. indice de gravedad de Minnesota (MacMillan).

EICH riesgo estandar EICH alto riesgo

Un solo érgano afecto: Un solo érgano afecto:

e Piel estadio 1 -3 e Piel estadio 4

e Gl estadios 1 — 2 (incluye Gl alto aislado, e Glestadios3—4

Gl bajo estadio 1 — 2 aislado, o alto y
bajo estadio 1) e Higado estadio 1 —4

. Dos érganos afectos:
Dos érganos afectos:

e Piel estadios 1 — 3 mas Gl estadio 1 * Pielestadios 1 -3 mas Gl estadio 2

(incluye Gl alto aislado, intestinal estadio e Gl bajo estadios 1 — 2 mas higado
1 aislado o Gl alto y bajo estadio 1) estadios 1 -3

e Piel estadios 1 — 3 mas higado estadios 1 e Gl estadios 3 — 4 mas piel estadios 1 -3
-4 o .
e Gl estadios higado estadios 1 -4

Tres 6rganos afectos:

e Piel estadios 1 — 3 mas Gl estadios 1 —2
mas higado estadios 1 — 3

¢ Piel estadios 1-3 mas Gl estadios 3 -4
mas higado estadios 1 — 4

Independientemente del sistema de clasificacion de gravedad utilizado, se
recomienda que en los ensayos clinicos se describa el método utilizado y que no se
referencie un sistema de gradacién especifico a menos que se siga exactamente como
fue publicado (Przepiorka et al, 1995). Se recomienda ademas que se recoja el grado
de severidad de forma semanal, asi como informacion respecto a los diagnésticos
diferenciales. Algunos autores, ‘descuentan’ el érgano afectado si los sintomas pueden
estar explicados por otro diagndstico no EICH (Martin et al, 1990) otros proponen bajar
un grado de severidad (Weisdorf, 2008).

1.2.3.5. Métodos de diagnédstico

A dia de hoy no existe ninguna prueba diagnéstica especifica de EICH por lo
que el diagnéstico es esencialmente clinico y debe considerarse en cualquier paciente
que se haya sometido a un alo-TPH y que presente sintomas como erupcion cutanea,
dolor abdominal, diarrea y un aumento de bilirrubina sobre todo si estos sintomas
ocurren en los primeros 100 dias después del trasplante (especialmente entre 2 a 6
semanas pos-TPH) o al reducir el tratamiento inmunosupresor (Goker et al, 2001). Una
de las dificultades del diagndstico es que en muchos casos los sintomas son sutiles y
ademas las mismas manifestaciones clinicas pueden estar producidas por multiples
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otras causas. Por ejemplo, una erupcién cutdnea puede ser causada por procesos
virales y por una gran variedad de medicamentos administrados durante el proceso del
trasplante (quimioterapia, antibiéticos, inmunosupresores, etc.). A su vez, la diarrea
puede ser secundaria a la mucositis producida por la quimioterapia o ser de origen
infecciosa. Lo mismo ocurre con la hiperbilirrubinemia, que puede estar relacionada
con disfuncién de la via biliar, sindromes de obstruccion sinusoidal pos-TPH,

hepatoxicidad medicamentosa o hepatitis infecciosas.

Por ello, en muchas ocasiones se recurre al estudio histologico mediante
biopsia de los 6rganos diana. Sin embargo, asi como ocurre con las manifestaciones
clinicas, los hallazgos histolégicos tampoco son patognomonicos de EICH, pero

pueden apoyar al diagndstico si hay una correlacién clinico-patolégica.

Por otro lado, la biopsia, sea cutanea, intestinal o hepatica, es un método
invasivo y no exento de complicaciones como infecciones o hemorragia. Ademas, los
pacientes en el periodo pos-TPH estan inmunodeprimidos y sufren citopenias que los
predisponen a complicaciones en procedimientos invasivos. La rentabilidad de obtener

una biopsia debe ser sopesada en cada caso en particular.

Por ser uno de los temas centrales de estas tesis, las caracteristicas
histolégicas de la EICH cutanea aguda se detallan en el apartado 1.2.5.5. y las de

EICH cutanea cronica en el apartado 1.2.6.8.

1.2.3.6. Biomarcadores de EICH aquda

Como comentado anteriormente, el diagndstico de la EICH aguda continua
siendo clinico, basado en los sintomas, valores de laboratorio e histologia de los
organos afectados, siendo las manifestaciones a todos los niveles inespecificas. Es
por esto que el estudio de biomarcadores no invasivos de sangre periférica es una de
las areas de mayor interés en la investigacion en EICH.

El grupo de trabajo sobre biomarcadores para el proyecto de desarrollo de un
consenso del NIH sobre criterios para ensayos clinicos en EICH y el Consorcio de
Ameérica del Norte y Europa han propuesto la siguiente clasificacion y definiciones de
biomarcadores de EICH (Paczesny et al, 2015; Wolff et al, 2018):
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e Biomarcadores para el diagnéstico: se usan para identificar a los pacientes
con EICH al inicio de la enfermedad y ayudar a diferenciar sus sintomas de
otras complicaciones.

e Biomarcadores para el prondstico: se usan para identificar a los pacientes
con diferentes grados de riesgo de aparicion, progresiéon o gravedad de la
EICH antes del inicio o al diagndéstico de la EICH.

¢ Biomarcadores predictivos: se usan para clasificar a los pacientes en funcion
de su probabilidad de responder a distintos tipos de tratamiento de la EICH.

o Biomarcadores de respuesta al tratamiento: se usan para monitorizar la
respuesta al tratamiento y guiar las decisiones respecto al cambio de
tratamiento.

Para ser util, un biomarcador debe poseer las siguientes caracteristicas: (1)
facilidad de su determinacion, (2) técnica reproducible y ampliamente disponible, (3)
bajo coste relativo, (4) adecuada sensibilidad y especificidad, (5) valor predictivo, (6)
correlacion con la severidad y (7) correlacidn con la respuesta al tratamiento (Chen &
Cutler, 2019).

Los primeros biomarcadores investigados se escogieron por su presunto rol en
la patofisiologia de la EICH, asi en ultima instancia estos podrian servir como dianas
terapéuticas. Estos estudios fueron en su mayoria unicéntricos, con pocos pacientes y
no fueron validados en cohortes mas amplias (Chen & Cutler, 2019).

Los biomarcadores se pueden agrupar en 5 categorias: (1) marcadores de
inflamacion sistémica, (2) moléculas de superficie de linfocitos, (3) productos liberados
por el dafno a los érganos diana, (4) protedmica y (5) celulares.

1. Marcadores de inflamacién sistémica

Las citoquinas, dado su rol en la inflamacién, fueron las primeras en ser
estudiadas, especialmente la IL-2 y el TNFa. Los niveles plasmaticos de estas
citoquinas y de sus receptores solubles (slL-2R y TNFRs) aumentan en la EICH aguda
y existe una correlacion con la severidad. Sin embargo, también aumentan en otras
complicaciones del trasplante como infecciones, sepsis, enfermedad veno-oclusiva
hepatica y neumonitis intersticial. Ademas, también se encuentran elevadas en
pacientes criticos sin EICH (Foley et al, 1998; Or et al, 1996; Chen & Cutler, 2019).

Otros estudios se centraron en los reactantes de fase aguda (IL-1, IL-6,
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proteina C reactiva, albumina) y multiples otras citoquinas, IL-8, IL-10, IL-18, IL-7, IL-
15, pero han resultado ser marcadores sistémicos de inflamacién y no son especificos
de EICH aguda (Chen & Cutler, 2019).

En cambio, los niveles elevados del factor suppression of tumorigenicity 2 (ST2), el
receptor de la IL-33, han resultado ser el biomarcador mas validado de EICH aguda y
de mortalidad sin recaida (MSR), medido solo o en combinacién con otros
marcadores. Niveles elevados de ST2 se han correlacionado con un aumento del
riesgo de MSR y de resistencia al tratamiento de la EICH aguda (Lugt et al, 2013). En
un estudio, el aumento de la mortalidad fue independiente del grado de EICH y resultd
un mejor predictor del riesgo de muerte que otros factores de riesgo bien conocidos
(edad, acondicionamiento, fuente de progenitores, compatibilidad HLA) (Lugt et al,
2013).

2. Moléculas de superficie linfocitaria

La circulacion de los linfocitos esta controlada por multitud de moléculas de
superficie especificas. La EICH aguda funciona como una respuesta inmunoldgica
adaptativa, por lo que requiere de los mismos mecanismos de trafico leucocitario. Un
estudio mostré que la integrina a4B7, una molécula de superficie que guia a los
linfocitos al tejido linfoide intestinal, se asociaba con el desarrollo de EICH en este
6rgano (Chen et al, 2009). Un estudio posterior evidencié que los linfocitos T CD8* de
memoria de los pacientes con EICH aguda intestinal tienen niveles de expresion de
0437 mas elevados (Chen et al, 2013).

El CD30, miembro de la familia de los tumor necrosis factor receptor (TNFR),
se expresa en la superficie de algunas células T activadas y su expresion parece ser
mayor en pacientes con EICH aguda (Chen et al, 2012).

Las quimoquinas son pequenas moléculas que se unen a receptores asociados
a proteina G que también participan en el trafico leucocitario. Piper et al. encontraron
que los niveles plasmaticos de la quimoquina CXCL10 en los pacientes con EICH
aguda cutanea era el doble que en el grupo control (Piper et al, 2007). Asi mismo, se
ha visto aumento de CCL8 en una pequena serie de pacientes con EICH (Hori et al,
2008).

3. Biomarcadores no citoquinas

Aparte de las moléculas inflamatorias, se han estudiado otras liberadas durante
el dafio a los tejidos diana como posibles biomarcadores. La granzima A y B son

34



Introduccion

productos de las células T citotoxicas y NK. Los niveles plasmaticos se elevan en la
EICH aguda y se correlacionan con la severidad. Sin embargo, también se asocian a
infeccién por CMV (Kircher et al, 2009). La granulisina es otra proteina citolitica
contenida en los granulos de los linfocitos NK y T citotéxicos. Nagasawa et al.
encontraron una correlacién significativa entre el nivel de granulisina y la presencia de
EICH, y el valor maximo de granulisina fue significativamente mayor en los grados II-IV
comparado con los pacientes sin EICH o grado |. Ademas, los niveles de granulisina
disminuyeron al intensificar la terapia inmunosupresora (Nagasawa et al, 2006).

La citoqueratina 18 es un filamento intermedio presente en las células
epiteliales que en la apoptosis es clivado y secretado. Luft et al. mostraron que los
niveles séricos se correlacionan con la severidad de la EICH aguda hepatica e
intestinal (Luft et al, 2007). Mas recientemente, el grupo de Paczesny, ha identificado
el regenerating islet-derived 3-alpha (REG3a) como posible biomarcador de EICH
intestinal y hepatica (Ferrara et al, 2011). El hepatocyte growth factor (HGF) es una
molécula cuyas funciones incluye la reparacion de tejidos después de una injuria,

también se ha visto aumentado en casos de EICH hepatica (Harris et al, 2012).

De forma similar, syndecan-1 es un proteoglicano presente en la superficie de las
células epiteliales de la piel, higado e intestino, y los niveles plasmaticos estan

aumentados en la EICH aguda y se correlacionan con la severidad (Seidel et al, 2003).

4. Estudios de protedmica

Dado la complejidad del sistema inmune y de las vias implicadas en el contexto
de la EICH, identificar un unico biomarcador puede resultar imposible. Algunos grupos
han aplicado técnicas protedmicas de gran escala para identificar patrones de
expresion RNA o traduccion de poteinas. Investigadores de la Universidad de
Michigan, mediante este enfonque, identificaron un panel de 4 biomarcadores (IL-2Ra,
TNFR1, HGF y IL-8). Cuando aplicaron este panel a un grupo de validacion de 142
pacientes, fueron capaces de diagnosticar con exactitud la EICH aguda, ademas de
predecir la supervivencia independiente del grado de severidad de la EICH (Paczesny
et al, 2009).

Posteriormente, se evalué un panel de 3 biomarcadores (IL-2Ra, TNFR1 y
elafina) en los dias +7 y +14 en 2 cohortes de pacientes (n = 342y n = 171). El andlisis
mostré una especificidad del 75% y sensibilidad de 57% para el desarrollo de EICH

aguda (Paczesny et al, 2011).
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Mas recientemente, Levine et al. desarrollaron un algoritmo usando la
concentracion de 3 biomarcadores plasmaticos (TFNR-1, ST2, y REG3a) para
predecir, en el momento de aparicién de sintomas de EICH aguda, la probabilidad de
MSR a los 6 meses. Este algoritmo basado en una férmula matematica define 3
catergorias (Ann Arbor 1, 2 y 3) con distinto riesgo de MSR (8%, 27%, 46%, a los 6
meses respectivamente) independiente de la gradacion clinica. Ademas, puntajes mas
altos predijeron el desarrollo de EICH gastrointestinal, que es frecuentemente una
causa de mortalidad cuando es refractaria al tratamiento. Este score prodria ser una
guia para el tratamiento de la EICH aguda aunque aun no ha sido validado en este

contexto (Levine et al, 2015).

Otros grupos de investigacién han utilizado la espectrometria de masas para
identificar candidatos a biomarcadores. Esta técnica no depende de la disponibilidad
de anticuerpos existentes, pero es mas laboriosa y lenta y no permite identificar
proteinas especificas. Kaiser et al. consiguieron discriminar entre un grupo de
pacientes con y sin EICH utilizando un panel de 31 polipeptidos en la orina con una
sensibilidad y especificidad de 83,1% y 75,6% respectivamente (Weissinger et al,
2007).

5. Biomarcadores celulares

Los linfocitos Tregs (CD4*CD25*Foxp3*) han mostrado valor diagndstico y
predictivo en la EICH aguda. Niveles bajos de estos linfocitos se han asociado al
desarrollo de EICH aguda y MSR. Al contrario, una subpoblacion de linfocitos T que
expresan la molécula de adhesion CD146 (CD4*CD146*CCR5") se encontro elevada a
los 14 dias del TPH en pacientes con EICH gastrointestinal (Adom et al, 2020).

Niveles elevados de células invariant natural killer (iNK) en el injerto se
asociaron a menor incidencia de EICH. Se cree que estas células suprimen la

proliferacion de las células T y las secrecion de INFy (Adom et al, 2020).
1.2.3.6.1. Biomarcadores de EICH cutanea

Paczesny et al. utilizaron la espectofotometria en plasma de pacientes con y
sin EICH para descubrir la elafina (Paczesny et al, 2010). La elafina o skin-derived
antileukoproteinase (SKALP) o trappin-2 es un inhibidor de elastasa producida por las
células epiteliales en respuesta a citoquinas proinflamatorias (IL-1 y TNFa). En la piel

normal no es detectable, pero se secreta en patologias inflamatorias como la psoriasis
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y en las neoplasias en las que tiene una funcién inmunomoduladora y antiproliferativa
(Pfundt et al, 1996). En el estudio de Paczesny se observé que los niveles plasmaticos
de elafina aumentaban significativamente al inicio de la EICH cutanea y se
correlacionaron con el grado maximo de EICH asi como con mayor riesgo de

mortalidad (Paczesny et al, 2010).

La expresion de elafina se ha estudiado también en biospias cutaneas.
Briiggen et al. encontraron que el grupo con mayor expresion se asocid con peor
pronéstico y disminucion de la supervivencia global (SG) en pacientes con EICH
aguda y mala respuesta a corticoides en la EICH cronica. Este estudio fue el primero
en valorar la expresion de elafina en la EICH cronica, econtrando que el subgrupo con
EICH esclerética no expresaba elafina, mientras que los que tenian EICH liquenoide
mostraron una expresion de elafina mas elevada incluso que en la EICH aguda
(Briggen et al, 2015). Ademas, valoraron la utilidad de la elafina en el diagnéstico
diferencial de la EICH cutanea con las toxicodermias, no encontrando diferencias

significativas en la expresion de elafina entre ambos grupos (Briiggen et al, 2015).

Los diversos biomarcadores reconocidos y validados para la EICH aguda vy
crénica durante la ultima década han sido recientemente revisados en detalle por
Adom et al. (Adom et al, 2020). En la Tabla 1.15 se resumen los biomarcadores

validados hasta el momento para EICH aguda.
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Tabla 1.15. Biomarcadores plasmaticos y celulares de EICH aguda.

Tipo de biomarcador Biomarcador Asociacion con EICH

Panel de 4 biomarcadores:
IL-2Ra
HGF Aumentado
IL-8
TNFR1
Panel de 3 biomarcadores (score Ann
Plasmatico Arbor)
TFNR-1 Aumento del riesgo de
MSR
ST2
REG3a
IL-6 Aumentado
ST2 Aumentado
TIM3 Aumentado
Ratio AREG/EGF Aumentado
Especifico piel Elafin Aumentado
REG3a Aumentado
Especifico higado HGF Aumentado
Queratina 18 Aumentado
Especifico REG3a Aumentado
gastrointestinal TIM3 Aumentado
Tregs Disminuido
Celular Células T CD146" Aumentado
CD30 Aumentado
iINKT Disminuido

IL-2Ra: IL-2-receptor- a; HGF: hepatocyte growth factor; TNFR1: tumor necrosis factor receptor-1; ST2:
suppression of tumorigenicity 2; TIM3: T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein; ratio
amphiregulin/epidermal growth factor; REG3a: regenerating islet-derived 3-a; Tregs: células T
reguladoras; iNKT: invariant natural killer T cells; MSR: mortalidad sin recaida. Adaptado de Adom et al.
(Adom et al, 2020).

Otra area de estudio de biomarcadores es la expresién de ciertos microRNA
(miRNA) que se encuentran aumentados en el plasma de pacientes con EICH aguda.
Estos miRNA pueden ser detectados antes de la aparicion de la enfermedad. Algunos

se asocian con mayor gravedad y mala SG (miR-423, miR-1992-3p, mi-R93* y miR-
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377) (Xiao et al, 2013), mientras que otros (miR-20%, miR-30b-5p) se asociaron con
menor tasa de MSR y SG (Crossland et al, 2017).

Hasta el momento, ningun biomarcador o combinacién de ellos ha mostrado
suficiente evidencia para su aplicacion en la practica clinica habitual. Disponer de
biomarcadores permitiria un diagndstico mas precoz y certero, evitando técnicas
invasivas como las biopsias y su dificil interpretacion. Ademas, permitiria administrar
tratamientos “preventivos” antes de la aparicion de sintomas y estratificar la intensidad
del tratamiento de acuerdo al riesgo de desarrollar EICH grave o refractaria evitando la
iatrogenia del uso de multiples inmunosupresores. Asi mismo, la determinacion
seriada de estos biomarcadores seria util para valorar la respuesta al tratamiento y

guiar la retirada de la inmunosupresion.

1.2.3.7. Medidas preventivas

La profilaxis de la EICH aguda se centra en la disminucion de la respuesta
inmunolégica. Esto se consigue bien mediante la inmunosupresién del receptor
utilizando farmacos o radiacion, y/o mediante la deplecién ex vivo o in vivo de células
T del injerto. Eliminar por completo la EICH puede reducir la morbi-mortalidad
temprana tras el TPH, pero a expensas de un mayor riesgo de recaida. Encontrar un
equilibrio entre prevencion de EICH sin comprometer el efecto ICT es un gran reto.
Actualmente no existe un régimen estandar en la prevencion de EICH ya que la
profilaxis depende del tipo de trasplante (sobre todo el grado de similitud
HLA/emparentado y fuente de progenitores) y como demostré un estudio del EBMT,
ademas existe variabilidad entre los diferentes centros de trasplante (Ram & Storb,
2013).

El primer agente que mostré6 aumento de supervivencia en modelos caninos de
trasplante fue el metotrexato. Desde entonces se utilizd en monoterapia como
profilaxis de EICH en humanos y ha mostrado superioridad frente a otros agentes
(Ram & Storb, 2013). Sin embargo, la incidencia y severidad continuaban siendo
elevadas. Tras anadir ciclosporina a la profilaxis con metotrexato la incidencia de EICH
disminuy6 (Ram & Storb, 2013). Actualmente en la mayoria de los centros se utiliza la
combinacion de un curso corto de metotrexato en los dias +1, +3 y +6 y ciclosporina
durante al menos los primeros 100 dias pos-TPH (Ram & Storb, 2013) como régimen

de AMA. En la Tabla 1.16 se describen los farmacos mas comunmente utilizados en
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los regimenes de profilaxis de EICH, asi como los mecanismos de accion y principales

efectos secundarios (Ram & Storb, 2013).

Tabla 1.16. Farmacos utilizados en los regimenes de profilaxis de EICH, mecanismos de accion

y efectos secundarios.

Farmaco

Régimen

Modo de accion

Principales efectos
adversos

Metilprednisolona o

Efecto linfocitotoxico y
regulacioén a la baja de

Hiperglucemia,
hipertension, cataratas,

Corticoides prednisona 1-2 mg/kg/dia | citoquinas osteoporosis,
proinflamatorias infecciones
Retraso de la
Dia +1: 15 mg/m? IV, +3: Inhibe el crecimiento y | recuperacion
Metotrexato y +6 :10 mg/m? V. En divisién celular. hematoldgica,
algunos centros +11: 10 Inhibicion de las CPA. | nefrotoxicidad,
mg/m? IV Efecto citotoxico hepatotoxicidad,
mucositis

Ciclosporina

Dosis de carga IV de 3-5
mg/kg/dia del dia -3 a -1.

Ajuste de dosis segun

concentraciéon plasmatica.

Cambio a VO cuando
haya tolerancia oral

Bloquea la
transduccién de senfal
dependiente de calcio
del receptor de células
T. Inhibe la produccion
de IL-2

Insuficiencia renal,
elevacion de bilirrubina,
hipertension,
hiperglicemia,
hirsutismo, cefaleas

Dosis de carga IV de 0,02
mg/kg/dia del dia -3 al -1.

Ajuste de dosis segun

Bloquea la
transduccion de sedal
dependiente de calcio

Insuficiencia renal,
elevacion de bilirrubina,

Tacrélimus ., ” ) hipertension,

concentracion plasmatica. | del receptor de células hieralicemia

Cambio a VO cuando T. Inhibe la produccién perg L

. neurotoxicidad
haya tolerancia oral de IL-2
Inhibicion especifica

Dosis de carga VO de 12 | de la progresion de la | Elevacion de enzimas

Sirélimus mg en el dia -3. Ajuste de | fase G1 alafase S. hepaticas, diarrea,

dosis segun

concentracion plasmatica

Inhibicién de sefnales
coestimuladoras
mediadas por CD28

hipertrigliceridemia,
trombocitopenia

Micofenolato
mofetilo

Inicio después de la

infusién celular 2-3 g/dia

Inhibicién directa de la
proliferacion de
linfocitos mediante un
mecanismo de
deplecion intracelular

Trombocitopenia,
leucopenia, aumento
de infeccidn virales,
molestias
gastrointestinales
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Principales efectos

Farmaco Régimen Modo de accién
adversos
de purina
Reacciones de
Anti- Varias dosis durante el Deplecién in vivo de infusion, alta incidencia
timoglobulina | acondicionamiento células T de infecciones sobre

todo virales

Alemtuzumab

Reacciones de

Varias dosis durante el | Deplecion in vivo de | infusion, alta incidencia
acondicionamiento células T de infecciones sobre
todo virales

1.2.3.8. Tratamiento de la EICH aguda

La eleccion del tratamiento inicial para los pacientes con EICH aguda depende

de los o6rganos involucrados, la gravedad de los sintomas, el régimen de profilaxis

utilizado y, hasta cierto punto, la importancia del efecto ICT para el control de la

enfermedad neoplasica subyacente. La mayoria de las opciones de tratamiento se

basan en la inmunosupresion de las células T del donante. Esquematicamente, el

tratamiento inicial segun el grado de EICH es el siguiente:

Grado I: el manejo de la EICH cutanea leve se centra en el uso de tratamientos
tépicos (corticoides, inhibidores de la calcineurina (ICN)) y la optimizacién de
las medidas profilacticas que se ajustan segun los niveles plasmaticos de los
inmunosupresores.

Grado Il o superior: ademas de las medidas descritas para la EICH de grado |,
el tratamiento estandar de la EICH mas grave son los corticosteroides
sistémicos. Su funcién se atribuye a su accién linfolitica y el régimen mas
utilizado inicial es la metilprednisolona 2 mg/kg/dia. No hay evidencia de que
dosis mas altas (10 mg/kg/dia) tengan beneficio (Lint et al, 1998). Los
corticoides se mantienen durante varias semanas en los pacientes que
responden y luego se reducen gradualmente durante un periodo de varios
meses. Se estima que entre el 50-80% de los pacientes responde a
corticosteroides (Bacigalupo, 2007). La dinamica de respuesta al tratamiento es
distinta en cada 6rgano afectado y varia entre pacientes. Las manifestaciones
cutaneas pueden responder rapido, pero la respuesta hepatica e intestinal
suele ser mas lenta. Para pacientes con EICH con afectacion gastrointestinal,
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ademas de corticosteroides sistémicos, puede considerarse el uso de
corticoides orales no absorbibles, siempre que se haya descartado una
infeccién gastrointestinal. La mayoria de los pacientes requeriran nutricion
suplementaria.

Los pacientes con EICH aguda deben ser evaluados diariamente para valorar

la respuesta y aparicion de complicaciones relacionadas. Los pacientes que

demuestran progresion de la enfermedad en cualquier érgano en el dia 3, o que no

existe respuesta en el dia 5 (o 7 para algunos autores) se consideran refractarios a los

corticoesteroides y se debe considerar el tratamiento de segunda linea (Deeg, 2007).

EICH aguda refractaria: Para pacientes con EICH aguda refractaria a los
corticosteroides no existe una terapia estandarizada. En la literatura se han
descrito numerosas estrategias para tratar a estos pacientes. En su mayoria se
dirigen a la inactivacién de linfocitos alorreactivos, CPA, citoquinas o sus
receptores. En general, los resultados han sido desalentadores, con tasas de
respuesta del 10-30% (MacMillan et al, 2002b). Ademas, solo existen unos
pocos ensayos controlados por lo que ha sido imposible identificar qué
pacientes son susceptibles de responder a determinados tratamientos. La
consecuencia de esto ha sido el uso indiscriminado de cualquier agente
disponible o a preferencia del médico (Deeg, 2007). Se han propuesto diversas
opciones terapéuticas que se describen a continuacion y se resumen en la
Tabla 1.17 y sus vias de actuacion en la Figura 1.5. No obstante, el prondstico
de los pacientes que desarrollan EICH aguda y que no responden al
tratamiento de primera linea es malo con una supervivencia del 30% en los
pacientes que reciben tratamientos de segunda linea (Bacigalupo, 2007).
Inicialmente los pacientes suelen presentar algun grado de respuesta a estos
tratamientos y la gravedad de la EICH disminuye, pero suelen desarrollar
infecciones que son la principal causa de mortalidad. La recomendacién es que
siempre que sea posible, se incluya a los pacientes en un ensayo clinico
(Deeg, 2007).
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Tabla 1.17. Tratamiento de la EICH aguda refractaria a corticoides segun érganos afectados.

Manifestacion

Segunda linea

predominante

ATG, denileukin diftitox, anticuerpos monoclonales (anti-CD25, anti-CD3,
Piel anti-CD52), fototerapia (PUVA, ECP), inmunosupresores (MFM, ICN,
pentostatina, sirélimus)

ATG, denileukin diftitox, anticuerpos monoclonales, inmunosupresores

Higads (sirélimus, pentostatina, ICN), ECP

Corticoides no absorbibles (beclometasona, budesonida), ATG, anti-TNFa
Gastrointestinal | (infliximab, etanercept), inmunosupresores (sirélimus, pentostatina, ICN),
células madre mesenquimales, octreétido

ATG: anti-timoglobulina; PUVA: fototerapia con psoralenos; ECP: fotoféresis extracorporea; MFM:
micofenolato mofetilo; ICN: inhibidores de la calcineurina. Adaptado de (Deeg, 2007).
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Figura 1.5. Vias de actuacion de los principales inmunosupresores.

ATG: anti-timoglobulina; CaM: Calcium-modulated protein; CTLA4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; DAG:
Diacilglicerol; ERK: Extracellular signal-regulated kinases; JAK : Janus kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; IP3:
Trifosfoinositol; mMTOR: Mammalian Target of Rapamycin; MAPK: Mitogen-activated protein kinases; NFAT:
Nuclear factor of activated T-cells; NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; PDL-1:
Programmed death-ligand 1; PD1: Programmed cell death protein 1; PI3: Fosfoinositol 3; PI(4,5)P2:

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; STAT: Signal transducers and activators of transcription; TCR: T cell receptor; TNFa:
Factor de necrosis tumoral alfa (Chao, 2016).

Las principales estrategias de tratamiento de segunda linea se describen a
continuacion:

o Anti-timoglobulina (ATG): existe experiencia considerable con ATG que
se utiliza hace mas de 3 décadas. Tiene una respuesta del 20-50% en los

pacientes con EICH refractaria (60-75% en los casos cutaneos) (MacMillan
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et al, 2002?; Deeg, 2007), sin embargo no ha demostrado aumentar la SG
ya que predispone a infecciones y sindromes linfoproliferativos pos-TPH
(Curtis et al, 1999). Este anticuerpo tiene un amplio efecto anti células T, y
ademas induce los linfocitos T reguladores (Tregs) (Lopez et al, 2006). La
administracion precoz de ATG parece estar asociada a mejor
supervivencia (MacMillan et al, 2002b). Los efectos secundarios son
reacciones febriles, hipotension, trombocitopenia, y en casos raros
anafilaxia. Se ha visto asociacion entre ATG y la aparicién de desérdenes
linfoproliferativos pos-TPH (generalmente por VEB) (Deeg, 2007). La
toxicidad aguda se controla mediante premedicacién con corticoides y

antihistaminicos (Deeg, 2007).
Otros anticuerpos monoclonales:

= Anti-IL2 (Daclizumab, Basiliximab) han demostrado eficacia en casos
resistentes a corticoides, sin embargo las infecciones son muy
frecuentes (Antin et al, 2004).

» Anti-TNFa (infliximab y etanercept) se han utilizado en primera y
segunda linea. Se ha visto que en algunos pacientes producen una
mejoria rapida de los sintomas sobre todo los gastrointestinales
(Jacobsohn et al, 2003; Couriel et al, 2009).

= Alentuzumab un anti-CD52, mostré una tasa de respuesta completa de
35% en una serie de 20 pacientes con EICH intestinal grado IlI-IV. El
principal efecto adverso fueron las infecciones por CMV, bacterias y
aspergilosis invasiva (Schnitzler et al, 2009).

= Begelomab un anticuerpo monoclonal IgG dirigido contra el antigeno
CD26 expresado en linfocitos T activados y con potente funcién co-
estimuladora, asi como en el trafico de las células T. En dos ensayos
clinicos pilotos prospectivos incluyendo 28 pacientes con EICH aguda
refractaria a corticoides mostré una respuesta en el dia 28 del 75% (y
61% en otros 41 pacientes en uso compasivo) con respuestas
completas del 11% y 12% respectivamente. Los efectos adversos mas
frecuentes fueron diarrea, reactivacion de CMV y otras infecciones, pero
ninguno se atribuy6 al farmaco (Bacigalupo et al, 2020).
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o Inhibidores mTOR: Sirdlimus (Rapamicina) tiene propiedades
inmunosupresoras, antitumorales y antifingicas. Se une a FK-binding
protein 12 (FKBP12) y forma un complejo con el mTOR (mamalian target of
rapamicin) inhibiendo varias vias moleculares. Recientemente se ha visto
que también induce la expansion de Tregs (Wolf et al, 2012). La evidencia
sobre su uso en la EICH aguda refractaria es escasa. En un estudio
realizado en 21 pacientes el 24% tuvo remisién completa. Por otro lado, se
ha estudiado su uso como primera linea de tratamiento libre de corticoides.
Una serie retrospectiva de 32 pacientes con EICH intestinal y cutanea
grado I-lll mostré6 una tasa de respuesta similar a la alcanzada con
corticoides (50%) (Pidala et al, 2011). Sin embargo, el numero de
pacientes con grados severos de EICH aguda incluidos fue escaso. Las
principales complicaciones son la microangiopatia trombdtica y la
hiperlipemia.

o Antimetabolitos:

»= Micofenolato mofetilo se ha utilizado con cierto éxito. Es bien tolerado
en general y es Util como ahorrador de corticoides. Su uso esta mas
extendido en la EICH crénica (Antin et al, 2004).

= Pentostatina un analogo de purina que inhibe la funcion y expansién de
linfocitos T, obtuvo una tasa de respuesta de 63%, pero solo el 26% de
los pacientes estaban vivos en el seguimiento a un ano (Bolafios-Meade
et al, 2005).

o Inhibidores JAK: Ruxolitinib es un inhibidor selectivo de la Janus kinasa
(JAK) 1y 2 aprobado para el tratamiento de la mielofibrosis. Esta via esta
implicada en la inflamacién y dano tisular producido por la EICH. En los
ultimos afios se ha realizado un estudio multicéntrico en el que se
incluyeron 95 pacientes, de los cuales 54 tenian EICH aguda y 41 EICH
cronica, ambas severas y refractarias. En el grupo de agudos, 82%
respondieron al tratamiento, con 46% de respuestas completas. En los
cronicos hubo 85% de respuestas. Las recurrencias fueron del 7% y 6%
respectivamente y la supervivencia a 6 meses 79% y 97%. Los efectos
secundarios observados fueron citopenias y reactivaciones de CMV
(Zeiser et al, 2015).
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o Fototerapia:

Fotoféresis extracorporea (ECP): se usa frecuentemente en el
tratamiento de la EICH cronica, sin embargo, en los ultimos afos se ha
extendido su uso a casos agudos (Chen et al, 2015; Bredeson et al,
2014). Un estudio mostré un 82% de respuestas completas (en
combinacion con corticoesteroides). Los resultados son lentos, y
requiere al menos 12 semanas de tratamiento una o dos veces a la
semana (Greinix et al, 2006).

Radiaciéon ultravioleta B (UVB): depleciona las células dendriticas
epidérmicas. Un estudio en que se administré radiacion UVB a 17
pacientes pos-TPH mostr6 que disminuye las células dendriticas
epidérmicas y dérmicas. Los 9 pacientes con deplecion total no
desarrollaron EICH aguda o esta fue grado |. Estos pacientes ademas
tenian un numero mayor de linfocitos Tregs circulantes. La irradiaciéon
UVB pos-trasplante es una estrategia a explorar como profilaxis para
EICH aguda (Kreutz et al, 2012).

o  Terapia celular:

Células madre mesenquimales: han cobrado gran interés en los
ultimos afos por su capacidad inmunomoduladora y de reparacién de
tejidos. Se realiz6 un estudio en 40 pacientes con EICH severa (grados
[lI-1V) con 48% de respuestas completas y 18% no respondedores
(Amorin et al, 2014). Oftros estudios han mostrado resultados
contradictorios (Sudres et al, 2006).

Linfocitos T reguladores (CD4*CD25*FOXP3"): mantienen el equilibrio
entre auto y aloinmunidad y son mediadores clave en la tolerancia
inmunolégica (Whangbo et al, 2020). En modelos animales, la infusion
de linfocitos Tregs previno la aparicién de EICH aguda sin alterar el
efecto ICT. Un estudio mostré que la mortalidad relacionada con la
recaida y las infecciones no aumentaron en los pacientes que recibian
injertos con numeros elevados de linfocitos Tregs (lanni et al, 2011). En
un ensayo clinico reciente, 28 pacientes sometidos a TPH haploidéntico
recibieron linfocitos Tregs previo al TPH de células CD34* purificadas,
sin profilaxis anti-EICH. Solo 2 pacientes desarrollaron EICH aguda
grado II-IV y a los 11,2 meses de seguimiento ninguno presenté EICH
cronica . A pesar del pequefio tamafio muestral y el periodo de
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seguimiento corto, la infusion de linfocitos Tregs parece ser una
estrategia factible y segura para prevenir la EICH (lanni et al, 2011). El
compartimento de células Tregs también puede ser modificado
farmacolégicamente.

= En modelos murinos de TPH se ha visto que el sirélimus favorece la
produccion de linfocitos Tregs por el timo y la difusion de estos a los
organos (Song et al, 2016; Battaglia et al, 2005; Wolf et al, 2012). La
ATG también es un potente inductor de linfocitos Tregs capaz de
convertir linfocitos CD4*CD25FoxP3- en CD4*CD25*FoxP3* (fenotipo
regulador) (Lopez et al, 2006; Ruzek et al, 2008).

1.2.4. Enfermedad injerto contra huésped crénica

1.2.4.1. Fisiopatologia de la EICH crdénica

El estudio de la EICH crénica esta limitado por la ausencia de modelos que se
correlacionen con la EICH crénica humana y por la propia heterogeneidad de la
enfermedad. Ademas, el inicio insidioso de los sintomas y la ausencia de
biomarcadores que determinen el inicio de la EICH crénica dificulta el estudio de los
mecanismos fisiopatolégicos iniciales. Se han desarrollado modelos para
manifestaciones concretas de EICH crénica, como esclerosis cutanea (Zhou et al,
2007), afectacion pulmonar (Chen et al, 1998), autoanticuerpos (Zhang et al, 2006),
pero ningun modelo abarca completamente el amplio espectro de manifestaciones de

la EICH crénica.

Uno de los grandes avances en el estudio de la EICH crénica fue la conferencia
de consenso de Bethesda de 2005 (Filipovich et al, 2005), posteriormente revisada en
2014 (Pavletic et al, 2015), que establecié una terminologia comun y guias para la
realizacién de ensayos clinicos y estudios sobre biomarcadores. A partir de la primera
conferencia, se paso a definir a la EICH crénica como un diagndstico clinico mas que
temporal y se desarrollé un nuevo sistema de gradacién basado en el numero de
organos afectados, severidad y repercusion funcional (Pavletic et al, 2015), lo cual ha

permitido homogeneizar los estudios sobre EICH croénica.

La patogenia de la EICH crénica se basa en fendmenos de aloreactividad y

autoinmunidad. La pérdida de tolerancia inmune conduce a la activacién y expansion
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de linfocitos T contra antigenos propios. Los pacientes con EICH crénica presentan
una alta incidencia de autoanticuerpos (ANA, DNAds, anti-musculo liso), aunque éstos
no se relacionan con manifestaciones érgano-especificas ni con la gravedad de la
EICH crénica (Tyndall & Dazzi, 2008; Kuzmina et al, 2015).

Se ha visto que la composicién del injerto es un factor importante en su
desarrollo. De esta forma, la incidencia de EICH crénica es menor en los TSCU y
médula 6sea comparado con la sangre periférica. Las posibles explicaciones han sido
la mayor respuesta inmune innata en la sangre periférica (Buzzeo et al, 2007; Talarn et
al, 2006) y la diferente composicion de células dendriticas que hace que la
presentacion de antigenos sea ineficaz en el TSCU (Canaday et al, 2006). En cuanto
a las potenciales diferencias entre médula ésea y sangre periférica, se ha visto que la
meédula 6sea posee mas células B naive y células dendriticas plasmocitoides (Shier et
al, 2004).

1.2.4.2. Epidemiologia y factores de riesqgo

Generalmente, la EICH cronica aparece tras los primeros 3 meses del TPH y la
mayoria de los casos se diagnostican en el primer afio. Sin embargo, entre el 5% vy
10% aparecen mas tardiamente. La EICH crénica puede surgir como una prolongacion
de la EICH aguda (EICH crénica progresiva), aparecer tras un intervalo libre de
enfermedad (EICH cronica quiescente) (Lee et al, 2003) o sin precedente de
enfermedad aguda (EICH cronica de novo). Las tasas de incidencia son elevadas (30-
70%) y varian segun los factores de riesgo y los criterios diagnosticos utilizados. Las
estrategias de profilaxis que han mejorado las tasas de EICH aguda no han disminuido

la incidencia de EICH cronica.

Los factores de riesgo mas reconocidos para el desarrollo de una EICH crénica

son los siguientes:

e Mayor grado de disparidad HLA
e Edad avanzada del donante y/o receptor

e Disparidad de género del donante y del receptor (donante femenino a receptor
masculino)

e Aloinmunizacién del donante (antecedentes de embarazo, transfusiones)

¢ Origen de las células progenitoras: sangre periférica > médula 6sea > sangre
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del cordon umbilical
e EICH aguda previa
e Administracion de transfusiones no desleucocitadas ni irradiadas
e Esplenectomia previa
e Seropositividad del CMV (donante y/o receptor)
e Seropositividad del VEB (donante)

1.2.4.3. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la EICH crénica dependen fundamentalmente
de la afectacion de los érganos diana: piel y mucosas, higado, tracto gastrointestinal,
higado, pulmones y sistema musculoesquelético. Los sintomas de presentacion son,
en cierto modo, similares a los que se encuentran en otros sindromes autoinmunes y

no hay una presentacion uniforme, sino una afectacion variable de los érganos diana.

¢ Manifestaciones mucocutaneas: Dado que esta tesis esta precisamente
enfocada a la caracterizacion clinica, histolégica y biolégica de la EICH,
dedicaremos un apartado especifico y en detalle para la descripcion de las
“Manifestaciones mucocutaneas de la EICH créonica” mas adelante (apartado
1.2.6).

e Higado: aproximadamente la mitad de los pacientes con EICH cronica tienen

algun grado de afectacion hepatica. A menudo, se manifiesta con alteraciones
en las PFH, con elevaciones en l|la fosfatasa alcalina sérica, alanina
aminotransferasa (ALT) o AST, y bilirrubina.
No hay signos que sean diagndsticos o distintivos. Solo una biopsia hepatica
sirve para confirmar la afectacion cuando se sospecha una EICH hepatica
aislada. La biopsia muestra de forma variable hepatitis lobular, hepatitis crénica
persistente, hepatitis cronica activa y reduccion o ausencia de pequefios
conductos biliares con colestasis. En la mayoria de los pacientes, se cree que
la fisiopatologia se parece a la cirrosis biliar primaria, incluida la necrosis de las
células biliares y el engrosamiento de la membrana basal. Deben excluirse las
infecciones y la toxicidad por medicamentos.

o Tracto gastrointestinal: el tracto gastrointestinal esta involucrado en la
mayoria de los pacientes con EICH cronica.
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o [Esofago: la afectacion del eséfago suele acompafiarse de disfagia, ulceras
dolorosas y pseudomembrana esofagica. La presencia de estenosis en el
tercio superior a medio del eséfago es diagndstica de EICH crénica.

o Intestino delgado y colon: los sintomas y signos que habitualmente se
asocian a la afectacion intestinal incluyen anorexia, nauseas, vémitos,
diarrea cronica, malabsorcion, pérdida de peso y fallo de medro en nifos.
Estos sintomas pueden verse en la EICH aguda y en el subtipo de
superposicion. La EICH crénica también puede provocar una insuficiencia
pancreatica exocrina.

o Los hallazgos endoscopicos son variables y van desde eritema focal leve
hasta eritema grave, edema, exudados, erosiones y ulceracion. La biopsia
puede mostrar apoptosis con abscesos en las criptas, necrosis de la cripta
individual y denudacion de zonas de la mucosa.

Pulmén: la afectacién pulmonar esta presente en aproximadamente la mitad
de los pacientes con EICH crénica y puede manifestarse como cambios
obstructivos y/o restrictivos. Si bien un diagndstico clinico de bronquiolitis
obliterante sugiere EICH croénica, la evidencia histologica de bronquiolitis
obliterante es diagnéstica.

La bronquiolitis obliterante tiene tipicamente una evolucién temporal de los
sintomas y signos. Inicialmente, los pacientes son asintomaticos y las
alteraciones se observan solo en las pruebas de funcion pulmonar. Los
sintomas tempranos son generalmente disnea leve en el ejercicio o tos seca no
productiva. Los sintomas pueden progresar a disnea de esfuerzo. La
afectacién pulmonar puede progresar a una dependencia de oxigeno,
inmovilidad y muerte relacionadas con las infecciones pulmonares.

El diagnéstico clinico de bronquiolitis obliterante se realiza cuando se cumplen
todos los criterios siguientes:

» Volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) /capacidad
vital forzada (FVC) relacién <0.7 y FEV1 <75% de lo previsto.

» Evidencia de atrapamiento de aire o engrosamiento de la via aérea
pequeia o bronquiectasias en tomografia computarizada de térax de
alta resolucién, volumen residual > 120% o confirmacién histolégica de
bronquiolitis constrictiva.

51



Introduccion

= Ausencia de infeccién en el tracto respiratorio.

= Histolégicamente, los bronquiolos se destruyen con la obliteracion
fibrosa de la luz. El tejido de granulacién frecuentemente se extiende
hacia los conductos alveolares.

Aparato locomotor: las complicaciones musculoesqueléticas se observan en
hasta el 50% de los pacientes con EICH crdnica, que a menudo se presentan
de varios meses a anos después de un alo-TPH.

Los signos que son habituales, pero no especificos, incluyen edema,
calambres musculares, artralgia y artritis. Las dos complicaciones
musculoesqueléticas mas notables son la fascitis y la miositis, que se
asemejan a la fascitis eosinofilica autoinmune y la polimiositis idiopatica,
respectivamente. No obstante, estas complicaciones se observan en menos del
5% de los pacientes sometidos a alo-TPH.

Los hallazgos clinicos e histolégicos dependen del tipo de trastorno:

» Fascitis: se manifiesta clinicamente como limitaciones en la movilidad
articular y cambios en la piel. Normalmente hay una evolucién temporal
de los hallazgos clinicos. Inicialmente, puede haber un edema marcado
de las extremidades. Con la progresion de la enfermedad, la hinchazoén
se resuelve y se reemplaza por una induracion simétrica con un
fruncimiento de la piel que le confiere una textura de piel de naranja
(peau d’orange). También se observan contracturas y rigidez articular, lo
que limita el movimiento articular, cominmente en mufiecas y/o dedos.
Cuando se realiza una biopsia, la histologia demuestra infiltracion
linfocitica, edema vy fibrosis en la fascia y los tabiques subcutaneos. La
infiltracién es difusa y, a menudo, se extiende hacia la grasa subcutanea
y el espacio pericapilar, pero por lo general respeta al musculo.

= Miositis: se manifiesta clinicamente como debilidad muscular, con o sin
mialgias. La debilidad es simétrica y afecta a los musculos proximales,
los flexores del cuello y/o la cintura y a los musculos de las
extremidades. La creatinquinasa seérica suele ser 5 a 50 veces el valor
limite de la normalidad, pero puede estar dentro de los limites normales
al inicio del proceso de la enfermedad. También son comunes las
elevaciones en otras enzimas, como lactato deshidrogenasa, aldolasa y
aminotransferasas. Puede haber autoanticuerpos (ANA, anti-musculo
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liso 0 anti-mitocondriales). La electromiografia generalmente es anormal
y demuestra hallazgos compatibles con una miopatia inflamatoria. La
biopsia es necesaria para confirmar la miositis. La histopatologia
demuestra la degeneracidén, necrosis y regeneracion de las fibras
musculares e infiltrados de células inflamatorias de origen del donante.

La fascitis o las contracturas articulares pueden establecer el diagnéstico de
EICH crédnica sin necesidad de pruebas adicionales o evidencia de afectacion
de otros 6rganos. La gravedad de la enfermedad musculoesquelética se puede
medir utilizando una de las muchas escalas del estado de la articulacion/fascia.
En un estudio que evaludé varias de estas en una cohorte de observacion
prospectiva, la escala de la articulacion/fascia del NIH fue la mas apta para
detectar una mejoria clinica con el tratamiento, mientras que la escala de rango
de movimiento fotografico (P-ROM) fue la mejor para evaluar progresiéon
(Inamoto et al, 2014).

Hematopoyesis y sistema inmune: aunque no son especificos, los pacientes
con EICH crénica comunmente presentan anomalias de laboratorio que reflejan
cambios en los sistemas hematopoyético e inmune. Estos hallazgos incluyen
trombocitopenia, eosinofilia, linfopenia, hipo/hipergammaglobulinemia vy
autoanticuerpos.

Otras manifestaciones clinicas: aunque poco frecuentes, en pacientes con
EICH crénica puede verse poliserositis, polimiositis, miastenia gravis, vasculitis
de vasos grandes y medianos, enfermedad desmielinizante del SNC, encefalitis
autoinmune, neuropatia periférica, anomalias de la conduccién cardiaca,
miocardiopatia y sindrome nefrético debido a nefropatia membranosa o, con
menor frecuencia, enfermedad de cambios minimos.

1.2.4.4. Métodos de diagnéstico

Los criterios de consenso del NIH determinan los signos y sintomas de EICH

crénica que son diagnésticos o distintivos (Greinix et al, 2011). En la Tabla 1.18 se

recogen dichos criterios para el diagnéstico de EICH cronica.

Las “caracteristicas diagndsticas” son aquellas que establecen el diagndstico

de la EICH crénica sin necesidad de investigacién adicional. En cambio, las
“caracteristicas distintivas” se observan en pacientes con EICH cronica y estan
ausentes en pacientes con EICH aguda, pero requieren de una exploracién adicional

para confirmar el diagnéstico. Para hacer un diagnéstico de EICH crénica, debe estar
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presente al menos un signo clinico diagnéstico de EICH crénica o una manifestacion
distintiva confirmada mediante biopsia u otras pruebas relevantes en el mismo u otro
organo. “Otras caracteristicas o manifestaciones no clasificadas” definen las
caracteristicas raras, controvertidas o inespecificas de la EICH crénica que no pueden
utilizarse para establecer el diagnéstico de esta. Los signos y sintomas que se
encuentran en la EICH crénica y aguda se denominan “caracteristicas comunes”. No
se requiere de un limite de tiempo establecido para realizar el diagnéstico de EICH

cronica.

En la mayoria de los casos, la EICH crénica es un diagnédstico de exclusién y
se deben considerar otras posibles causas que expliquen los signos y sintomas
clinicos. El diagnéstico diferencial de la EICH crénica incluye infecciones, reacciones
adversas a medicamentos, neoplasias secundarias, entre otros. La mayoria de los

diagnésticos alternativos pueden excluirse en la biopsia del tejido afectado.
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1.2.4.5. Gradacion global y pronéstico de la EICH crénica

Se han desarrollado varios sistemas de gradacién de la EICH crénica y a pesar
de que nunca han sido comparados, todos predicen adecuadamente el prondstico. De
estos, el sistema de puntuacién del NIH para la gravedad de la EICH es el Unico que

ha sido validado prospectivamente.

e Gradacion clasica de la EICH cronica: histéricamente, la EICH cronica se ha
clasificado como limitada o extensa segun la gravedad clinica y los érganos
diana afectados:

o EICH limitada: afectacién localizada de la piel y/o evidencia de disfuncion
hepatica.

o EICH extensa: afectacion generalizada de la piel o afectacion localizada
de la piel y/o disfuncion hepatica, ademas de al menos uno de los
siguientes:

= Biopsia hepatica con hepatitis crénica progresiva, puentes de necrosis o

cirrosis
= Afectacion ocular, con prueba de Schirmer <5 mm

» Afectacion de glandulas salivales menores o mucosa oral (demostrado
por biopsia de la mucosa o labial)

» Implicacién de cualquier otro érgano diana

o EIl sistema de puntuacion del NIH para la gravedad de la EICH cronica fue
desarrollado en una Conferencia de Consenso en 2005 y posteriormente
revisado en 2014 (Filipovich et al, 2005; Jagasia et al, 2015). Varios estudios
han mostrado que este score predice la SG y la MSR (Arai et al, 2011; Cho et
al, 2008; Palmer et al, 2014). El sistema de puntuacion del NIH se basa en el
numero de érganos involucrados y la gravedad individual de cada uno. La
gravedad especifica de cada érgano se puntia en una escala de 0 a 3, donde
el O representa ausencia de afectacion o manifestaciéon asintomética y el 3
discapacidad severa (Tabla 1.19).
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Tabla 1.19. Gradacion de la EICH crénica por 6rganos.

Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3

PIEL Ausente 1-18% SCT | 19-50% SCT o >50% SCT o
esclerosis esclerosis
superficial (piel profunda,

Exantema maculo-papular pellizcable) movilidad
Liquen plano-like reducida,
ulceracion

Papuloescamoso

Queratosis pilaris-like

Ausente o Sintomas Sintomas Sintomas severos
BOCA asintomatico | leves con moderados con | con gran limitacion
signos de limitacion parcial | de la ingesta
enfermedad | de la ingesta
: . que no
Liquen plano-like limitan Ia
ingesta
Ausente o Ojo seco Ojo seco Ojo seco severo
asintomatico | leve que no | moderado que que afecta
0JOsS afecta las afecta significativamente
AVD parcialmente las | las AVD, requiere
(lubricante | AVD (lubricante | gafas especiales o
Queratoconjuntivitis sicca requerido < | requerido = incapacidad para
3v/dia) 3v/dia) sin trabajar o pérdida
pérdida de visién | de visién por QCS
por QCS
GASTROINTESTINAL | Ausente Sintomas Sintomas con Sintomas con
sin pérdida | pérdida de peso | pérdida
de peso leve a moderada | significativa de
Membrana esofégica significativa | (5-15%) o diarrea| peso (>15%),
Contractura esofagica (<5%) que no interfiere reqqe_rjmientos de
Disfagia en las AVD nutricién .
suplementaria o
Anorexia dilataciones
Nauseas esofagicas o
- diarrea severa con
Vémitos

interferencia en las
Diarrea AVD

Pérdida de peso >5% en 3
meses

BT normaly | BT normal BT elevada <3 BT > 3 mg/dl
ALT o FA <3| con ALT =23-| mg/dl o ALT > 5

Al e X VLN 5 xVLNo | x VLN
FA 23 x VLN
Asintomatico | Sintomas Sintomas Sintomas severos
o FEV1280% | leves moderados (disnea de reposo,
PULMON (disnea de (disnea al requerimiento de

un piso) o caminar en llano)| oxigeno) o FEV1 <
FEV1 60- o FEV140-59% | 39%
79%
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Ausente Induracién Induracién de Contracturas con
leve de brazos o piernas | disminucién
brazos o o contracturas significativa del
piernas con | articulares, rango de
rango de fascitis, rango de | movimiento y

ARTICULACIONES Y movilidad movilidad limitacion
FASCIA normal o moderadamente | significativa de las
ligeramente | disminuiday AVD
disminuido | afectacion leve a
sin moderada de las
afectacion AVD
de las AVD
Ausente Signos leves| Signos Signos severos
TRACTO GENITAL con o sin moderados con 0| con 0O sin
molestias sin molestias molestias

SCT: superficie corporal total; QCS: queratoconjuntivitis sicca; AVD: actividades de la vida diaria; BT:
bilirrubina total; ALT: alanina aminotransferasa; FA: fosfatasa alcalina; VLN: valor limite de la normalidad;
FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo. Adaptado de Jagasia et al. (Jagasia et al, 2015).

Segun esta informacién, la gravedad global se califica en leve, moderada o
grave (Jagasia et al, 2015).

o Leve: 1 o 2 drganos afectados sin deterioro funcional clinicamente
significativo (grado maximo 1) y pulmon grado 0.

o Moderada: 3 o mas o6rganos sin deterioro funcional clinicamente

significativo (grado maximo 1) o al menos un 6rgano (no pulmén) con
deterioro funcional clinicamente significativo (grado 2) o pulmén grado 1.

o Grave: Al menos 1 6rgano con deterioro funcional mayor (grado 3) o

pulmén grados 2-3.

o EI sistema de puntuacion del CIBMTR para el riesgo en la EICH cronica
(Arora et al, 2011) otorga una puntuacién de riesgo de EICH croénica utilizando
10 variables medidas en el momento del diagnéstico de EICH crénica:

o Edad del receptor:
= <29 anos = 0 puntos
= 30 a 59 anos =1 punto

= >60 anos = 2 puntos
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EICH aguda previa:

* ninguno = 0 puntos

= presente = 1 punto

Tiempo desde el trasplante hasta el desarrollo de EICH crénica:
= 25 meses = 0 puntos

= <5 meses =1 punto

Bilirrubina sérica en el momento del diagnéstico de la EICH crénica:
» <2 mg/dL = 0 puntos

= >2 mg/dL = 2 puntos

indice de Karnofsky:

= >80 =0 puntos

= <80 =1 punto

Recuento de plaquetas:

= 2100 x 10°%/L = 0 puntos

= <100 x 10%L = 1 punto

Tipo de donante:

= donante hermano o no emparentado HLA-idéntico o parcialmente
idéntico = 0 puntos

= otro =1 punto

Estado de la enfermedad en el momento del trasplante:
= precoz = 0 puntos

» intermedio = 1 punto

= avanzado = 2 puntos
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o Disparidad de sexo donante/receptor:
* mujer/hombre = 1 punto
= otros = 0 puntos
o Profilaxis de EICH:
= ciclosporina + metotrexato = 0 puntos
= otro =1 punto

Se considera enfermedad en fase precoz a los pacientes sometidos a alo-TPH en
primera remision de leucemia aguda, primera fase crénica de leucemia mieloide
cronica (LMC) o SMD con anemia refractaria o anemia refractaria con sideroblastos en
anillo. La enfermedad en fase intermedia incluye aquellos con leucemia aguda en una
segunda o posterior remision completa, una segunda o posterior fase cronica, o una
fase acelerada de LMC. Una fase de enfermedad avanzada incluye pacientes con
leucemia aguda refractarios o en recaida, crisis blastica de LMC o SMD con anemia
refractaria con exceso de blastos o en transformacién.

Usando estas variables, los pacientes podrian dividirse en seis grupos de riesgo
(RG) segun el puntaje de riesgo general con tasas asociadas de SG y MSR a los cinco
afios:

= RG1 - 0-2 puntos; 91% SG; 5% MSR

= RG2 - 3 a6 puntos; 67% SG; 20% MSR

» RG3 - 7 a8 puntos; 51 % SG; 33% MSR
» RG4 - 9a 10 puntos; 40 % SG; 43% MSR
» RG5 - 11 puntos; 21 % SG; 63% MSR

= RG6 - 12 puntos; 4 % SG; 67% MSR

1.2.4.6. Biomarcadores de EICH cronica

Enla Tabla 1.20 se resumen los biomarcadores validados hasta el momento
para EICH crénica (Adom et al, 2020).
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Tabla 1.20. Biomarcadores plasmaticos y celulares de EICH cronica.

Tipo de

biomarcador

Biomarcador

Asociacion

Referencia

Panel de 4 proteinas:
ST2

Niveles elevados se
correlacionan con EICHc

(Yu et al, 2016)

CXCL9
MMP3
OPN
sBAFF Niveles elevados se asocian | (Saliba et al, 2017;
con EICHc activa y MSR. Sarantopoulos et
Disminucion >50% en al, 2007; Fujii et al,
respondedores a corticoides | 2008; Kariminia et
al, 2016)
CXCL9 Su expresiéon aumentada en | (Kitko et al, 2014;
células CD4*y CD8" se Kariminia et al,
Plasmatico asocia con EICHc y 2016; Yu et al,
severidad 2016; Hakim et al,
2016)
CXCL10 Expresiéon aumentada en (Kariminia et al,
EICHc 2016; Hakim et al,
2016; Ahmed et al,
2016)
MMP3 Asociacion con BO (Liu et al, 2016)
CCL15 Aumentado al diagnéstico de | (Du et al, 2018)
EICHc. Niveles elevados se
asocian a mayor MSR
CD163 Niveles plasmaticos (Inamoto et al,
elevados se asocian con 2017)
EICHc de novo
Células B TLR9* Niveles aumentados se (She et al, 2007)
asocian a EICHc
Células B Niveles aumentados se (Greinix et al, 2008;
CD19*/CD21- asocian a EICHc Kuzmina et al,
2013)
Ratio BAFF/células B | Niveles aumentados se (Sarantopoulos et
Celular asocian a EICHc al, 2009)

Tregs Reducidos en EICHc (Sarantopoulos et
al, 2009)

Células T Altamente expresados en (Forcade et al,

CD4*CD146*CCR5* | EICHc 2017)

TFH Niveles bajos circulantes en | (Forcade et al,

EICHc activa

2016)

ST2: suppression of tumorigenicity 2; CXCL9: C-X-C Motif Chemokine Ligand 9; MMP3: matrix
metalloproteinase 3; OPN: osteopontina; EICHc: enfermedad de injerto contra huésped cronica; sBAFF:
soluble B-cell activating factor; BO: bronquiolitis obliterante; TLRO: toll-like receptor 9; Tregs: células T
reguladoras; TFH: T follicular helper cells.
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1.2.4.7. Medidas preventivas

En primer lugar, dado que el desarrollo de EICH aguda conlleva un aumento de

la incidencia de EICH crénica, un régimen mas eficaz de prevencion de EICH aguda

seria la medida 6ptima de prevencion de EICH cronica. Sin embargo, la reduccion de

EICH croénica siempre se ha visto asociada a largo plazo con recidiva de la

enfermedad neoplasica. Las estrategias de prevencion de EICH crénica se describen a

continuacion:

Inactivacion o depleciéon de células T del donante: Tanto la EICH aguda
como crénica puede prevenirse eliminando las células T del injerto. Existen 2
métodos para ello: ex vivo e in vivo.

o Ex vivo: los métodos actuales incluyen el uso de alemtuzumab, un
anticuerpo monoclonal anti-CD52 (presente en varias subpoblaciones
leucocitarias) que al unirse causa la muerte celular; o el uso de dispositivos
inmunomagnéticos que permiten eliminar selectivamente células T, B NK'y
seleccionar las células progenitoras. Si el injerto contiene menos de
1x10%kg CD3*, el riesgo de EICH practicamente desaparece. Las
desventajas son peor reconstitucion inmune pos-TPH y mayor riesgo de
recaida.

o Invivo: consta del tratamiento del paciente con anticuerpos monoclonales
anti-células T. Esta estrategia por un lado reduce la respuesta inmune del
receptor favoreciendo el injerto, y por otro, produce una disminucion de las
células T del injerto, lo que previene la EICH.

Combinacién de inmunosupresores: la EICH cronica frecuentemente
aparece en paciente con profilaxis farmacoldgica. Se han utilizado multiples
regimenes con combinaciones de corticoesteroides, ciclosporina, azatioprina,
tacrélimus, metotrexato, MFM, sirélimus, talidomida, inmunoglobulinas.
Ninguno ha resultado altamente efectivo. Paradojicamente, si bien la EICH
aguda es el principal predictor de EICH cronica, los regimenes de
inmunosupresores han mostrado disminucién de la incidencia de EICH aguda,
pero no han tenido el mismo efecto preventivo en la EICH crénica.
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o Fuente del trasplante: los trasplantes de sangre periférica producen mas
EICH crénica que los de médula 6sea y estos mas que los TSCU. Ademas, la
EICH crénica en los trasplantes de sangre periférica es mas severa y resistente
a tratamiento.

1.2.4.8. Tratamiento de la EICH crénica

No existe un tratamiento aprobado para la EICH crénica. La eleccion del
tratamiento inicial para pacientes con EICH crénica depende de los o6rganos
involucrados, la gravedad de los sintomas, el régimen profilactico utilizado y, hasta
cierto punto, la importancia de un efecto ICT. Al igual que en la EICH aguda la mayoria
de las opciones de tratamiento se basan en la inmunosupresion de las células T del

donante, que son responsables de las manifestaciones clinicas de la EICH.

Como explicado anteriormente, la gravedad de la EICH crénica esta
determinada por el grado de compromiso de los érganos diana. La enfermedad leve se
puede manejar con tratamiento complementario dirigido a sitios especificos. Cuando
las manifestaciones no responden a las medidas locales son candidatos para un

tratamiento sistémico.

e Tratamiento complementario de sitios especificos:

A continuaciéon se resumen las recomendaciones de las principales guias
(Martin et al, 2015; Couriel, 2008; Rodgers et al, 2012; Vogelsang & Pavletic,
2009; Dignan et al, 2012c, 2012a; Wolff et al, 2011). En ellas se enfatiza la
necesidad de un manejo multidisciplinar de la EICH crénica en el cual
participen hematologos, dermatologos, odontélogos, ginecologos,
oftalmélogos, digestélogos, hepatdlogos, neumélogos, y rehabilitadores.

o Piel: la xerosis y descamacion de la piel son una manifestacion comun de
la EICH crénica. La atrofia cutanea y la esclerosis favorecen la aparicion
de ulceras. Los corticoides topicos son el tratamiento de primera linea al
igual que los ICN tépicos. Se debe recomendar a los pacientes el uso
frecuente de emolientes, proteccion solar y revision anual por
dermatologia.

o Boca: una buena higiene oral y dental es muy importante. Se recomiendan
fluoruros tépicos para prevenir la caries y revisiones por un odontélogo
cada 6 meses. Los corticoides topicos en enjuague o gel de orabase son el
tratamiento de primera linea. La ciclosporina y los ICN tépicos también han
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mostrado ser Utiles. Aunque se ha usado saliva artificial, muchos pacientes
prefieren beber agua con frecuencia. También pueden utilizarse agentes
parasimpaticos como la pilocarpina para estimular la salivacion. Los
anestésicos toépicos pueden ser utiles para el control del dolor. La
fotoféresis extracorporea se recomienda como segunda linea en casos
refractarios. Los ejercicios de estiramiento pueden aumentar el rango de
apertura oral en casos de esclerosis perioral.

o QOjos: el ojo seco produce fotofobia y dolor por lo que hay que recomendar
el uso de gafas de sol. Otras medidas como el uso de lagrimas artificiales o
suero autologo pueden ser utiles. Si los lubricantes son insuficientes, se
pueden colocar tapones en la via lagrimal. En grados severos se pueden
utilizar inmunosupresores en colirio (ciclosporina).

o Tracto genital: Los corticoides tdpicos de alta potencia y los ICN tépicos

estan recomendados como tratamiento de primera linea. El uso de
hidratantes puede mejorar los sintomas. Algunas pacientes pueden
requerir terapia de reemplazo hormonal. En los casos de EICH cronica
esclerodtica puede llegar a producirse estenosis y requerir de dilataciones
mecanicas.

o Tracto gastrointestinal: los pacientes pueden tener dificultad para tragar

y se pueden producir estenosis esofagicas que pueden requerir una
dilatacién mecanica. Los pacientes con diarrea deben someterse a una
evaluacion que incluya cultivos, pruebas para detectar la toxina de C.
difficile, cultivos de citomegalovirus y endoscopia. Se suelen usar
corticoides orales de efecto local como la budesonida y medicamentos
antidiarreicos (loperamida, ocreotido). En casos de insuficiencia
pancreatica crénica es necesario suplementar el déficit enzimatico, asi
como sales biliares en casos de malabsorcion.

o Higado: los corticoides son el principal tratamiento. El acido
ursodeoxicolico mejora la colestasis y el prurito. Otras medidas de soporte
incluyen vitamina K, espironolactona y albumina.

o Pulmén: Los corticoides sistémicos se recomiendan a dosis de 1
mg/kg/dia. = Otras  medidas  complementarias como  oxigeno,
broncodilatadores, corticosteroides inhalados y rehabilitacion pulmonar
pueden ser beneficiosos.
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o Aparato locomotor: los pacientes con EICH crénica a menudo desarrollan

contracturas articulares, inflamacion de las extremidades, atrofia muscular
y debilidad. También pueden presentar miopatia inducida por
corticoesteroides y cambios escleréticos en la piel y la fascia que pueden
limitar la movilidad articular. La terapia fisica y ocupacional debe
considerarse para pacientes con una capacidad reducida para realizar
actividades de la vida diaria. Los pacientes con EICH crénica deben ser
evaluados para determinar la pérdida 6ésea acelerada.

o Tratamiento sistémico: Las caracteristicas asociadas con un alto riesgo de
morbilidad y mortalidad relacionadas con la EICH croénica, y que son
indicaciones para un tratamiento sistémico son las siguientes:

o Afectacion de tres o mas 6rganos
o Cualquier érgano individual con puntuacion de gravedad > 2
o Trombocitopenia persistente (<100 x 10%/L)

o EICH crénica que ha evolucionado a partir de EICH aguda (EICH croénica
progresiva)

Se debe alentar a los pacientes con EICH crénica que requieren tratamiento
sistémico a participar en ensayos clinicos. Para los pacientes que no son elegibles
0 que no desean participar en un ensayo clinico, los corticosteroides en
monoterapia son la eleccibn mas aconsejable. El objetivo es usar la cantidad
minima de corticosteroides necesaria para controlar los sintomas. La prednisona
se suele comenzar con una dosis de 1 mg/kg/dia. La adicion de un ICN esta
justificada en pacientes con progresién después de dos semanas de prednisona o

falta de respuesta entre cuatro y seis semanas.

En los pacientes con progresion o falta de respuesta, se considera que la
enfermedad es resistente y se recomienda cambiar el tratamiento. Sin embargo,
se desconoce cual es la mejor alternativa para estos pacientes. Si no son
elegibles o no desean participar en un ensayo clinico, las principales opciones son
los tratamientos no farmacoldgicos, como la fotoféresis extracorpérea y la
irradiacion ultravioleta A con psoralenos (PUVA) o ultravioleta B de banda
estrecha, y el uso de farmacos inmunosupresores adicionales (ver apartado

1.2.3.8 tratamiento de la EICH aguda). La eleccion entre estos agentes debe
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tomar en consideracion los 6rganos involucrados, las comorbilidades del paciente,

la experiencia del médico y los recursos disponibles.

En este contexto, a menudo se recurre a la fotoféresis extracorpérea ademas
de prednisona y un ICN. Sin embargo, la fotoféresis extracorpdrea solo esta
disponible en centros especializados y requiere la colocacion de un catéter venoso
central. El uso de otros agentes inmunosupresores e inmunomoduladores (Wolff
et al, 2011) como MFM, sir6limus, ruxolitinib (Jagasia et al, 2018; Khoury et al,
2017), ibrutinib (Miklos et al, 2017) y rituximab (Brownback et al, 2017; Heinzerling
et al, 2000), entre otros, debe hacerse siempre en el contexto de un ensayo

clinico.

e Otras medidas de soporte: Los pacientes con EICH crénica estan
inmunocomprometidos, por lo que ademas del tratamiento especifico para cada
organo, deben recibir profilaxis para infecciones bacterianas, virales y fungicas.
Se recomienda la administracion de vacunas cuando la dosis de prednisona
esta por debajo de 0,5 mg/kg/dia, excepto las vacunas vivas que estan
contraindicadas.

1.2.4.9. Evaluacion de la respuesta al tratamiento

La conferencia de consenso del NIH propone 3 categorias de respuesta global
(Lee et al, 2015):

o Respuesta completa: resoluciéon de todas las manifestaciones en todos los
organos.

o Respuesta parcial: mejoria en al menos un érgano, sin progresion en otros.
e No respuesta:
o Progresion en algun 6rgano.

o Respuesta mixta: respuesta completa o parcial en un 6rgano acompafado
de progresion en otro 6érgano.

o Sin cambios: no se cumplen criterios de respuesta completa, parcial,
progresion o mixta.
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1.2.5.Manifestaciones cutaneas de la EICH aguda

1.2.5.1. Lesiones cutaneas

La afectacion cutédnea es la manifestaciéon mas frecuente (20%-70%) y precoz
de la EICH aguda. Generalmente aparece entre 2 a 6 semanas del trasplante pero
puede ocurrir en cualquier momento tras el injerto hematopoyético (Penas & Zaman,
2010; Hymes et al, 2012). Las lesiones cutaneas tipicamente empiezan como maculas
eritematosas en las orejas, palmas y plantas (Figura 1.6). Las zonas laterales del
cuello, mejillas y zona alta de la espalda son otras regiones de afectacion temprana
(Penas & Zaman, 2010). Se han descrito lesiones papulares foliculo-centradas que
simulan una foliculitis (Friedman et al, 1988). La erupcion cutanea puede ser
pruriginosa o dolorosa y estar precedida por sensacion urente o de prurito (Penas &
Zaman, 2010).

e

Figura 1.6. Areas de afectacion inicial del exantema en la EICH cutanea aguda.

Exantema maculopapular (1) afectacion del cuello y zona retroauricular. (2) Afectacion de las
manos Yy (3) afectacion de las plantas.
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A partir de estas areas, en los casos severos la erupcién puede extenderse y
afectar a todo el tegumento. Cuando afecta a mas del 80% de la superficie corporal
total (SCT) se considera eritrodermia. En los casos mas graves pueden formarse

ampollas que confluyen produciendo despegamiento y necrosis epidérmica simulando

una necrolisis epidérmica toxica (Figura 1.7).

Figura 1.7. Paciente con EICH cutanea aguda grave.

Necrosis cutanea y despegamiento dermo-epidérmico a nivel del dorso (1) y glateos (2).

Se han descrito formas raras de presentacion de EICH aguda cutanea,
incluyendo una erupcién escarlatiniforme, un cuadro clinico sugestivo de varicela
(Vargas-Diez et al, 2005), una variedad ictiosiforme (Chao et al, 1998), y una forma

inusual de acantosis nigricans rapidamente progresiva (Garcia-Diez et al, 1987).

1.2.5.2. Lesiones orales

El desarrollo de mucositis oral es muy frecuente en el periodo pos-TPH
afectando al 90% de los pacientes (Vargas-Diez et al, 2005). Esta es debida a

multiples factores, sobre todo la quimioterapia, neutropenia e infecciones. Algunos
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trabajos describen que entre el 33 y el 75% de los pacientes con EICH aguda
presentan afectacion oral (Schubert & Sullivan, 1990). El espectro de manifestaciones
orales descritas incluye eritema, erosiones, Ulceras, lesiones liquenoides, disfuncion
de las glandulas salivales, xerostomia y dolor. Sin embargo, se conoce poco de la
EICH aguda oral debido a la dificultad de diferenciarla de la mucositis por farmacos
(Vargas-Diez et al, 2005) . Algunos autores sugieren que las lesiones que persisten
mas de 3 semanas tras el TPH o que afectan el paladar duro (localizacion poco
frecuente de mucositis por quimioterapia) sean debidas mas probablemente a EICH
(Vargas-Diez et al, 2005). La afectacién oral no se considera como criterio diagndstico

de EICH aguda ni estd incluida en las escalas de gravedad.

1.2.5.3. Gradacion

Al igual que en la afectacion hepatica e intestinal (Tabla 1.5) se utiliza una
escala para graduar la afectaciéon cutdanea. Esta se basa en la superficie corporal

afectada y la gravedad de las lesiones de la siguiente manera (Figura 1.8):
¢ Grado 1: exantema maculopapular <25% de la SCT
e Grado 2: exantema maculopapular en un 25-50% de la SCT
¢ Grado 3: exantema generalizado (mas del 50% se la SCT)

e Grado 4: exantema generalizado con formacion de ampollas o despegamiento
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Figura 1.8. Imagenes de pacientes con EICH cutanea aguda.

(1) Grado 3: Exantema maculopapular de mas del 50% de la SCT. (2) Grado 2: exantema en
un 25-50% SCT. (3) Grado 4: despegamiento cutaneo.

La combinacion de los estadios cutaneo, intestinal y hepatico (Tabla 1.5)
determinan el grado global de EICH aguda (ver apartado 1.2.3.4). La presencia de
eritrodermia y ampollas es suficiente para diagnosticar una EICH grado 4 y esta
asociada a mal prondstico.

1.2.5.4. Diagnéstico

El diagnostico de EICH aguda es clinico y no se debe demorar por la
realizacién de pruebas complementarias como la biopsia de piel. El exantema de la

EICH aguda no es patognomodnico y debe distinguirse de otras dermatosis con clinica
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similar. La histologia puede ser util para el diagndstico, pero al igual que la clinica, no
es especifica y requiere de la correlacion clinico-patolégica. En general el diagnostico
de EICH aguda se acepta cuando hay una erupcién cutanea consistente que ocurre
durante el periodo de recuperacion linfocitica acompafado de cambios compatibles en

la histologia (Hausermann et al, 2013).

1.2.5.5. Estudio histoldgico

El examen histolégico de la piel revela cambios en la epidermis y en la dermis.
Aunque no existen signos patognomonicos, el hallazgo clave es una dermatitis de
interfase con degeneracion vacuolar de la capa basal epidérmica y un infiltrado
linfocitico en la dermis superficial (Fischer et al, 2015). Para algunos autores la
caracteristica histolégica mas consistente es la muerte celular individual de los
queratinocitos (apoptosis) (Vargas-Diez et al, 2005). El infiltrado inflamatorio es
mononuclear, puede ser escaso y de predominio perivascular, o mas extenso. Esta
compuesto por linfocitos CD4* y CD8*, en ocasiones con predominio de uno de estos
tipos (Penas & Zaman, 2010). Algunos autores han encontrado NK (Acevedo et al,
1991), mientras que los linfocitos B estan ausentes. Es comun la migracion de
linfocitos a la epidermis (exocitosis). La presencia de linfocitos satélite (1 o mas
linfocitos alrededor de queratinocitos necroticos) también apoya el diagnéstico de
EICH aguda (Hymes et al, 2012). En los casos mas severos se puede observar edema
intercelular, acantdlisis, despegamiento subepidérmico y necrosis de todo el espesor

de la epidermis (Goker et al, 2001).

La gravedad histologica de la EICH aguda se categoriza de la siguiente manera
(Lerner et al, 1974) (Figura 1.9):

e Grado 0: piel normal o cambios no atribuibles a EICH
¢ Grado 1: vacuolizacion de la capa basal en la unién dermo-epidérmica

e Grado 2: vacuolizacion de la capa basal, queratinocitos necréticos, infiltrado
linfocitario

¢ Grado 3: Grado 2 mas hendiduras en la unién dermo-epidérmica

¢ Grado 4: Grado 2 mas despegamiento dermo-epidérmico
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Figura 1.9. Grados histologicos de la EICH aguda cutanea.

(1) Grado 1: vacuolizacion de la capa basal. (2) grado 2: vacuolizaciéon de la capa basal,
queratinocitos necroticos (flecha azul), infiltrado linfocitario. (3) Formacion de hendiduras en la
union dermo-epidérmica. (4) Despegamiento dermo-epidérmico.

La sensibilidad y especificidad de la biopsia cutanea no estan establecidas. Las
biopsias obtenidas en etapas precoces en el curso de la EICH pueden no mostrar
cambios y ademas los hallazgos histologicos no modifican la decisién de tratamiento.
Por otro lado, no se ha encontrado ningun hallazgo histolégico que determine qué
pacientes van a progresar a grados mas severos (Kohler et al, 1997). Sin embargo,
dado que la biopsia es un procedimiento relativamente sencillo, puede aportar
informacion que sumada a la clinica apoye el diagnéstico de EICH y que permite
establecer causas alternativas de erupcion cutanea, se continua recomendando (Hillen
et al, 2015). EI momento mas adecuado para realizar la biopsia tampoco esta
establecido. Los tratamientos inmunosupresores sistémicos y tépicos pueden inducir
cambios histologicos, por lo que se recomienda obtener la biopsia antes de las

intervenciones terapéuticas (Hillen et al, 2015).
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1.2.5.6. Diagnéstico diferencial

Otros varios procesos pueden presentar una clinica e histologia similares a la
EICH aguda:

1.2.5.6.1 Reacciones por farmacos

¢ Erupciones maculopapulares o morbiliformes

La EICH aguda puede ser indistinguible de las reacciones por farmacos. Estas,
a diferencia de la EICH, tipicamente comienzan por el tronco y se extienden hacia las
extremidades (Svensson et al, 2001). Un estudio mostré que la afectacion facial y mas
si se acompafia de compromiso palmo-plantar sugiere el diagndstico de EICH frente a
toxicodermias. En el mismo estudio, la presencia de diarrea con o0 sin

hiperbilirrubinemia también favorecieron el diagnostico de EICH (Byun et al, 2011).

A nivel histolégico, la presencia de eosindfilos se asocia a reacciones por
farmacos. Un estudio cuantitativo del numero de eosindfilos mostré que las
toxicodermias tenian en promedio mas eosindfilos que la EICH aguda y que ésta es
poco probable con mas de 16 eosindfilos por 10 campos de gran aumento (Weaver &
Bergfeld, 2010). Sin embargo, estos hallazgos no han sido confirmados en otros
estudios y algunos autores advierten que incluso puede dificultar mas la toma de
decisiones clinicas y retrasar el inicio del tratamiento inmunosupresor (Marra et al,
2004).

Kohler et al. estudiaron 179 biopsias cutaneas (98 EICH y 81 no EICH)
evaluando 16 parametros, incluyendo la presencia de vacuolizacion basal,
queratinocitos disqueratdsicos, satelitosis (queratinocitos disqueratdsicos rodeados por
linfocitos) y necrosis de queratinocitos. Ningun parametro por si solo o en combinacién

obtuvo significancia estadistica para distinguir entre ambos diagnosticos

Por otro lado, la quimioterapia y radiacién del acondicionamiento también
pueden producir cambios histologicos indistinguibles de la EICH aguda, aun en piel

clinicamente normal (Lever et al, 1986) .

¢ Sindrome de Stevens-Johnson (SSJ) / Necrolisis epidérmica toxica (NET)

Los casos severos de EICH aguda (grado 4) presentan caracteristicas clinicas
e histolégicas similares al SSJ/NET, una reaccion cutdnea severa inducida por
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farmacos. La NET tipicamente comienza con lesiones en diana atipicas, maculas
eritemato-violaceas con una tonalidad opaca grisacea que rapidamente progresan a
formacion de ampollas extensa y despegamiento cutaneo (Svensson et al, 2001). La
histologia muestra ampollas subepidérmicas y necrosis epidérmica. Distinguir entre
EICH aguda grave y NET puede resultar imposible.

e Eritema multiforme (EM)

El EM es una respuesta inmunomediada que ocurre frecuentemente en el
contexto de infeccion por virus herpes simple. Asi como en la EICH aguda, los
hallazgos histopatologicos incluyen vacuolizacion de la capa basal, queratinocitos
necroticos, y hendiduras subepidérmicas. La identificacion clinica de lesiones en diana
tipicas sugiere el diagnostico de EM (Svensson et al, 2001).

o Eritema acral (eritrodisestesia palmoplantar)

Es un efecto secundario relativamente frecuente y localizado de la
quimioterapia (mas comunmente doxorubicina, docetaxel, fluorouracilo y citarabina).
Suele aparecer precozmente tras el TPH por el régimen de acondicionamiento. Al igual
que la EICH aguda afecta palmas y plantas, produciendo disestesia acral seguido
eritema y edema doloroso simétrico (Penas & Zaman, 2010). Puede producirse
descamacion, aparicion de ampollas o ulceraciones. Histolégicamente suele
observase un leve infiltrado linfocitico perivascular que puede acompanarse de edema
sub-basal, ampollas, capilares sanguineos y linfaticos dilatados. Suele manejarse con
compresas frias (Penas & Zaman, 2010)

¢ Siringometaplasia escamosa ecrina

Se trata de una erupcién producida por farmacos citostaticos que se caracteriza
por una erupcion eritematosa macular o en placas que afecta las zonas intertriginosas
(axilas, ingles, cuello) de forma bilateral (Bittar et al, 2018; Carrascosa et al, 2014,
Nethers et al, 2017). La caracteristica histolégica es el cambio metaplasico de las
células cuboidales del epitelio de las glandulas ecrinas en dos 0 mas capas de células
escamosas (siringometaplasia) (Bittar et al, 2018). Suele resolverse espontaneamente
0 con corticoides topicos o sistémicos.

Una posible explicaciéon de la similitud de la EICH con las reacciones por
farmacos es que por un lado la fisiopatologia de ambos procesos esta mediada por las

mismas células efectoras, los linfocitos T. También se ha propuesto que la piel de
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pacientes severamente inmunodeprimidos tenga un patrén de reacciones limitado, lo

que contribuye al solapamiento de los hallazgos histologicos (Marra et al, 2004).

1.2.5.6.2 Exantemas virales

Las infecciones virales sobre todo HHV-6 y 7, VEB y CMV pueden ser causa de
exantemas cutaneos en pacientes trasplantados (Penas & Zaman, 2010). La histologia
generalmente muestra un infiltrado linfocitico perivascular. Solo en algunos casos se
encuentran hallazgos especificos como las inclusiones intranucleares que son Uutiles
para distinguir los cuadros virales de la EICH. Varios estudios sugieren una relacion
entre reactivacion de HHV-6 y el desarrollo de EICH (Kitamura et al, 2008; Yoshikawa

et al, 2001) aunque el mecanismo aun no se ha dilucidado.

1.2.5.6.3 Erupcion por injerto leucocitario

El injerto leucocitario es el retorno de los linfocitos a la circulacién periférica tras
ablacién de la médula 6sea. Esta erupcién es autolimitada y cursa con fiebre
transitoria (Horn et al, 1989). A diferencia de la EICH, no se acompana de alteraciones
hepaticas ni sintomas gastrointestinales. Los hallazgos histoloégicos muestran un
infiltrado mononuclear superficial (Horn et al, 1989), y en ocasiones puede simular una
EICH aguda grado 1 o 2 (Bauer et al, 1993).

1.2.5.6.4 Sindrome del injerto

Se presenta con una erupcion cutanea similar a la EICH aguda, pero se
acompana de fiebre no infecciosa y signos de fuga capilar (edema pulmonar, aumento

de peso, insuficiencia renal) (Spitzer, 2001).

1.2.5.6.5 Radiodermitis

La radiodermitis aguda se manifiesta con eritema, descamacioén, ampollas o
necrosis cutanea. Las caracteristicas histolégicas son similares a la EICH aguda,
evidenciando vacuolizacion de la capa basal, queratinocitos apoptéticos, satelitosis y

un infiltrado inflamatorio linfocitario superficial perivascular (Aragliés et al, 2017).
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1.2.6.Manifestaciones mucocutaneas de la EICH crénica

1.2.6.1. Piel

Asi como en la EICH aguda, la afectacidon cutanea es también la mas frecuente

de la EICH cronica, aunque practicamente todos los érganos y sistemas pueden estar

afectados (Tabla 1.18). Tradicionalmente, la EICH cutanea crénica se ha clasificado

como liquenoide (similar al liquen plano) o esclerdtica (similar a la esclerodermia); sin

embargo, ahora se reconocen muchas presentaciones clinicas diferentes que reflejan

un espectro de cambios epidérmicos y dérmicos.

¢ Manifestaciones cutaneas diagnosticas de EICH crénica sin necesidad de

pruebas adicionales o evidencia de compromiso de otros 6rganos (Jagasia et
al, 2015) (Tabla 1.18, Figura 1.10):

O

Lesiones liquen plano-like: papulas o placas eritemato-violaceas con
predileccion por la cara dorsal de manos y pies, antebrazos y tronco.
Pueden tener descamacion y frecuentemente son pruriginosas. Las
lesiones liquen plano-like también pueden aparecer con distribucion
folicular, dando un aspecto de queratosis pilaris (Filipovich et al, 2005).
Aunque las lesiones liquenoides se consideran una forma mas temprana
de EICH crénica que la forma esclerdtica, esta ultima no siempre esta
precedida por las lesiones liquenoides (Penas et al, 2002).

Manifestaciones escleréticas: la esclerosis es una manifestacion comuan
en la EICH crénica. Un estudio de 977 pacientes mostré que el 20% tenian
esclerosis (definida como esclerosis cutanea, fascitis o contracturas
articulares) a los 3 afos del inicio del tratamiento de la EICH cronica
(Inamoto et al, 2013).

Las manifestaciones escleréticas pueden surgir en zonas de lesiones
liquen plano-like o en areas de piel sana, y pueden aparecer en cualquier
localizacion. La profundidad en la piel en la que ocurre la esclerosis
determina la presentacion clinica (Schaffer et al, 2005):

» Liquen escleroso-like: cuando la esclerosis ocurre en la dermis
superficial, las lesiones son similares al liquen escleroso. Esta
dermatosis se caracterizada por atrofia epidérmica y fibrosis dérmica
superficial. Suele afectar la zona alta de la espalda con lesiones de
coloracién blanca nacarada.

78



Introduccion

» Morfea-like: resulta de esclerosis a nivel de la dermis. Esta variante se
presenta con placas firmes, hiper o hipopigmentadas, o del color de la
piel. La piel afectada a menudo tiene un aspecto brillante con pérdida
de anejos cutaneos. En algunos casos las lesiones surgen en zonas
de trauma reflejando el fenédmeno de Koebner, por ejemplo lesiones
lineales a nivel de la cintura (Patel et al, 2008). La afectacion extensa
de la pared toracica puede producir enfermedad pulmonar restrictiva.

= Esclerosis profunda / fascitis eosinofilica-like: la esclerosis a nivel
subcutaneo produce un aspecto ondulado debido al engrosamiento de
los septos fibrosos de la hipodermis que suele ser visible en brazos y
muslos. La afectacion de la fascia tiende a ocurrir mas tardiamente en
el periodo crénico y puede llevar a la aparicion de demarcaciones
lineales prominentes, denominadas "signo del surco" y contracturas
articulares que limitan el rango de movilidad articular. En casos tipo
fascitis eosinofilica, estos hallazgos se acompanan de edema y dolor
(Schaffer et al, 2005).

o Poiquilodermia: se presenta como una combinacién de atrofia, hipo e
hiperpigmentacion en la piel que generalmente aparece como parches con
pigmentacion moteada y telangiectasias.
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Figura 1.10. Manifestaciones cutaneas diagnosticas de EICH cronica.

(1) Lesiones lique plano-like en la zona alta de la espalda. (2) Placas liquen escleroso-like en
cara posterior del brazo. (3) Placa de morfea en hipocondrio derecho. (4) Esclerosis profunda

en zona del abdomen. (5) Poiquilodermia.

¢ Manifestaciones distintivas que por si solas son insuficientes para establecer

el diagnostico y requieren de la confirmacion de EICH en otros érganos
(Jagasia et al, 2015):
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o Despigmentacion y lesiones papuloescamosas

e Otras manifestaciones cutaneas incluyen hipohidrosis, ictiosis, queratosis

pilaris, hipo e hiperpigmentacién, eritema, exantema maculopapular, prurito

(Filipovich et al, 2005) (Figura 1.11). Estas caracteristicas son inespecificas y

no son utiles para establecer el diagnéstico de EICH (Jagasia et al, 2015).

Figura 1.11. Otras manifestaciones de EICH cutanea cronica.

(1) Eritema y descamacion en el dorso de las manos. (2) Eritema en la espalda.

1.2.6.2. Boca

Entre el 45-83% de los pacientes con EICH crénica desarrollan afectacion oral
(Imanguli et al, 2008). Suele presentarse como estrias blanquecinas reticuladas que se
asemejan a las estrias de Wickham del liquen plano. Estas se localizan en la mucosa
bucal, lengua, labios o paladar (Figura 1.12). También puede observarse eritema de la
mucosa, erosiones, ulceracion y placas hiperqueratdsicas (Imanguli et al, 2008). La
unica manifestacion oral diagnéstica de EICH crénica son las lesiones tipo liquen-
plano (Tabla 1.18).

Ademas, los pacientes pueden presentar sindrome de sicca similar al
observado en el sindrome de Sjogren, secundario a disfuncién de las glandulas
salivales. La inflamacion de las glandulas salivales puede producir obstrucciéon del
conducto salival y retencion de sialomucina en las glandulas produciendo mucoceles
(Imanguli et al, 2008). En casos de EICH esclerdtico, la esclerosis perioral puede

restringir la apertura bucal y dificultar la higiene y nutricion.
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Una complicacién rara asociada a la EICH cronica oral es la aparicion de un
carcinoma de células escamosas oral. La mayor edad al trasplante y EICH cronica
extensa son factores de riesgo de desarrollo de carcinoma de células escamosas
(Imanguli et al, 2008).

Figura 1.12. Lesiones de EICH cronica oral.

(1) Eritema y una placa hiperqueratésica en la mucosa bucal. (2) y (3) Estrias blanquecinas tipo
liquen plano en mucosa bucal y labios. (4) Mucoceles en la mucosa oral.

1.2.6.3. Pelo y uias

Ninguna de las alteraciones del pelo y ufas es criterio diagnostico de EICH
cronica (Tabla 1.18). Los hallazgos distintivos en el cuero cabelludo y el vello corporal
incluyen alopecia (cicatricial o no cicatricial), lesiones papuloescamosas en cuero
cabelludo, encanecimiento prematuro y adelgazamiento del tallo piloso. El aspecto del
pelo es aspero y sin brillo (Jagasia et al, 2015).
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Los signos distintivos de las unas incluyen fragilidad ungueal, surcos
longitudinales, onicosquisis, onicolisis, pterigium unguis. La distrofia ungueal puede ser

leve o producir pérdida total de las ufias (anoniquia) (Figura 1.13) (Jagasia et al, 2015).

Figura 1.13. Manifestaciones ungueales de EICH crénica.

(1) Pterigium unguis en 1° ufia de la mano. (2) Anoniquia 12 ufia de la mano izquierda, cambios tipo liquen
plano ungueal en 1?2 ufia de la mano derecha.

1.2.6.4. Ojos

Aproximadamente el 40%-60% de los pacientes adultos con EICH crénica
tendran afectacion ocular, aunque la afectacion grave es poco frecuente (Jacobs et al,
2012). Los sintomas pueden variar desde ojo seco leve hasta dolor ocular y pérdida de
vision.

Los signos distintivos de EICH ocular son: ojo seco de aparicion reciente,
sensacion de arenilla o dolor, conjuntivitis cicatricial, queratoconjuntivitis sicca y areas
confluentes de queratopatia punctata (Tabla 1.18) (Jagasia et al, 2015). Otros
sintomas incluyen: fotofobia, hiperpigmentacién periorbitaria y blefaritis (Jagasia et al,
2015).

La xeroftalmia documentada con test de Schirmer < 5 mm a los 5 minutos o
queratoconjuntivitis sicca en el examen de lampara de hendidura con test de Schirmer
entre 6-10 mm se consideran diagndstico de EICH crénica ocular para el inicio de
tratamiento y para ensayos disefiados especificamente para EICH ocular. Para el
diagnéstico general de EICH cronica se requiere una caracteristica distintiva adicional
(Jagasia et al, 2015).
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1.2.6.5. Tracto genital

Las caracteristicas diagnosticas de EICH crénica genital incluyen
manifestaciones liquen plano-like, liquen escleroso-like, adhesiones o estenosis
vaginales, reabsorcion y sinequias de tejidos (sobre todo labios y clitoris en mujeres),
fimosis y estenosis del meato uretral (varones). Las caracteristicas distintivas son
erosiones, fisuras y Ulceras (Tabla 1.18). Otros sintomas referidos son sequedad,

prurito, disuria, dispareunia y disfuncién sexual (Jagasia et al, 2015).

Se recomienda exploracion genital incluso en pacientes asintomaticos, sobre
todo si hay EICH crénica oral, ya que la presencia de ambas esta frecuentemente
asociada (Marks et al, 2011).

1.2.6.6. Diagnéstico

Para hacer el diagnostico de EICH crénica, debe estar presente al menos un
signo clinico diagnéstico de EICH cronica o una manifestacion distintiva confirmada
mediante biopsia u otras pruebas relevantes (por ejemplo, biopsia, prueba de
Schirmer) en el mismo u otro o6rgano (ver apartado 1.2.4.4). Las manifestaciones

diagnésticas y distintivas de EICH crénica estan recogidas en la Tabla 1.18.
1.2.6.7. Gradacién

La gravedad especifica de cada 6rgano se puntua en una escala de 0 a 3,
donde el O representa ausencia de afectacion o manifestacién asintomatica y el 3
discapacidad severa. La gravedad cutanea se valora segun el porcentaje de SCT
afectada por exantema, lesiones tipo liquen plano, papuloescamosas o queratosis

pilaris-like, ademas de la presencia de esclerosis superficial o profunda (Tabla 1.9).
e Grado 0: ausencia de afectacion cutanea
e Grado 1: afectacion del 1-18% de la SCT
¢ Grado 2: afectacion del 19-50% de la SCT o esclerosis superficial

e Grado 3: afectacion de mas del 50% de la SCT o esclerosis profunda,
movilidad reducida o ulceracioén

La gradacion global de la EICH crénica se basa en el grado y nidmero de

6rganos afectados como se ha descrito en el apartado 1.2.4.5.
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1.2.6.8. Estudio histolégico

Las caracteristicas histologicas de la EICH cronica varian de acuerdo al tipo de manifestacion

cutanea esquematizadas en la Figura 1.14:

Lesiones liquen plano-like: los hallazgos son similares al liquen plano con
hiperqueratosis, hipergranulosis, acantosis, queratinocitos disqueratésicos
queratinocitos basales necroéticos y degeneracion vacuolar de la capa basal
(Penas & Zaman, 2010). La dermatitis de interfase puede ser de leve a un
infiltrado en banda que puede contener células plasmaticas y eosindfilos.
Puede observarse incontinencia de pigmento. Parece ser que los pacientes
que presentan todas las caracteristicas histologicas tipicas de EICH liquenoide
podrian tener peor pronodstico (Vargas-Diez et al, 2005).

Lesiones esclerdticas: la esclerosis cutanea puede tener o no cambios
epidérmicos liquenoides suprayacentes aunque estos cambios suelen ser
menos aparentes (Vargas-Diez et al, 2005).

o Liquen escleroso-like: caracteristicamente muestran atrofia epidérmica
con edema y homogenizacion del colageno en la dermis superficial (Penas
& Zaman, 2010).

o Morfea-like: las lesiones muestran haces de colageno engrosados en la
dermis con pérdida de estructuras anexiales. En ausencia de cambios
epidérmicos, puede ser indistinguible de la morfea o esclerosis sistémica
(Vargas-Diez et al, 2005).

o Esclerosis profunda / fascitis eosinofilica-like: presenta afectacion del
tejido celular subcutaneo con un infiltrado linfocitico en la interfase dermis-
grasa, con engrosamientos de los septos. Para evaluar la afectaciéon de la
fascia se requieren de biopsias profundas. La resonancia nuclear
magnética podria tener valor para el diagndstico de esclerosis profunda y
fascitis (Clark et al, 2009).
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EICH liquenoide EICH esclerética

Liquen plano-like

Liquen escleroso-like

Morfea-like

Esclerosis profunda
Paniculitis

Figura 1.14. Esquema de las manifestaciones cutaneas e histolégicas de la EICH cronica.
Adaptado de Peina (Penas & Zaman, 2010).

1.2.6.9. Diagnostico diferencial

Asi como en la EICH aguda, varias entidades comparten caracteristicas
clinicas e histologicas con la EICH crénica. El diagndstico diferencial incluye
infecciones virales y reacciones por farmacos, entre otros. Ademas, dada la diversidad
de presentaciones clinicas y afectacion de multiples 6rganos, la EICH crénica debe ser
diferenciada de enfermedades sistémicas autoinmunes como el lupus eritematoso,
esclerodermia, sindrome de Sjogren y artritis reumatoide (Penas & Zaman, 2010). Por
otro lado, se han observado casos de EICH crénica manifestados como miositis,
polimiositis y dermatomiositis, por lo que también son importantes diagndsticos

diferenciales (Ollivier et al, 1998).

El liquen plano es el principal diagndstico diferencial en la EICH crénica
liquenoide. Las lesiones de la EICH pueden ser menos anguladas con bordes peor
definidos. La afectacion de las mufiecas, tobillos y zona pretibial son localizaciones
tipicas del liquen plano. A nivel histolégico, en la EICH liquenoide el infiltrado

superficial en banda suele ser menos denso (Vargas-Diez et al, 2005).
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Las lesiones esclerdticas pueden simular el liquen escleroso, morfea,
esclerosis sistémica y fascitis eosinofilica. A diferencia de la esclerosis sistémica, en la
EICH no se suele observar la progresion de distal a proximal. Otras entidades que
pueden presentarse con induracion cutanea son la fibrosis inducida por radiacion y
fibrosis sistémica nefrogénica (esta ultima debe ser considerada en pacientes con

insuficiencia renal).

La poiquilodermia puede ocurrir en una variedad de desérdenes. La
poiquilodermia de Civatte afecta los laterales del cuello de individuos de fototipo claro
debido al dano solar cronico. Otras entidades que pueden presentar poiquilodermia
son la dermatomiositis, el lupus sistémico y la poiquilodermia vascular atréfica en el

contexto de linfomas cutaneos T (Quijano et al, 2001).

1.2.7.Biomarcadores en el diagnostico y pronéstico de la EICH

En el momento de la concepcion del presente proyecto de tesis doctoral, la
investigacion de biomarcadores para la EICH era muy incipiente, pero altamente
inspiradora. La posibilidad de encontrar una herramienta potencialmente util para la
anticipacién y precision en el diagnéstico y el prondstico de una complicacion que
causa una gran morbilidad y mortalidad en el alo-TPH, como es la EICH, inspiré a
algunos grupos como el nuestro a abrir una linea de investigacién en esta materia. La
escasa evidencia cientifica disponible en 2015, cuando se concibié este proyecto de
tesis, se limitaba a cinco estudios (Paczesny et al, 2009, 2010; Levine et al, 2015;
Briiggen et al, 2015; Levine et al, 2012). principalmente liderados por el grupo de la
Universidad de Michigan, que sugerian un papel de algunas proteinas plasmaticas
para ser usadas como biomarcadores en la EICH. Entre estas proteinas, la elafina
plasmatica fue analizada en tres de estos estudios (Paczesny et al, 2009, 2010; Levine
et al, 2012) y emergia como la principal candidata para ser usada como biomarcador
especifico de un 6rgano, la piel. Otro estudio también atribuia un papel pronéstico a la
expresion epidérmica de elafina en las biopsias cutdneas de pacientes con EICH, pero
reconocia la limitacién de no discriminar entre la EICH aguda y las toxicodermias
(Braggen et al, 2015). Asi pues, con esta escasa evidencia, decidimos incorporar la
investigacion de ambas, elafina plasmatica y expresion tisular de elafina, al estudio
prospectivo de la EICH que constituye el cuerpo de este proyecto de tesis. En el

tiempo transcurrido desde entonces, se han hecho algunas aportaciones adicionales
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en la literatura sobre el papel de la elafina como biomarcador en la EICH cutanea, que

seran comentadas y contrastadas oportunamente con nuestros hallazgos en la

Discusion.
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Hipotesis

La EICH es la principal complicacion y causa de morbimortalidad asociada al
alo-TPH. Entre sus multiples presentaciones, las manifestaciones cutaneas suelen ser
las mas frecuentes y precoces. Sin embargo, hoy no es posible distinguir la afectacion
cutdnea de la EICH de otras dermatosis con clinica similar y algunos aspectos de la
fisiopatologia no son bien conocidos. Un conocimiento mas preciso de las
caracteristicas clinicas, histologicas y biolégicas de la EICH cutanea aguda y conica,
asi como de la incidencia, de la eficacia de las medidas preventivas y terapéuticas, de
los factores de riesgo de desarrollar esta complicacion y de su pronéstico constituyen
una necesidad no cubierta. Por ello, nos planteamos que un analisis detallado de los
aspectos mencionados podria servir para un diagndstico mas precoz y certero de
EICH y una mejor prediccion del prondstico, lo que permitiria adoptar medidas

preventivas y terapéuticas potencialmente mas eficaces.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es caracterizar la EICH cutanea aguda y

cronica desde el punto de vista clinico, histolégico y biolégico en una serie de

pacientes sometidos a alo-TPH entre octubre de 2015 y octubre 2017 en el Servicio de

Hematologia y Hemoterapia del Hospital Universitari i Politécnic La Fe de Valencia

(HUIP La Fe). La intencion ultima de dicha caracterizacién es profundizar en el

conocimiento de las manifestaciones cutdaneas y cambios bioldgicos con el fin de

determinar factores predictores de la aparicion EICH, asi como de su gravedad y

prondstico. La identificacion de estos factores puede servir de base para la

implementacién de medidas de diagndstico precoz y terapéuticas mas eficaces. Para

ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.

Analizar la contribucion relativa de la EICH a la mortalidad en pacientes

sometidos a alo-TPH

Describir las manifestaciones clinicas de la EICH cutanea crénica y aguda.

a.

Determinar la incidencia, tipo y grado de afectacién clinica de la EICH

cutanea segun los distintos tipos de alo-TPH.

Describir las caracteristicas histolégicas de la EICH cutanea aguda y cronica.

a.

b.

C.

Determinar el tipo y grado de afectacion histologica de la EICH cutanea.
Correlacionar la gravedad clinica e histologica.

Valorar la utilidad de la biopsia cutanea en el diagnéstico diferencial con

las toxicodermias.

Analizar la expresion de elafina cutanea en la EICH aguda y crénica.

a.

Determinar la utilidad de la expresién de la elafina en el diagndstico de

la EICH cutanea.

Determinar la asociacion de la expresion de elafina con otras

caracteristicas histologicas.

Determinar la utilidad de la expresién de elafina en la gravedad y

pronéstico de la EICH.

Valorar la utilidad de la expresion de elafina en el diagnéstico diferencial

con las toxicodermias.

5. Definir la utilidad de la elafina plasmatica como biomarcador de EICH.
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a. Determinar la utilidad de la elafina plasmatica en el diagnéstico y

pronostico de EICH aguda y crénica.

b. Determinar la utilidad de la elafina plasmatica en el diagnéstico

diferencial con las toxicodermias.
6. Caracterizar la reconstituciéon inmune pos-TPH

a. Estudiar distintas poblaciones linfocitarias en el primer ano pos-TPH

segun el tipo de alo-TPH.

b. Correlacionar las poblaciones linfocitarias con el riesgo de EICH

cronica, gravedad y prondstico.

96



4.MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

4.1. Pacientes y controles

Se incluyeron 126 pacientes adultos consecutivos con enfermedades hematoldgicas
(neoplasias y anemia aplasica) que se sometieron a cualquier modalidad de alo-TPH en el
Servicio de Hematologia del HUIP La Fe desde el 1 de octubre de 2015 al 30 de septiembre de
2017 (Figura 4.1). El grupo control se conformé por 20 pacientes oncolégicos no sometidos a
TPH que desarrollaron una reaccion de hipersensibilidad a farmacos caracterizada por un
exantema maculopapular de al menos el 25% de la SCT, durante el mismo periodo y en el
mismo hospital. Uno de los controles fue un paciente visitado de forma ambulatoria en las
consultas externas del servicio de dermatologia, el resto (19 pacientes) estaban ingresados en
el Servicio de Oncologia para tratamiento quimioterapéutico. Se incluyeron todos los pacientes
y controles que dieron su consentimiento por escrito, redactado de acuerdo con las normas
éticas requeridas por la declaracion de Helsinki (Anexo 2 y Anexo 3). El plan de investigacion

fue aprobado por el comité ético del HUIP La Fe (Anexo 1).

Pacientes adultos sometidos a alo-TPH entre el 1 de octubre de 2015 al 30 de
septiembre de 2017

Pacientes incluidos

126 Aceptaron participar en el estudio

Pacientes excluidos

4 pacientes fallo de injerto primario 3 pacientes retiraron el Cl

Total = 119 pacientes

Figura 4.1. Pacientes sometidos a alo-TPH incluidos en el estudio.

Cl: consentimiento informado.
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4.2. Seguimiento clinico

El seguimiento de los pacientes comenzd con una exploraciéon dermatologica
en las primeras 48 horas desde el ingreso antes de iniciar el régimen de
acondicionamiento para el trasplante. Los pacientes se visitaron en la planta de
trasplante hematolégico con una frecuencia cada 48-72 horas durante el régimen de
acondicionamiento y cada 24-48 horas una vez realizado el trasplante. En cada visita
se realizd6 una exploracion mucocutanea y se procedié a la toma de muestras si
procedia. Ante la aparicion de manifestaciones cutaneas que pudieran hacer
sospechar los primeros signos de una EICH, los pacientes fueron valorados por un
dermatdlogo y se obtuvieron las muestras de sangre y piel correspondientes al

momento de aparicion de la clinica cutanea.

Después del alta hospitalaria, los pacientes continuaron el seguimiento por la
Unidad de Trasplante Hematoldégico del HUIP La Fe. El seguimiento de las
complicaciones cutaneas se realizd en las consultas externas del Servicio de
Dermatologia del mismo hospital de forma semanal el primer mes, luego al menos una
consulta mensual hasta el dia 100, y posteriormente en los dias 180 y 365. Se
realizaron consultas intermedias en los casos necesarios por apariciéon de sintomas
cutaneos para valorar el diagnostico de EICH, instaurar tratamiento dirigido a la piel y

mucosas y valorar la respuesta a este.

El manejo de los farmacos inmunosupresores y el tratamiento de EICH
extracutanea fue dirigido por hematdlogos especializados en el seguimiento de
pacientes trasplantados. Los tratamientos de EICH dirigidos a la piel o mucosas fueron
pautados por el dermatélogo. Esta tesis recoge el seguimiento hasta 1 afio pos-TPH,

recaida o fallecimiento.
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4.3. Recogida de muestras

4.3.1.0btencién y preservacion de muestras sanguineas

Las muestras de sangre periférica de los pacientes se obtuvieron en los
momentos pre-TPH, y dias 7, 14, 21, 28, 100, 180 y 365 pos-TPH y en el momento de
la aparicion de clinica cutanea de EICH. En el caso de los controles, se obtuvo solo 1
muestra de sangre periférica en 18 controles. Para la recoleccion se utilizaron 4 tubos
con anticoagulante acido etilenodiaminotetraacético (EDTA). Se realizé el
procesamiento antes de 3 horas para la obtencion de 5 alicuotas de plasma y pellet
celular en lisado Trizol®. Las muestras fueron criopreservadas a -80°C en el Biobanco
La Fe. Elintervalo entre la aparicion de sintomas y la muestra de sangre periférica no

fue superior a 7 dias.

4.3.2.0btencién y preservaciéon de muestras cutaneas

Se obtuvo una muestra cutanea mediante una biopsia punch de entre 4 a 6 mm
de piel bajo anestesia local de los pacientes en el momento de la aparicion de
manifestaciones cutaneas tanto de EICH aguda como crénica, y en los controles en el
momento de aparicidon de la toxicodermia. Parte de la muestra se conservé en formol
para el estudio histolégico e inmunohistoquimico y otra parte se introdujo en un tubo
de microcentrifuga Eppendorf™ que se sumergié inmediatamente en nitrégeno liquido
para su criopreservacion. Las muestran en formol se procesaron en el Laboratorio de
Anatomia Patolégica del HUIP La Fe segun el protocolo habitual, mientras que las

muestras en fresco fueron almacenadas a -80°C en el Biobanco La Fe.
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4.4. Estudios especificos

4.4.1.Estudio de poblaciones linfocitarias en sangre periférica

Se obtuvieron de forma prospectiva muestras de sangre periférica de 119
pacientes sometidos a alo-TPH, recogidas en tubos EDTA en los dias 100, 180 y 365
tras el TPH. Las poblaciones linfocitarias se caracterizaron mediante citometria de flujo
de las muestras sanguineas de menos de 24 horas en el Laboratorio de Citometria de

Flujo de la Unidad de Diagnéstico Hematologico del HUIP La Fe.

4.4.1.1. Estudio automatizado de poblaciones linfocitarias

Por una parte, se realizd6 un estudio automatizado de las poblaciones
linfocitarias T, B y NK.

o Procesamiento: La preparacion de las muestras y la dispensacion de los

anticuerpos monoclonales (AcMos) se realizd mediante el preparador
automatico Sample Prep Assistant Il (Becton Dickinson, San José, CA, USA).
Se utilizé el reactivo BD Multitest 6-color TBNK (Becton Dickinson, San José,
CA, USA). Este reactivo consiste en una mezcla de AcMos para la
identificacion de las diferentes poblaciones linfocitarias. El marcaje de la sangre
periférica se realizé en una plataforma Unica empleando tubos TruCount que
contienen un numero conocido de microesferas liofilizadas que permite al
equipo calcular el numero absoluto de las células linfocitarias.

numero de eventos de interés

9 nuimero de microesferas en el tubo J

(
numero de microesferas del lote

_ pL muestra J

La técnica automatizada consistié en marcar 50 yL de sangre periférica
con 20 uL del reactivo que contiene una combinacién de AcMos conjugados
con los fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
proteina peridinin clorofila con cianina 5.5 en tdndem (PerCPCy5.5), ficoeritrina
con cianina 7 en tandem (PECy7) y aloficocianina con cianina 7 (APCH7).
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El reactivo BD Multitest 6-color TBNK consistia en una sola combinacion de 6
AcMos con CD3-FITC, CD16/CD56-PE, CD45-PerCPCy5.5, CD4-PECy7,
CD19-APC y CD8-APCHY7 en un unico tubo TruCount (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Estudio de poblaciones linfocitarias con el reactivo BD Multitest 6-color TBNK.

APC

AcMo CD3 CD16/CD56 CD45 CD4 CD19 CD8

FLC: fluorocromo; AcMo: anticuerpo monoclonal; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina;
PerCPCy5.5: proteina peridinin clorofila con cianina 5.5 en tandem; ficoeritrina con cianina 7 en
tandem; APC: aloficocianina; APCH7: aloficocianina con cianina 7.

La incubacion con los AcMos se realiz6 durante 15 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente (TA). A continuacion, los hematies se
lisaron con 450 uL de solucion FACSLysing (Becton Dickinson, San José, CA,
USA) durante 15 minutos en las mismas condiciones. Tras este paso la
muestra se transfirié al citdmetro de flujo para su adquisicion y analisis.

o Adquisicion de las muestras: Las muestras fueron adquiridas en un citémetro

de flujo FACSCanto-ll con el programa BD FACSCanto version 2.4 (Becton
Dickinson, San José, CA, USA). El nimero de leucocitos adquiridos en cada
muestra lo establecen de forma automatica los programas de adquisicién con
el fin de asegurar un numero adecuado de células para el analisis de la
poblacion linfoide.

e Andlisis de las muestras: El analisis de los datos de citometria de las

poblaciones linfocitarias marcadas con el reactivo BD Multitest 6-color TBNK se
realiz6 mediante el programa clinico FACSCanto version 2.4 (Becton
Dickinson, San José, CA, USA), que realiza un analisis automatizado de las
poblaciones linfocitarias, siendo necesario en algunos casos un reajuste
manual de las regiones de seleccion. La suma de las principales poblaciones
linfocitarias (T, B y NK) o linfosuma, tiene un valor establecido de 100 +/- 5.

Las células y las microesferas se representan en un diagrama de puntos
de CD45 vs side scatter component (SSC), en el que se seleccionan los
leucocitos y se eliminan las particulas inespecificas de la muestra. Para la
identificacion de los linfocitos se utiliza la expresion intensa de CD45. Las
células B se individualizan en un diagrama de puntos de CD19 vs SSC,
mientras que un diagrama de CD3 vs SSC permite la discriminacion de los
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linfocitos T del resto de células linfocitarias. Por ultimo, las células T CD4* y
CD8* se identifican en un diagrama con CD4 vs CD8 y los linfocitos B y las
células NK en otro de CD19 vs CD16/CD56. La enumeracion de las
microesferas se realiza utilizando el diagrama de CD19 vs SSC. Los resultados
se obtuvieron tanto en porcentaje como en valor absoluto (células/ L).

4.4.1.2. Estudio de las subpoblaciones de linfocitos T, B y NK

Por otra parte, se desarrollé un panel de AcMos conjugados con fluorocromos
para el estudio de distintas poblaciones de linfocitos T, B y NK (Tabla 4.2). La
identificacion de los linfocitos T y B se realizé mediante la expresién de los antigenos
CD3 y CD19, respectivamente. Las células NK se identificaron por la expresion de
CD45 y la ausencia de expresiéon de CD3 y CD19. Dentro de la poblacién de linfocitos
T se estudio la expresion de los antigenos CD45RA, CD45R0O, CTLA-4 (CD152) y PD-
1 (CD279). La expresion de los antigenos CTLA-4 y PD-1 y también se cuantifico en

los linfocitos B.

La expresion de los antigenos CD45RA y CD45RO se asocia con la
diferenciacion funcional de linfocitos T. EI CD45RA se expresa en linfocitos T virgenes,

mientras que CD45R0 se expresa en linfocitos T de memoria.

El antigeno CTLA-4 se expresa en la superficie de la mayoria de linfocitos T
activados y no es detectable en los linfocitos T en reposo. Es la principal molécula
inhibitoria implicada en la regulacién negativa de la activacion de los linfocitos
regulando la tolerancia periférica y ejerciendo un control esencial para la
autoinmunidad. También se ha demostrado la expresion de CTLA-4 en otro tipo de
células incluyendo linfocitos B y granulocitos, aunque su funcién en estas células es
desconocida. La molécula CTLA-4 es potencialmente un importante blanco terapéutico
en el tratamiento de neoplasias, enfermedades autoinmunes y rechazo de trasplantes

(Fernandez-Ponce et al, 2006).

El antigeno PD-1 pertenece a la familia de receptores de cosenalizacion de tipo
inhibidor. La interaccion de PD-1 con sus ligandos, PD-L1 y PD-L2, desempefia una
funcion fundamental en la regulacion de la activacion y tolerancia de los linfocitos T
(Kitazawa et al, 2007). Asi mismo, la via de sefalizacion PD-1 promueve la plasticidad
en los linfocitos T, induciendo un fenotipo T regulador que perjudica la inmunidad
celular. La induccién de células T a un fenotipo regulador es una via potencial para
bloquear la EICH (Amarnath et al, 2011).
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Procesamiento: El procedimiento de marcaje de las muestras de sangre

periférica para la deteccion de las diferentes poblaciones de linfocitos mediante
citometria de flujo se detalla a continuacién. Se identificaron correctamente los tubos
de citometria de 12x75 mm con los AcMos. Se afiadi6 el volumen apropiado de los
AcMos a los tubos de citometria (Tabla 4.2). Se afiadieron 100 pyL de la muestra de
sangre periférica a cada tubo y se agitd la mezcla en vortex a 2000 rpm durante 5
segundos. Se incubd la muestra durante 15 minutos en oscuridad a TA. A
continuacion, se afiadieron 2 mL de solucién hemolizante FACSLysing Solution BD y
se agité en vortex a 2000 rpm durante 5 segundos. Se incubé la muestra durante 10
minutos en oscuridad a TA. Se centrifugd la muestra 5 minutos a 2000 rpm. Se
decant6 el sobrenadante y se resuspendio el botén celular en 2 mL de solucién salina
tampén fosfato (PBS). Se centrifugé 5 minutos a 2000 rpm. Se retird6 de nuevo el
sobrenadante con pipeta y se resuspendio el botén celular en 0,5 mL de PBS para su

adquisicion en el citdmetro de flujo.

4.4.1.3. Estudio de células T reguladoras

Ademas se caracterizaron las células Tregs que expresaban el factor de transcripcion

nuclear FoxP3 con el inmunofenotipo CD4* CD25*a° FoxP3*.

e Procesamiento: Para la cuantificacion de las células Tregs, el procedimiento

de marcaje de las muestras utilizado fue el siguiente. Se identificaron los tubos
de citometria de 12x75mm con los AcMos. Se prepararon las células
mononucleares de sangre periférica diluyendo con BD Pharmingen Stain Buffer
hasta alcanzar una concentracion de 1x107 céluas/mL. Se prepararon las
soluciones a utilizar durante el protocolo. La solucion A consistid de una mezcla
250 pL del buffer A y 2250 uL de agua destilada por muestra. La solucién C se
preparé con 490 pL de la solucidon A (anteriormente preparada) y 10 pL del
buffer B por muestra. Se anadié el volumen apropiado de los AcMos de
superficie a los tubos de citometria (20 yL de CD4-FITC y 20 uL de CD25-
APC) (Tabla 4.2). Se anadieron 100 pL de la suspensiéon de células por tubo y
se agitd en vortex. Se incubd la muestra durante 20 minutos en oscuridad a TA.
A continuacién, se afadieron 2 mL de BD Pharmingen Stain Buffer y se
centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
resuspendiod el boton celular en el volumen residual. Se afadieron 2 mL de la
solucion A para fijar las células. Se agité en vortex y se incubod en oscuridad 10
minutos a TA. Se centrifugdé la muestra 5 minutos a 1700 rpm. Se retir6 el
sobrenadante con pipeta y se resuspendid el botén celular en 2 mL de BD
Pharmingen Stain Buffer. Se centrifugd la muestra a 1700 rpm durante 5

105



Material y Métodos

minutos y se decanté el sobrenadante. Se resuspendio el boton celular en el
volumen residual. Para permeabilizar la células se afadieron 500 pL de la
solucion C y se agitoé en vértex. Se incub6 30 minutos en oscuridad a TA. Se
resuspendié el botén celular en 2 mL de BD Pharmingen Stain Buffer y se
centrifugd a 1700 rpm durante 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se volvid
a suspender en 2 mL de BD Pharmingen Stain Buffer y se centrifugé 5 minutos
a 1700 rpm. Se decantd el sobrenadante y se anadieron 20 pyL del AcMo
FoxP3-PE (Tabla 4.2) resuspendiendo el botdn celular suavemente. Se incubd
la mezcla 30 minutos en oscuridad. A continuacion, se resuspendid el botén
celular en 2 mL de BD Pharmingen Stain Buffer y se centrifugd a 1700 rpm
durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el botén
celular en 500 yL de BD Pharmingen Stain Buffer para su adquisiciéon en el
citdmetro de flujo.

Adquisicidon de las muestras: Las muestras se adquirieron en un citdmetro de
flujo BD FACSCanto-II™ (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU) utilizando el
programa FACSDiva version 8 a velocidad media para evitar la formacion de

dobletes. En el tubo para la caracterizacion de las poblaciones linfocitarias se
adquirieron 200.000 células. En el tubo para la cuantificacion de células Tregs
se adquirieron al menos 15.000 células T CD4*. En los casos en los que la
muestra fue hipocelular se agoté el volumen de la muestra del tubo de
citometria.
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Tabla 4.2. Panel de anticuerpos monoclonales y fluorocromos empleados para la identificacion

de las diferentes poblaciones de linfocitos.

Tubo 1 Tubo 2

Fluorocromo Vol. (ML)
BVv421 CD3 BD 5

HV500 CD45 BD 5

FITC PD-1 Miltenyi 5 CD4 BD 20
PE CTLAA4 BD 5 FoxP3 BD 20
PECy7 CD45R0O BD 10

APC CD45RA BD 10 CD25 BD 20
APCH7 CD19 BD 5

CAcMo: anticuerpo monoclonal, BV421: violeta brillante 421, HV500: horizon violeta 500, FITC:

isotiocianato de fluoresceina, PE: ficoeritrina, PECy7: ficoeritrina con cianina 7 en tandem,

APC: aloficocianina, APCHY7: aloficocianina con cianina 7 en tandem. BD: Becton Dickinson.

Analisis de las muestras tubo 1 y tubo 2: El andlisis de las poblaciones

linfocitarias se realizé utilizando el programa Infinicyt™ v1.8 (Cytognos;
Salamanca, Espafia). Los resultados se obtuvieron tanto en porcentaje sobre la
celularidad total (CT), sobre la poblaciéon linfoide (PL), la poblacién linfoide T
(PLT) o la poblacion linfoide B (PLB), asi como en células/pL. Para el calculo
de las células/pL se utilizé el valor absoluto de los leucocitos obtenido en el

hemograma.

La estrategia empleada para el analisis de los datos de citometria del
tubo 1 consistid en identificar las poblaciones de linfocitos T y B segun la
expresion de CD3 y CD19, respectivamente. El analisis se inicia eliminando los
restos celulares o debris en el diagrama de puntos de FSC vs SSC, los
dobletes en el diagrama de forward scatter component-height (FSC-H) vs
forward scatter component-area (FSC-A) y las células que no expresan CD45
en el diagrama de CD45 vs SSC. A continuacién se seleccionan los linfocitos T
en el diagrama de CD3 vs SSC, los cuales no deben expresar CD19 y deben
expresar CD45++. Los linfocitos B se clasifican como CD19+ CD3- y CD45++.
Por ultimo, las células NK, para las cuales no disponemos de marcador
especifico en este tubo, pueden seleccionarse como CD45++, CD3-, CD19-. El
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porcentajes de positividad de los antigenos CD45RA, CD45R0O, PD-1y CTLA-4
en las poblaciones de linfocitos T y B se determina tomando como punto de
corte la poblacion de los neutrofilos presentes en la muestra.

El andlisis del tubo 2 se llevé a cabo descartando en primer lugar los
restos celulares en el diagrama de puntos de (forward scatter component) FSC
vs SSC y los dobletes en el diagrama de FSC-H vs FSC-A. A continuacion se
identificaron los linfocitos T CD4*, de éstos se seleccionaron los que
presentaban simultdneamente una alta expresion del antigeno CD25 vy
positividad para FoxP3.

4.4.2.Determinacion de elafina plasmaéatica

La determinacion de los niveles plasmaticos de elafina se realiz6 mediante un
inmunoensayo tipo Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) tipo sandwich. Se
emplearon entre 8 y 10 ul de plasma de 119 pacientes sometidos a alo-TPH y de 18
pacientes con toxicodermias (controles) para la determinacion de la elafina con el kit
DuoSet® ELISA (numero de catalogo: DY1747, R&D Systems, Abingdon, UK). El
ELISA tipo sandwich consiste en que el antigeno (elafina) queda inmovilizado entre
dos anticuerpos, uno de captura (capture anticuerpo) y otro de deteccién (biotina con
anticuerpo), que se unen a dos epitopos distintos del mismo antigeno (elafina), como

se muestra en la Figura 4.2.

Anticuerpo de captura

Elafina

Anticuerpo de deteccién
con biotina

o oo

Estreptavidina-peroxidasa

Sustrato

Pocillo

Figura 4.2. Esquema del inmunoensayo ELISA tipo sandwich para la deteccion de elafina
plasmatica.
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Brevemente, el procedimiento consiste en inmovilizar el anticuerpo de captura en
la placa el dia anterior. A continuacioén, se afade el plasma diluido 1:20 que se unira al
anticuerpo de captura durante una hora de incubacion. Tras eliminar el anticuerpo no
unido, se anade el anticuerpo de deteccion conjugado con biotina durante dos horas
que se unira a la elafina unida al anticuerpo de captura. Para amplificar la sefal se
conjuga el anticuerpo con biotina que formara complejos con la estreptavidina. Tras
eliminar el anticuerpo biotinalado no unido, se afade estreptavidina unida a la enzima
peroxidasa (HRP) durante 20 minutos. Tras eliminar la estreptavidina-HRP no unida,
se incuba con un sustrato de HRP, tetrametilbencidina (TMB), que formara un

compuesto coloreado azul que cambia de color a amarillo al afiadir un acido (

Figura 4.3). Finalmente, la senal coloreada se mide a 450nm en un
espectrofotdmetro. Se emplea una curva estandar de elafina (0-2000 pg/mL) que se

emplea para extrapolar los valores de concentracion de las muestras de plasma.

Figura 4.3. Inmunoensayo ELISA para deteccion de elafina plasmatica.

(1) Identificacién de la microplaca de 96 pocillos. (2) Color azulado al afadir el sustrato

cromogeénico de la peroxidasa y (3) Color amarillento al anadir acido para detener la reaccion.
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Se procesaron todas las muestras de un mismo paciente a la vez
(correspondientes a los momentos pre-TPH; dias 7,14, 21, 28, 100, 180, 365 pos-TPH,;
y en el momento de la clinica cutanea de EICH). El procesamiento del plasma de los
pacientes del grupo control se realiz6 con el mismo protocolo. Se realizaron dos
determinaciones por cada muestra, utilizando la media como el valor definitivo. Los
resultaros se expresaron como valor absoluto en pg/ml y de forma relativa como
porcentaje de cambio respecto a la muestra “pre-TPH”. Los experimentos se realizaron
en el laboratorio de Biomedicina Molecular, Celular y Gendmica del Instituto de

Investigaciéon Sanitaria la Fe (IIS la Fe).

4.4.3.Estudio histoldgico de las biopsias cutaneas

4.4 3.1. Hematoxilina-Eosina

Se obtuvieron 78 biopsias de pacientes que desarrollaron clinica cutanea de
EICH y 20 biopsias de pacientes no sometidos a trasplante que desarrollaron
toxicodermias (controles). Las biopsias cutaneas fueron procesadas segun el protocolo
estandar del Servicio de Anatomia Patoldgica del HUIP La Fe. En los cortes de
parafina tefiidos con hematoxilina-eosina se evaluaron un gran numero de variables
histoldgicas relevantes para el diagndstico de EICH (Lehman et al, 2014; Hillen et al,
2015). Estas se clasificaron en cambios de la epidermis, de la dermis superficial y
profunda, del tejido celular subcutaneo y de los anejos cutdneos que se resumen en
varias tablas a continuacién (Tabla 4.3, Tabla 4.4, Tabla 4.5, Tabla 4.6, Tabla 4.7,
Tabla 4.8).

Las biopsias fueron valoradas de forma ciega por un patélogo. El patron
histolégico predominante se defini6 como interfase vascular, interfase liquenoide,
interfase folicular, dermatitis esclerosante, paniculitis, fascitis (Tabla 4.9). La definicion

de los grados histologicos se muestra en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.3. Variables evaluadas en la epidermis.

Epidermis Valoracion
Grosor Normal / Atréfico / Acantosis
Hiperqueratosis Si/No
Paraqueratosis No / Focal / Extenso
Vacuolizacién basal No / Focal / Extenso / Hendidura subepidérmica
Queratinocitos apoptoéticos Ninguno / 1/10x /> 1/10x
Localizacion apoptosis Basal / Media / Alta
Espongiosis No / Focal / Moderada / Abundante
Queratinocitos atipicos Si/No
Exocitosis:
Linfocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Células plasmaticas No / Escaso / Moderado / Abundante
Eosindfilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Neutrofilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Mastocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Engrosamiento lamina basal Si/No

Tabla 4.4. Variables evaluadas en la dermis papilar.

Dermis papilar Valoracion

Elastosis solar Si/No

Esclerosis colagena No / Escaso / Moderado / Abundante
Melanéfagos Si/No

Inflamacién No / Localizada / Generalizada

Células inflamatorias
Linfocitos No / Escaso / Moderado / Abundante

Células plasmaticas | No / Escaso / Moderado / Abundante

Eosinéfilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Neutréfilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Mastocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Distribucién
Perivascular No / Escaso / Moderado / Abundante
Perianexial No / Escaso / Moderado / Abundante
Intersticial No / Escaso / Moderado / Abundante
En banda No / Escaso / Moderado / Abundante
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Tabla 4.5. Variables evaluadas en la dermis reticular.

Dermis reticular

Valoracion

Esclerosis colagena
Reticular superficial

Reticular profunda

No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante

Aumento el espesor

Si/ No

Engrosamiento fascia

Si/No / No incluida

Inflamacion

No / Localizada / Generalizada

Células inflamatorias
Linfocitos

Células plasmaticas

No / Escaso / Moderado / Abundante

No / Escaso / Moderado / Abundante

Eosindfilos No / Escaso / Moderado / Abundante

Neutréfilos No / Escaso / Moderado / Abundante

Mastocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Distribucion

Perivascular

Perianexial

Intersticial

No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante

No / Escaso / Moderado / Abundante

Tabla 4.6. Variables evaluadas en el tejido celular subcutaneo.

Tejido celular subcutaneo

Incluido en la muestra

Valoracion

Si/No

Esclerosis colagena

No / Escaso / Moderado / Abundante

Inflamacion

No / Localizada / Generalizada

Células inflamatorias
Linfocitos

Células plasmaticas

No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante

No / Escaso / Moderado / Abundante

Eosinofilos

Neutrofilos

Mastocitos
Infiltrado

Septal

Lobulillar

Mixta

No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante
No / Escaso / Moderado / Abundante
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Tabla 4.7. Variables evaluadas en el epitelio folicular.

Epitelio folicular Valoracion
Incluido en la muestra Si/ No
Vacuolizacion basal No / Focal / Extenso / Hendidura subepidérmica
Apoptosis No / Escaso / Disperso / Abundante
Exocitosis:
Linfocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Células plasmaticas No / Escaso / Moderado / Abundante
Eosinofilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Neutrofilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Mastocitos No / Escaso / Moderado / Abundante

Tabla 4.8. Variables evaluadas en el epitelio de las glandulas ecrinas.

Epitelio de las glandulas ecrinas Valoracién

Incluido en la muestra Si/No
Vacuolizacion basal No / Focal / Extenso / Hendidura subepidérmica
Apoptosis No / Escaso / Disperso / Abundante
Exocitosis:
Linfocitos No / Escaso / Moderado / Abundante
Células plasmaticas No / Escaso / Moderado / Abundante
Eosinofilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Neutroéfilos No / Escaso / Moderado / Abundante
Mastocitos No / Escaso / Moderado / Abundante

Tabla 4.9. Patron histoldgico predominante.

Patrén predominante

Interfase vacuolar

Interfase liquenoide

Interfase folicular

Dermatitis esclerosante

Paniculitis

Fascitis

Inespecifico
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Tabla 4.10. Definicion de los grados histologicos.

Grados Valoracion

Grado 1 Degeneracion vacuolar basal

Grado 2 Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos eosindfilos

Grado 3 Grado 2 + separacion dermoepidérmica

Grado 4 Despegamiento extenso

4.4.3.2. Inmunohistoquimica

La caracterizacion del infiltrado inflamatorio se realizé mediante
inmunohistoquimica con AcMos para linfocitos T (CD3, CD4 y CD8), linfocito B (CD20)
y linfocitos Tregs (FoxP3). Ademas, se evalud la expresion de marcadores de
citotoxicidad: granzima B y T-cell intracelular antigen 1 (TIA-1). Granzima B es la
serina proteasa mas abundante almacenada en granulos secretores de los linfocitos T
citotoxicos y en las células NK. La muerte celular inducida por la granzima B es un
mecanismo para eliminar células diana daninas, incluidas células alogénicas,
infectadas por virus y tumorales (Kircher et al, 2009). El TIA-1 también se encuentra en
los granulos citotéxicos por lo que la tincibn muestra un patrén granular en el
citoplasma. Este antigeno estd involucrado en la respuesta inmune citotéxica y se
expresa en linfocitos citotdxicos, NK y granulocitos (Jerome et al, 1998). Por otro lado,
se evalud la expresiéon de intercelular adhesion molecule 1 (ICAM-1). Esta es una
proteina transmembrana presente en los leucocitos y células endoteliales. Mediante la
unién de ICAM-1 a su ligando lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1), una
integrina presente en los leucocitos, se produce la extravasacion y migracién de las
células inflamatorias a los tejidos (Tang et al, 2018). La expresion de todos estos
antigenos se valor¢ utilizando un método semicuantitativo combinando la positividad

(Tabla 4.11) y el porcentaje de células positivas.
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Tabla 4.11. Caracterizacion del infiltrado inflamatorio mediante inmunohistoquimica.

S_ubpc_)blacion ES Marcador Valoracion
linfocitos
Linfocitos B CD20 + /- (% del infiltrado)
Linfocitos T CD3 + /- (% del infiltrado)
T helper CD4 + /- (% de linfocitos T)
T citotéxicos CD8 + /- (% de linfocitos T)
Linfocitos Tregs FoxP3 + /- (% del infiltrado)
Expresion granulos Granzima B | + /- (% del infiltrado)
citotoxicos TIA-1 + - (% del infiltrado)
Moléculas de ICAM-1 + /- (% del infiltrado)
adhesion

Tregs: células T reguladoras; TIA-1: T-cell intracelular antigen 1; ICAM-1:
Intercellular adhesion molecule 1.

4.4.3.3. Expresidn de elafina

Se utilizé el AcMo murino elafin (H-2) (nimero de catalogo sc-398075; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, EEUU) dirigido contra los aminoacidos 1-117 que

representan la longitud completa de la elafina humana.

Se caracterizd la expresion de la elafina en las biopsias de los casos y
controles segun el patron e intensidad de la tincidn en la epidermis en general y a nivel
de la capa granulosa como se detalla en las siguientes tablas (Tabla 4.12, Tabla 4.13,
Tabla 4.14).

Tabla 4.12. Parametros valorados en la expresion de elafina en las biopsias cutaneas.

Parametro Expresion de elafina
Grosor Parcial / Total / NV
Epidermis Intensidad - [+ [ ++ [ +++ [NV
Patron Homogéneo / Parcheado / NV
Intensidad -+ [+ [ +++ NV
Capa granulosa
Patron Homogéneo / Parcheado / NV

NV: no valorable.
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Tabla 4.13. Caracterizacion de la expresion de elafina en la epidermis.

Epidermis
Parcial Total
Grosor
Intensidad
++ +++
Parcheado Homogéneo
Patron
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Tabla 4.14. Caracterizacion de la expresion de elafina en la capa granulosa.

Granulosa

Intensidad

++

+++

Patron

Parcheado

Homogéneo
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4.5. Procedimientos del TPH

4.5.1.Tipo de trasplante y esquemas de acondicionamiento

La indicacion definitiva del TPH vy la eleccién de la modalidad, asi como de la
fuente de progenitores hematopoyéticos y la intensidad del acondicionamiento se
decidieron de forma consensuada en una sesion especifica semanal concebida para
este fin. En esta sesién se hace una descripcidon pormenorizada de las circunstancias
clinicas que concurren en cada caso y que justifican la indicacion de un TPH, asi como
la informacion sobre potenciales donantes y la urgencia requerida para la realizacion
del procedimiento. En la Figura 4.4 se muestra un diagrama de flujo con los pasos que

se siguen en el proceso para la realizaciéon de un TPH.

Servicio de
Hematologia Si Definir Tipo de
Sesion Trasplante
TPH fuente y
acondicionamiento
Otros
Servicio Hospitales No
Hematologia
I Informe I
_
Consulta
N
Ly Bisaueda DNE Disponibilidad Evaluacion
(REDMO) PreTPH
Consulta
Externa o
Seleccion
God>— " fafeocney
No si | Unidades P
4 Ingreso
Hospitalizacién e

Figura 4.4. Proceso para la realizacion de un TPH.

El esquema de acondicionamiento fue elegido de acuerdo con los protocolos
institucionales, en funcion del tipo de alo-TPH, la edad del paciente, las comorbilidades
y la enfermedad subyacente. Los esquemas de acondicionamiento fueron AMA, con
una intensidad convencional, o AIR. La intensidad del régimen de acondicionamiento
dependié de la enfermedad, el estado funcional y las comorbilidades del paciente, de
acuerdo con los protocolos vigentes. Los regimenes de acondicionamiento para los
pacientes sometidos a TSCU, TPH haploidéntico y de DNE consistieron en una

combinacion de tiotepa, busulfan, ciclofosfamida o fludarabina y ATG. Los trasplantes
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de hermano HLA-idéntico, recibieron busulfan combinado con fludarabina o

ciclofosfamida, o una combinacion de melfalan con fludarabina (Tabla 4.15).

Tabla 4.15. Protocolos de régimen de acondicionamiento.

Acondicionamiento segun tipo de TPH

Hermano HLA idéntico

- Busulfan + Fludarabina
- Busulfan + Ciclofosfamida

- Melfalan + Fludarabina

DNE / Haploidéntico / TSCU

- Tiotepa + Busulfan + Ciclofosfamida o Fludarabina + ATG
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4.6. Enfermedad de injerto contra huésped

4.6.1.Diagndstico y clasificacién

Se utilizaron los criterios estandar para el diagnéstico y clasificacion de la EICH
aguda y cronica descritos con detalle en el apartado 1.2. En la Tabla 4.16 se muestran
los criterios clinicos para el estadiaje de la EICH aguda cutanea, hepatica e intestinal.
El céalculo de la superficie se realizé empleando la regla de los nueves para adultos:
cabeza 9%, brazos 18% (4,5% para para la cara anterior y posterior de cada brazo),
torso 36% (9% torax anterior, 9% torax posterior 9% abdomen anterior, 9% abdomen
posterior), piernas 36% (4,5% para cada seccion antero-superior, antero-inferior,
postero-superior, postero-inferior de cada pierna). La palma de la mano representa el
1% de la SCT.

Tabla 4.16. Estadio clinico de la EICH aguda.

Piel Higado Intestino
Estadio
(Exantema maculopapular) (Bilirrubina) (Diarrea)
1 < 25% SCT 2 -3 mg/d 500 — 1000 ml/d y/o
nauseas/vomitos persistentes
2 25-50% SCT 3,1 =6 md/dl 1000 -1500 mi/d
3 Eritrodermia generalizada 6,1-15 > 1500 ml/dia
mg/dl
4 Eritrodermia con ampollas y/o | > 15 mg/dI Hemorragia digestiva y/o ileo y/o
descamacion dolor abdominal intenso

SCT: superficie corporal total.

En las Tabla 4.17 y Tabla 4.18 se recoge el grado de la EICH aguda en
funcién de la clasificacién de Glucksberg y del IBMTR respectivamente, como
utilizados. (Glucksberg et al, 1974; Przepiorka et al, 1995; Rowlings et al, 1997).
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Tabla 4.17. Grado de la EICH aguda segun el indice de Glucksberg modificado.

Grado Piel Intestino Higado
I 1-2 0 0
Il 0-3 |ylo 1 ylo 1
y 0 y 0
1] 2-3 |ylo 2-3 ylo 2-3
v 1-4 |ylo 2-4 ylo 2-4

Tabla 4.18. Grado de la EICH aguda segun el indice del IBMTR.

Piel

Exantema
maculopapular

Higado

Bilirrubina (mg/dl)

Intestino

Diarrea (ml/dia)

A 1 < 25% SCT y 0 <2 y 0 <500
B 2 25-50% SCT |ylo|1-2 2-6 ylo | 1-2 500 - 1500
Cc 3 >50% SCT y/o 3 6-15 ylo 3 >1500
D 4 Ampollas ylo 4 >15 ylo 4 Dolor abdominal
severo o ileo
paralitico

En la Tabla 4.19 y Tabla 4.20 se recoge la gradacion clasica y la gradacion del
NIH de la EICH crénica (Filipovich et al, 2005; Jagasia et al, 2015).
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Tabla 4.19. Gradacion clasica de la EICH cronica.

EICH crénica limitada

- Afectacion cutanea localizada, y/o

- Disfuncion hepatica debida a EICH

EICH crénica extensa

Afectacion cutanea extensa, o

Afectacion limitada de piel y/o higado mas alguno de los siguientes:
= Histologia hepatica con hepatitis cronica progresiva, puentes de necrosis o cirrosis

= Afectacion ocular con prueba de Schirmer <5 mm

= Afectacion de glandulas salivales menores o mucosa oral (demostrado por biopsia de la
mucosa o labial)

= Implicacién de cualquier otro 6rgano diana.

Tabla 4.20. Gradacion del NIH de la EICH crénica.

EICH crénica leve

1 0 2 érganos afectados sin deterioro funcional clinicamente significativo (grado
maximo 1), y

- Pulmon grado 0

EICH crénica moderada

3 0 mas organos sin deterioro funcional clinicamente significativo (grado maximo 1), o

Al menos un érgano (no pulmén) con deterioro funcional clinicamente significativo
(grado 2) o pulmon grado 1

EICH crénica severa

- Al menos 1 érgano con deterioro funcional mayor (grado 3), o

- Pulmoén grados 2-3.

122



Material y Métodos

4.6.2.Profilaxis de la EICH

Para la prevencion de la EICH, la profilaxis fue distinta segun el tipo de TPH
realizado (Tabla 4.21). Los pacientes sometidos a TPH alogénico de hermano HLA
idéntico recibieron CSA combinada con metotrexato (dias +1, +3 y +6) excepto los
pacientes con aplasia medular que recibieron deplecion T ex vivo parcial seguido de
CSA y prednisona. A los pacientes que recibieron un alo-TPH de DNE idéntico se les
administré una combinaciéon de CSA, metotrexato y ATG. Los pacientes sometidos a
TSCU recibieron ciclosporina combinada con prednisona o MFM. Los pacientes que
recibieron un trasplante haploidéntico recibieron o bien una deplecion T ex vivo
mediante selecciéon CD34* sin profilaxis farmacoldégicas o una combinacién de
ciclofosfamida pos-TPH (CY-PT) con CSA y MFM.

Tabla 4.21. Profilaxis de la EICH.

Profilaxis de la EICH

TPH hermano HLA idéntico

- CSA + Metotrexato (+1, +3, +6)
TPH DNE HLA idéntico

- CSA + Metotrexato + ATG
TSCU

- CSA (-1 a +90 y suspension progresiva) + MFM o Prednisona

TPH haploidéntico
- Deplecion T ex vivo
- CF-PT (+3, +4) + CSA + MFM

CSA: ciclosporina A; DNE: donante no emparentado; ATG: anti-timoglobulina; TSCU:
trasplante de sangre de corddn umbilical; CY-PT: ciclofosfamida postrasplante;
MFM: micofenolato mofetilo - : dias antes del trasplante; + : dias después del
trasplante.

4.6.3.Tratamiento de la EICH

Los pacientes que desarrollaron EICH aguda recibieron tratamiento de primera
linea con metilprednisolona a dosis de 2 o 20 mg/kg/d seguido de un descenso
gradual. La ATG se utilizd como tratamiento de segunda linea en aquellos pacientes
refractarios a corticosteroides. Algunos de los no respondedores a primera linea con 2
mg/kg/dia recibieron tratamiento de intensificacion con 20 mg/kg/dia. Ademas, los

casos refractarios fueron sometidos a fotoaféresis extracorpérea. En la Tabla 4.22 y
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Figura 4.5 se resume el tratamiento de la EICH aguda. Los pacientes que

desarrollaron EICH cronica fueron tratados con prednisona 1 mg/kg/dia.

Tabla 4.22. Tratamiento de la EICH aguda.

Tratamiento de la EICH

Primera linea: metilprednisolona 2 mg/kg/dia

Segunda linea: ATG 1,25 mg/kg/dia, a dias alternos, 5-10 dosis
Tercera linea: fotoaféresis extracorporea

Cuarta linea: intensificacion metilprednisolona 10 mg/kg/dia

Quinta linea: infliximab semanal

Evaluar respuesta al 3° y 7° dias - si progresion a los 3 dias o ausencia de respuesta a los
7 dias > 22 linea.

ATG: anti-timoglobulina.

119 sometidos a alo-TPH que
injertaron
I ’ ]
No EICH EICH
I g
Tratamiento
tépico/local

I
Corticoides 2
mg/kg/dia

Tratamiento
sistémico

1

=
20mg/kg/dia
¢ 1 1 A

e

[ . 1

Intensificacién Segunda lineza: ATG

Respuesta

1

e 1ercera linea: ECF

I.—

Cuarta linea:
corticoides 10mg/k:

—

II

e Quinta linea: infliximab

Figura 4.5. Algoritmo terapéutico de la EICH y las diferentes lineas de tratamiento.

ATG: anti-timoglobulina; ECF: fotoféresis extracorpérea.
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4.6.4.Cuidados de soporte

Las medidas de soporte siguieron las pautas institucionales descritas
anteriormente (Sanz et al, 2015). Los pacientes fueron hospitalizados en habitaciones
individuales con aire a presion positiva y filtros HEPA (high-efficiency particulate air) en
régimen de aislamiento inverso. Todos los productos sanguineos de soporte fueron

leucorreducidos y se irradiaron.

Como profilaxis antifungica se usé un azol (itraconazol, voriconazol) durante 6
meses después del TSCU, del alo-TPH de DNE y del TPH haploidéntico y mientras se
usaban corticoides para el tratamiento de la EICH en el alo-TPH de hermano HLA
idéntico. La profilaxis contra Pneumocystis jiroveci consisti®6 en administrar
cotrimoxazol dos dias a la semana, que se mantuvo durante un minimo de un afo o
hasta que se suspendié el tratamiento inmunosupresor. En caso de que el
cotrimoxazol estuviera contraindicado, se uso pentamidina inhalada. Los pacientes
seropositivos al CMV recibieron profilaxis, ya sea con ganciclovir intravenoso o con
valganciclovir oral. Cuando se detecté una PCR positiva para CMV o una prueba de
Ag pp65, se inicidé una terapia anticipada de primera linea con ganciclovir intravenoso
5 mg/kg dos veces al dia o valganciclovir oral 900 mg dos veces al dia. Estas y otras
medidas preventivas y terapéuticas se muestran en varias tablas a continuacion (Tabla
4.23, Tabla 4.24, Tabla 4.25, Tabla 4.26, Tabla 4.27).
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Tabla 4.23. Medidas de profilaxis de las infecciones.

Profilaxis Farmacos y dosis utilizadas

Ciprofloxacino 500 mg/12h oral desde inicio de acondicionamiento hasta

Gtz EEEnE PMN >500/uL o hasta el inicio de antibioticoterapia IV.

Fluconazol 100 mg/dia oral o IV desde el inicio del acondicionamiento
hasta el dia 0; seguido de azol con cobertura hongo filamentoso
(Itraconazol 200 mg/dia IV o Voriconazol 100-200 mg/12h oral o 1V) desde

Antiftingica el dia +1 hasta injerto (3 dias con PMN >500/uL) o inicio de antifungicos IV.

Voriconazol 200 mg/12h oral o ltraconazol 200mg/dia oral desde injerto y/o
alta hasta el dia +100 o +180, y/o si el paciente recibe mas de 10 mg/dia de
prednisona como tratamiento de EICH.

Si IFI previa, Ambisome 1 mg/kg/dia IV durante el acondicionamiento (si
ambisome contraindicado, antifungico de 22 eleccidon segun valoracién

Antifungica | 1 i 1al): Voriconazol 200 mg/i2h oral o IV tras injerto mieloide (si
secundaria . Lo A a o . Y
voriconazol contraindicado, antifungico de 22 eleccion segun valoracion
individual).
Receptor CMV negativo:

— Aciclovir 250 mg/m?/12 h IV desde -5 hasta + 30; 400 mg/8h oral desde
+30 hasta +180.

Receptor CMV positivo

- Alo-TPH emparentado HLA idéntico:
Aciclovir 400 mg/m?/12h IV desde dia -5 hasta PMN>1000/uL 3 dias

Antiviral (CMV) consecutivos.
Valganciclovir 900 mg/dia oral 3 veces a la semana desde

prendimiento hasta dia +90. Aciclovir 400mg/8h oral desde +90 hasta
+180.

- Alo-TPH no emparentado o no HLA idéntico:

Aciclovir 500 mg/m?/8h IV desde dia —5 hasta PMN>1000/uL 3 dias
consecutivos.

Valganciclovir 900 mg/dia oral hasta dia +180.

Cotrimoxazol 160/800 mg/12h desde el ingreso hasta dia -2.

Pneumocystis | Reiniciar a misma dosis 2 dias por semana, desde PMN>1000/uL 3 dias

jiroveci consecutivos hasta un afio pos-trasplante, o hasta que la cifra de linfocitos
CD4* sea >400/uL, o hasta 3 meses después de retirar la inmunosupresion
si esto ocurre mas tarde. Acido félico 1 capsula dos dias por semana.

Realizar prueba de la tuberculina (Mantoux) antes del TPH. Repetirla
(‘booster’) en un plazo de 7-10 dias.

Si Mantoux > 5 mm de diametro, iniciar isoniazida (Cemidon-B6 300 mg)
300 mg/dia durante 9 meses. No administrar durante el acondicionamiento
de TPH. Debe monitorizarse funciéon hepatica dependiendo de medicacién
concomitante (ciclosporina, voriconazol, etc..), interacciones, toxicidades,
etc.

IV: intravenoso; IFI: infeccion fungica invasiva; CMV: citomegalovirus.

M. tuberculosis
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Tabla 4.24. Monitorizacion de las infecciones

Monitorizacion Estrategia

3 veces por semana si el paciente esta ingresado; 1 vez por semana si
Ag Aspergillus | paciente ambulatorio pero neutropénico o con >10 mg/dia de corticoides por
EICH crénica.

Tanto si receptor negativo o positivo, monitorizar con PCR CMV en sangre 2
veces por semana desde +7 a +120; desde +120 a +180 semanalmente si
hay EICH y quincenalmente si no hay EICH.

Si PCR positiva (al menos 2 determinaciones entre 500 y 2500 copias o al
menos 1 determinacion con mas de 2500 copias) - tratamiento precoz de
cCMV CMV con valganciclovir 900mg/12h oral. Si sintomas atribuibles a
enfermedad por CMV (disnea y/o neumonia; gastroenteritis; retinitis o
encefalitis; pancitopenia y fiebre; cistitis), solicitar PCR CMV en sangre y
pruebas diagnésticas correspondientes (Rx y/o TC de térax y/o BAL con
cultivo Shell-vial y PCR; endoscopia y biopsia intestinal con cultivo Shell-
vial y PCR; oftalmoscopia, RNM cerebral y/o puncién lumbar/humor acuoso
con Shell-vial y PCR; aspirado medular con Shell-vial y PCR; orina con
shell-vial).

1 vez a la semana desde el dia +7 hasta +100, cada 2 semanas hasta
+180 y mensualmente hasta el primer afo. Si reactivacion VEB, se solicito
VEB TC de cuerpo entero junto con el resto de pruebas diagndsticas
correspondientes segun la clinica, con el objetivo de demostrar la
proliferacion linfoide mediante histologia.

Ag: antigeno; CMV: citomegalovirus; PCR: proteina C reactiva; Rx: radiografia simple; TC: tomografia
computada; BAL: lavado bronquioalveolar.
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Tabla 4.25. Medidas de tratamiento de las infecciones

Tipo de
infeccién Tratamiento

Meropenem 1 g/8h IV + Vancomicina 1 g/12h IV

Si alergia a R-lactamicos — Tigeciclina IV (100 mg dosis de carga,
seguido de 50 mg/12h) + Amikacina IV (15 mg/kg/24h). Si infeccion
grave/shock séptico, afiadir Aztreonam 2 g/8h V.

Hemocultivos de via central y vena periférica antes de iniciar el antibiético
IV (aun en ausencia de fiebre) + urocultivo + radiografia de térax. Buscar
foco en la exploracién fisica. Realizar frotis nasal y faringeo semanal de
vigilancia durante los ingresos (ver colonizacion por hongos filamentos,
levaduras fluconazol resistentes, S. aureus, Acinetobacter, S. Maltophilia,
etc.).

Si foco infeccioso clinico, aislamientos microbiolégicos o ‘shock’ séptico

Fiebre — adaptar antibioticoterapia.

Si fiebre persistente > 2-3 dias — afiadir glucopéptido (Vancomicina 1
g/12h V) si el paciente no lo llevaba inicialmente. En caso de
nefrotoxicidad, es preferible utilizar Teicoplanina o Linezolid (600 mg/12h
IV) para cubrir gram positivos. Retirar el glucopéptido o Linezolid si no hay
respuesta al antibiético ni documentacién de gram positivos tras 72 horas.

neutropénica

Si fiebre persistente > 5-7 dias o recaida febril tras apirexia estable —
Realizar TC de térax y senos + solicitar Ag GM Aspergillus. Anadir
antifungico — Caspofungina 50 mg/d IV, con dosis de carga de 70 mg el
primer dia. En caso de insuficiencia hepatica y/o renal, considerar
Anidulafungina IV (dosis de carga 200 mg el primer dia, seguida de 100
mg/24 h de mantenimiento)

Si fiebre persistente prolongada sin documentacioén a pesar de todas
las medidas anteriores — Considerar rotacion de B-lactamico y/o adicion
de Tigeciclina IV (100 mg dosis de carga, seguido de 50 mg/12h).

IFI posible: monoterapia con antifingico (usar el antifungico que

IFI corresponderia segun escalada para fiebre neutropénica).

IFI probable o probada: biterapia con antifingicos (la eleccién de los
antifingicos a combinar se valorara individualmente para cada paciente).

Si PCR positiva (>1 entre 500 y 2500 o = 1 con mas de 2500 copias) —
Valganciclovir 900 mg/12h x 14-21 dias (y > 7 d con PCR negativa).
Después, una vez al dia x 14-21d (si no hay EICH) o hasta que el paciente
Ccwvv acabe la pauta de profilaxis que le corresponda.

Si enfermedad por CMV (documentada o sospechada grave) asociar IGIV
500 mg/kg/48h hasta resolucion de los sintomas (o descartar enfermedad
por CMV).

Si PCR positiva (> 900 copias/ml en 2 muestras consecutivas) o SLPT-
VEB VEB — las opciones terapéuticas consistieron en administrar rituximab en
monoterapia, reducir la inmunosupresion y quimioinmunoterapia cuando
fue posible.

IV: intravenoso; Ag GM: antigeno galactomanano; IFI: infeccion fangica invasiva; CMV: citomegalovirus;
SLPT-VEB: sindrome linfoproliferativo pos-trasplante asociado a VEB.
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Tabla 4.26. Medidas de soporte de la EICH

Afectacion cutanea Cuidados de quemados por el Servicio de Cirugia Plastica
grados 3 -4
Afectacion intestinal Dieta en funcién de la situacion clinica

Nutricion parenteral

Ocredtido

Medidas generales Fisioterapia para reducir la atrofia muscular secundaria a la
corticoterapia prolongada

Soporte nutricional supervisado por especialista

Tabla 4.27. Otras medidas de soporte

Medidas de soporte Farmacos y dosis utilizadas

Filgrastim desde el dia + 7 hasta PMN >1000/uL durante 3 dias
consecutivos o leucocitos >10.000/uL un solo dia.

Dosis: si superficie corporal <1,8 m? Filgrastim 30, 1 vial/24h
subcutaneo; si superficie corporal 21,8m? Filgrastim 48, 1 vial/24h
subcutaneo.

.. } Administrar G-CSF a demanda en la fase pos-injerto para
it MR 5 (-Gl mantener PMN >1000-1500/uL (sobre todo si infeccién previa o
concomitante).

Administrar G-CSF si PMN <1500/uL por toxicidad de
valganciclovir o ganciclovir. Si PMN <500 - suspender
valganciclovir o ganciclovir. Administrar foscarnet si toxicidad
medular limitante que impida tratamiento precoz o de enfermedad
por CMV con valganciclovir o ganciclovir.

Granisetron: 3 mg IV cada 24 horas solo los dias en los que se
administra la quimioterapia. Luego suspender. Lorazepam 1
mg cada 8 horas oral como adyuvante si quimioterapia de alto
Nauseas y vomitos poder emetdgeno. Si a pesar de esta pauta no se controlan los
vomitos, se afadira dexametasona 4 mg IV antes de la
quimioterapia pudiendo repetirse la dosis hasta un total de 4 mg/6
horas).

Neurotoxicidad asociada | Fenitoina 100 mg/8 horas desde el dia -7 al -1.
a busulfan

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; PMN: polimorfonucleares; CMV: citomegalovirus;

IV: intravenoso.

129



Material y Métodos

4.7. Otras definiciones

4.7.1.Clasificacién del estado de la enfermedad al trasplante

El estado de la enfermedad en el momento del trasplante se clasifico del

siguiente modo:

o Estadio precoz: pacientes con leucemia aguda, linfoma o SMD en primera

remision completa (RC1), LMC en primera fase cronica y anemia

refractaria no tratada.

o Estadio intermedio: pacientes con leucemia aguda, linfoma o SMD en

segunda o superior remisién completa, LMC en segunda fase crénica o

fase acelerada.

o Estadio avanzado: leucemia aguda y linfoma refractario o en recaida,

LMC en crisis blastica y anemia refractaria con exceso de blastos (AREB)

no tratada.

4.7.2.Injerto mieloide

Se definié como un recuento absoluto de neutréfilos (RAN) igual o superior a
500/uL en 3 dias consecutivos. El tiempo para el injerto mieloide se midié teniendo en

cuenta el tiempo requerido para alcanzar primer dia del injerto mieloide.

4.7.3.Injerto plaquetar

Se definié como un recuento absoluto de plaquetas igual o superior a 20.000/uL
sin requerir soporte de transfusiones en 7 dias consecutivos. El tiempo para el injerto

plaquetar es el tiempo hasta el primer dia para alcanzar 20 x 10%L plaquetas.
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4.7.4.Fallo de injerto

Se definié como fallo primario de injerto a la ausencia de injerto mieloide en los
pacientes que sobrevivieron al menos 28 dias después del trasplante. El fallo

secundario de injerto se definié como la pérdida de un injerto.

4.7.5.Respuesta al tratamiento de la EICH aguda

La respuesta completa se defini6 como la resolucion total de todo signo o
sintoma de la EICH; la respuesta parcial, como el descenso en al menos un grado,
pero sin la resolucion completa del cuadro clinico; la enfermedad estable, como la
ausencia de una mejoria suficiente para reducir el grado; y la progresiéon, como el
aumento en al menos un grado. La respuesta fue valorada al dia 3 y al final del
tratamiento. La respuesta global al tratamiento (con corticoides sistémicos o con ATG)
se defini6 como haber alcanzado una respuesta completa o si alcanzaba, al menos,
una respuesta parcial con grado global < 2, sin requerir el uso de tratamiento
inmunosupresor adicional. Los pacientes que no cumplian estos criterios se
clasificaron como fallos de respuesta global al tratamiento. La EICH aguda refractaria
a corticoides se defini6 como progresion al cabo de 3 dias de tratamiento con

corticoides o falta de mejoria tras una semana de tratamiento (Martin et al, 1990).

4.7.6.Respuesta al tratamiento de la EICH crénica

La respuesta completa se defini6 como la resolucion de todas las
manifestaciones de EICH crénica en todos los érganos, la respuesta parcial como
mejoria en al menos un 6rgano, sin progresién en otros; la respuesta mixta como
respuesta completa o parcial en un érgano acompanado de progresion en otro 6rgano;
la enfermedad estable como la ausencia de criterios de respuesta completa, parcial,
mixta o progresion; y la progresiéon como el aumento de un grado en algun 6rgano
(Lee et al, 2015). La EICH corticodependiente se defini6 como la imposibilidad de
suspender los corticoides. La necesidad de agregar otros inmunosupresores se
consideré como ausencia de respuesta. La respuesta se valor6 al mes y a los 100, 180
y 365 dias pos-TPH. La respuesta duradera se defini6 como la ausencia de sintomas
durante el periodo de observacion tras la suspension de todos los tratamientos

sistémicos.
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4.8. Recoleccion, almacenamiento y gestiéon de los datos

Los datos referentes a los pacientes sometidos a alo-TPH, asi como los
referentes a los detalles del procedimiento, las complicaciones, la evolucién, los datos
de los diferentes laboratorios y la aparicion de manifestaciones de EICH se recogieron
de manera prospectiva. La informacioén fue sistematicamente introducida y actualizada
periddicamente en una base de datos (Microsoft Access, Microsoft Office®) creada
para este propésito. Los datos de interés para el propdsito de esta tesis fueron
seleccionados mediante una consulta SQL y exportados a R para su analisis

estadistico.
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4.9. Analisis estadistico

Las variables categoricas se expresaron en porcentajes y las variables continuas
como medianas y extremos. Para la comparacion de variables continuas, se usaron la
prueba no paramétrica de la U de Mann-Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis. Para la
comparacion de variables categoricas se utilizd la prueba de chi-cuadrado, con la
correccion de Yates o la prueba exacta de Fisher cuando fue necesario. Todos los
valores de p fueron calculados usando “tests de dos colas”. En las variables continuas
que fueron categorizadas, se usé el punto de corte mas discriminante. Se considerd
significativo un valor de p<0,05. Para la incidencia acumulativa, los puntos de corte
que se probaron fueron el primer cuartil, la mediana y el tercer cuartil de cada variable
continua. Para estimar la supervivencia con un intervalo del 95% se utilizé el método
de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958). y para las comparaciones, las pruebas de
log-rank (Mantel, 1966). La probabilidad de EICH aguda y crénica, de mortalidad
relacionada con el trasplante y de recaida se calcularon mediante el método de
incidencia acumulativa (riesgo competitivo) (Fine et al, 1999; Gooley et al, 1999). Para
el analisis de la incidencia acumulativa, se consideraron eventos competitivos los
siguientes: a) para la EICH aguda, la muerte antes del dia 100; b) para la EICH
cronica, la muerte sin haber desarrollado EICH cronica; c) para la MSR, la recaida; y
d) para la recaida, la muerte sin recaida previa. La EICH aguda y cronica fueron
consideradas como variantes tiempo-dependientes. Para el analisis actuarial el mejor
corte se establecid con el método “Maximally Selected Rank Statistics” de Hothorn
(Hothorn & Lausen, 2003). Las variables con un valor de P < 0.1 para cada “end point”
fueron incluidas en el analisis multivariante usando el método de riesgo proporcional
de Cox para eventos temporales (observaciones incompletas) (Cox & 1972, 1972) o el
método de Fine & Gray para la incidencia acumulativa (Fine et al, 1999). El analisis

estadistico se realiz6 usando el lenguaje y entorno de programacion R version 4.2.2.
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Resultados

5.1. Descripcion de la serie global y resultados del trasplante

5.1.1.Caracteristicas de los pacientes

En la Tabla 5.1 se muestran las caracteristicas basales de los 119 pacientes
adultos con enfermedades hematoldgicas malignas que recibieron un alo-TPH en el
HUIP La Fe entre el 1 de octubre de 2015 al 30 de septiembre de 2017 y que tuvieron
injerto mieloide. Brevemente, la mediana de edad de los pacientes trasplantados fue
43,6 anos (18,2-70,5), de los que 73 (61%) fueron hombres. Un tercio de los pacientes
tenian mas de 50 anos (39; 33%) y 26 (21%) habian recibido un TPH previo
(autdlogo16; 10). (92; 77%) estaban
diagnosticados de leucemia aguda (LMA/SMD 70; 59% y LLA 22; 18%), estando una
cuarta parte en fase avanzada de la enfermedad (29; 25%) o con un HCT-CI =23 (31;

alogénico La mayoria de pacientes

26%). La mayoria de pacientes eran seropositivos para CMV (87; 73%).

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de los pacientes en la serie global y segun el tipo de TPH.

. Total Haplo
Variables NSO N | Nen NG New | T
Numero de pacientes 119 (100) 53 (45) 23 (19) 27 (23) 16 (13)
Edad, afios
Mediana 43,6 44,2 51,9 449 36,2 0,5
Extremos 18,2-70,5 | 20,3-70,5 | 23,8-62,9 | 18,9-64,9 | 18,2-58,5
Grupos de edad 0,08
<20 5 (4) 1(2) 0 1(4) 3(19)
21-30 20 (17) 8 (15) 2(9) 7 (26) 3(19)
31-40 26 (22) 14 (26) 4 (17) 4 (15) 4 (25)
41-50 29 (24) 16 (30) 5(22) 4 (15) 4 (25)
51-60 31 (26) 10 (19) 9 (39) 10 (37) 2 (13)
> 60 8 (7) 4 (8) 3(13) 1(4) 0
Sexo, n (%) 0,8
Hombre 73 (61) 34 (64) 14 (61) 17 (63) 8 (50)
Mujer 46 (39) 19 (36) 9 (39) 10 (37) 8 (50)
Diagnéstico 0,7
LMA/SMD 70 (59) 28 (53) 15 (65) 19 (70) 8 (50)
LLA 22 (18) 10 (19) 3(13) 4 (15) 5(31)
Otros 27 (23) 15 (28) 5(22) 4 (15) 3(19)
Fase de enfermedad al TPH 0,2
Precoz 53 (47) 28 (53) 11 (48) 7 (26) 8 (50)

137




Resultados

Intermedio 32 (28) 12 (23) 5 (22) 11 (41) 4 (25)
Avanzado 29 (25) 13 (25) 7 (30) 9 (33) 4 (25)

Trasplante previo 0,04
No 93 (79) 38 (72) 21 (91) 19 (70) 15 (94)
Autologo 16 (13) 10 (19) 2 (9) 3(11) 1 (6)
Alogénico 10 (8) 5(9) 0 5(19) 0

HCT-CI 0,3
0 52 (44) 26 (49) 6 (26) 11 (41) 9 (56)
1-2 36 (30) 15 (28) 10 (44) 6 (22) 5(31)
23 31 (26) 12 (23) 7 (30) 10 (37) 2 (13)

Estado serolégico a CMV 0,9
Positivo 87 (73) 39 (74) 16 (70) 21 (78) 11 (69)
Negativo 32 (27) 14 (26) 7 (30) 6 (22) 5(31)

DHI: donante hermano HLA-idéntico, DNE: donante no emparentado; Haplo: donante familiar

haploidéntico; SCU: sangre de cordén umbilical; CMV: citomegalovirus; HCT-CI: hematopoietic cell
transplant comorbidity index; LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMA/SMD: leucemia mieloblastica
aguda/sindrome mielodisplasico.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La distribucion de las caracteristicas de los pacientes segun el tipo de TPH no
mostrd diferencias significativas, excepto en la proporcion de pacientes que habian
recibido un trasplante previo, que fue algo superior en los TPH de hermano HLA-
idéntico y haploidénticos (28% y 30%, respectivamente) comparado con DNE y TSCU
(9% y 6%, respectivamente) (Tabla 5.1) (P = 0,04).

5.1.2.Caracteristicas del trasplante

En la Tabla 5.2 se muestran las caracteristicas de los trasplantes segun el tipo
de TPH. La mayoria de los TPH se hicieron con una absoluta compatibilidad ABO
(65%), haciéndose con una incompatibilidad mayor en 13% y menor en 23%. TBF y
BUFLU fueron los acondicionamientos mas usados (66% y 27%, respectivamente),
siendo mieloablativos el 61% y de intensidad reducida el 40%. La profilaxis de EICH se
baso6 en el uso de CSA en la mayoria de los pacientes (65%), usandose en el resto
CY-PT (35%). Excepto 16 pacientes (13%) que fueron trasplantados con SCU, la
fuente de progenitores hematopoyéticos fue la sangre periférica (salvo un paciente que

recibié médula 6sea de DHI).
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Tabla 5.2. Caracteristicas de los trasplantes en la serie global y segun el tipo de TPH.

Variables Total DHI DNE Haplo SCuU

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Numero de pacientes 119 (100) 53 (45) 23 (19) 27 (23) 16 (13)
Incompatibilidad ABO 0,9

Mayor 15 (13) 7 (13) 2(9) 3 (11) 3(19)

Menor 27 (23) 10 (19) 5 (22) 7 (26) 5 (31)

Ninguna 77 (65) 36 (68) 16 (70) 17 (63) 8 (50)
Emparejamiento de 0,2
sexo donante — receptor

Hombre — Hombre 51 (43) 25 (47) 12 (52) 11 (41) 3(19)

Hombre — Mujer 25 (21) 8 (15) 8 (35) 5(19) 4 (25)

Mujer — Hombre 22 (19) 9(17) 2(9) 6 (22) 5 (31)

Mujer — Mujer 21 (18) 11 (21) 1(4) 5(19) 4 (25)

Tipo de <0,001
acondicionamiento

Basados en TBF 78 (66) 28 (53) 22 (96) 12 (44) 16 (100)

Basados en BUFLU 32 (27) 17 (32) 0 15 (56) 0

Otros 9 (8) 8 (15) 1(4) 0 0
Esquema
acondicionamiento

BUFLU - AMA 16 (11) 16 (30) 0 0 0

BUFLUCY - AMA 3 (3) 0 0 3(11) 0

BUFLUCY - AIR 7 (6) 1(2) 0 6 (22) 0

TBF - AMA 58 (49) 10 (19) 21 (91) 11 (41) 16 (100)

TBF - AIR 20 (17) 18 (34) 1(4) 1(4) 0

Otros - AIR 15 (13) 8 (15) 1(4) 6 (22) 0
Intensidad
acondicionamiento

AMA 72 (61) 26 (49) 16 (70) 14 (52) 16 (100) 0,002

AIR 47 (40) 27 (51) 7 (30) 13 (48) 0
Profilaxis EICH <0,001

Basados en CSA 77 (65) 45 (85) 15 (65) 1(4) 16 (100)

Basados en CY-PT 42 (35) 8 (15) 8 (35) 26 (96) 0
Esquemas basados en
CSA

CSA 2(2) 2 (4) 0 0 0

CSA + MTX 52 (44) 37 (70) 14 (61) 1(4) 0

CSA + MFM 12 (10) 6 (11) 1(4) 0 5 (31)

CSA + PDN 11 (9) 0 0 0 11 (69)
Esquemas basados en
CY-PT

CY-PT + CSA + MFM 18 (15) 0 0 18 (67) 0

CY-PT + Sir + MFM 24 (20) 8 (15) 8 (35) 8 (30) 0

Fuente de progenitores
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Médula 6sea 1(1) 1(2) 0 0 0
Sangre periférica 102 (86) 52 (98) 23 (100) 27 (100) 0
Sangre cordon 16 (13) 0 0 0 16 (100)
Células CD34*/kg x 10° 0,0001
Mediana 6,3 6,2 5,8 6,8 0,3
Extremos 0,1-15,6 1,5-15,6 2,3-12,5 2,2-13,8 0,1-0,5
Tiempo de seguimiento
Mediana 50,3 51,7 48,5 48 50,6
Extremos 35,5-73,5 | 36,4-67,5 | 41,4-63,7 38-67,7 35,5-73,5

DHI: donante hermano HLA-idéntico, DNE: donante no emparentado; Haplo: donante familiar
haploidéntico; SCU: sangre de corddn umbilical; TBF: tiotepa-busulfan-fludarabina; BUFLU: busulfan-
fludarabina; BUFLUCY: busulfan-fludarabina-ciclofosfamida; AMA: acondicionamiento mieloablativo; AIR:
acondicionamiento de intensidad reducida; EICH: enfermedad injerto-contra-huésped; CSA: ciclosporina
A; CY-PT: ciclofosfamida pos-trasplante; MTX: metotrexato; MFM: micofenolato mofetilo; PDN:
prednisona; Sir: sirélimus.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La distribucion de las caracteristicas de los trasplantes segun el tipo de TPH
mostro diferencias significativas, siendo la mayoria explicadas por la propia naturaleza
de los distintos tipos de TPH. Asi, todos los receptores de un TPH de SCU y todos los
receptores de un DNE excepto un paciente, recibieron acondicionamiento TBF, siendo
todos AMA (excepto 2 de DNE que recibieron AIR). Con respecto a la profilaxis de la
EICH, todos los TSCU recibieron esquemas basados en CSA (con PDN 69% y con
MFM 31%) y un 85% de los TPH de hermano HLA-idéntico, mientras que todos los
haploidénticos, excepto uno, recibieron esquemas basados en CY-PT. La dosis de
células CD34" infundida fue muy similar en todas las modalidades de TPH, excepto en

el TSCU, que fue significativamente inferior (P = 0.0001).

5.1.3.Injerto mieloide y plaquetar

En la Tabla 5.3 se muestra la mediana de tiempo hasta el injerto mieloide y plaquetar de
la serie global y de los distintos tipos de TPH. La incidencia acumulada de injerto mieloide a los
40 dias fue de 100% en la serie global (Figura 5.1), siendo la recuperacion de neutrdfilos
significativamente mas rapida en los TPH de hermano HLA-idéntico, en los que a los 20 dias se

habian producido el 100% de injertos (Figura 5.2).
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Tabla 5.3. Resultados globales y segun el tipo de trasplante del injerto mieloide y plaquetar.

Tiempo hasta Tiempo hasta injerto

Resultado injerto PMN, dias plaquetas, dias

Mediana (extremos) Mediana (extremos)
Serie global 15 (7-39) 20 (11-208)
Hermano idéntico 13 /7-20) <0,0001 16 (11-68) 0,0002
DNE 15 (11-39) 19 (13-158)
Haploidéntico 17 (13-31) 31 (13-208)
TSCU 16 (8-24) 38 (24-82)

PMN: polimorfonucleares; DNE: donante no emparentado; TSCU: trasplante de sangre de corddn
umbilical.
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Figura 5.1. Incidencia acumulada de injerto mieloide
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Figura 5.2. Incidencia acumulada de injerto mieloide segun el tipo de trasplante

MSD: hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de
sangre de cordén umbilical.
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La incidencia acumulada de injerto plaquetar a los 2 y 3 meses fue de 91% y
97%, respectivamente, en la serie global (Figura 5.3), siendo la recuperacién de
plaquetas significativamente mas rapida en los TPH de hermano HLA-idéntico, en los

que a los 80 dias la probabilidad de injerto fue del 98% (Figura 5.4).
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Figura 5.3. Incidencia acumulada de injerto plaquetar.
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Figura 5.4. Incidencia acumulada de injerto plaquetar segun el tipo de trasplante.

MSD: hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de
sangre de cordon umbilical.
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5.1.4.Recaida

Cuarenta y cinco pacientes de 119 (38%) recayeron en una mediana de tiempo
de 7,1 meses después del trasplante (1,2-50,9). La incidencia acumulada de recaida a
los 3 afios fue de 37% (IC 95%, 28-46) (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Incidencia acumulada de recaida en la serie global.

La incidencia acumulada de recaida a 3 anos fue 40% (IC 95%, 27-53) en el
trasplante de hermano HLA idéntico, 30% en el de DNE (IC 95%, 12-49), 44% en el
haploidéntico (IC 95%, 26-63) y 25% en el TSCU (IC 95%, 4-46) (P = 0,43) (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Incidencia acumulada de recaida segun el tipo de trasplante.MSD:
hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de sangre de

corddn umbilical.
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5.1.5.Mortalidad sin recaida y causas de muerte

Veintitrés pacientes (19%) murieron por causas no relacionadas con la recaida
en una mediana de tiempo de 6,7 meses después del trasplante (1,5-49,1). La
incidencia acumulada de mortalidad sin recaida al dia 100 y a los 3 afios del trasplante
fue de 4% (IC 95%, 0,6-8) y 18% (IC 95%, 11,5-25), respectivamente (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Incidencia acumulada de MSR.

La incidencia acumulada de MSR a 3 afios en el trasplante de hermano HLA idéntico fue
13% (IC 95%, 4,1-22), en el de DNE 22% (IC 95%, 5-39), en el haploidéntico 15% (IC 95%, 1-
28) y en el TSCU 38% (IC 95%, 14-61) (P = 0,28) ( Figura 5.8).
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Figura 5.8. Incidencia acumulada de MSR segun el tipo de trasplante.

MSD: hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de

sangre de cordon umbilical.
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Como se muestra en la Figura 5.9, de los 63 (53%) pacientes que murieron, la
mayoria lo hicieron tras una recaida (n = 40; 63%). El resto de pacientes (n = 23; 37%)
murieron por alguna de las siguientes causas: EICH (n = 10; 16%), infeccion (n = 6;
9%), segunda neoplasia (n = 4; 6%) y uno de cada por neumonitis intersticial, fallo
secundario de injerto y hemorragia cerebral. Las neoplasias secundarias fueron 2
SLPT-VEB y 2 neoplasias de pulmon.

Causas de muerte
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Figura 5.9. Causas de muerte en la serie global.

Considerando solo los 23 pacientes que murieron sin recaida, la causada por
EICH represento el 44% (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Causas de muerte sin recaida en la serie global.
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5.1.6.Supervivencia libre de enfermedad

Cincuenta pacientes (42%) permanecen vivos y libres de recaida en el ultimo
seguimiento. La mediana tiempo de seguimiento postrasplante fue de 50 meses (35,5-
73,5). La SLE a 3 afios fue de 44% (IC 95%, 35-53) (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Supervivencia libre de enfermedad en la serie global.

La SLE a 3 anos fue en el trasplante de hermano HLA idéntico 59% (IC 95%,
47-73), en el DNE 48% (IC 95%, 31-73), en el haploidéntico 52% (IC 95%, 36-75) y en
el TSCU 43% (IC 95%, 24-76) (P = 0,9) (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Supervivencia libre de enfermedad segun el tipo de trasplante

MSD: hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de
sangre de cordon umbilical.
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5.1.7.Supervivencia global

Cincuenta y seis (47%) pacientes permanecian vivos en el ultimo seguimiento.

La supervivencia de la serie global a los 3 anos fue de 48% (IC 95%: 39-57) (Figura

5.13).

1.0

0.8

0.6

0.4

Supervivencia global

0.2

0.0

En riesgo

T T T T —
0 12 24 36 48 60
Meses después del TPH
119 86 72 62 39 9

Figura 5.13. Supervivencia de la serie global.

La SG a 3 afios en el trasplante de hermano HLA idéntico 59% (IC 95%, 47
73), en el de DNE 48% (IC 95%, 31-73), en el haploidéntico 52% (IC 95%, 36-75) y en
el TSCU 43% (IC 95%, 24-76) (P = 0,9) (Figura 5.14).
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Figura 5.14. Supervivencia global segun el tipo de trasplante

MSD: hermano idéntico; MUD: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; TSCU: trasplante de

sangre de cordon umbilical.
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5.1.8.Supervivencia libre de EICH y recaida

Cuarenta y un pacientes (34%) permanecian vivos y libres de recaida y EICH
en el ultimo seguimiento. La supervivencia libre de enfermedad y recaida (SLER) a 3
afios fue de 39% (IC 95%, 31-48) (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Supervivencia libre de EICH y recaida en la serie global-

La SLER a 3 anos segun el tipo de donante, fue para el trasplante de hermano HLA
idéntico 40% (IC 95%, 28-55), para el DNE 48% (IC 95%, 31-73), para el haploidéntico 37% (IC
95%, 23-61) y para el TSCU 31% (IC 95%, 15-65) (P = 0.8) (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Supervivencia libre de EICH y recaida segun el tipo de trasplante.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
cordén umbilical.
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5.2. Analisis de la EICH aguda

5.2.1.Caracteristicas de los pacientes

En la Tabla 5.4 se muestran las caracteristicas basales de los pacientes que
desarrollaron EICH aguda de cualquier grado. No se observaron diferencias

significativas con los pacientes que no tuvieron EICH aguda.

Tabla 5.4. Caracteristicas de los pacientes segun el desarrollo de EICH aguda.

Variables EIC:-Ia No EICHa P
N (%) N (%)
Numero de pacientes 75 (65) 44 (35)
Grupos de edad 0,4
<20 5(7) 0
21-30 12 (16) 8 (18)
31-40 14 (19) 12 (27)
41-50 17 (23) 12 (27)
51-60 22 (29) 9 (21)
> 60 5(7) 3(7)
Sexo, n (%) 0,6
Hombre 44 (59) 29 (66)
Mujer 31 (41) 15 (34)
Diagnéstico 0,5
LMA/SMD 41 (55) 29 (66)
LLA 15 (20) 7 (16)
Otros 19 (25) 8 (18)
Fase de enfermedad al TPH 0,4
Precoz 31 (41) 23 (52)
Intermedio 20 (27) 12 (27)
Avanzado 24 (32) 9 (21)
Trasplante previo 0,1
No 56 (75) 37 (84)
Autologo 13 (17) 3(7)
Alogénico 6 (8) 4 (10)
HCT-CI 0,7
0 35 (47) 17 (39)
1-2 22 (29) 14 (32)
23 18 (24) 13 (30)
Estado serolégico a CMV 0,9
Positivo 54 (72) 33 (75)
Negativo 21 (28) 11 (25)

LMA/SMD: leucemia mieloide aguda/sindrome mielodisplasico; LLA: leucemia linfatica aguda; HCT-CI:
hematopoietic cell transplant comorbidity index; CMV: citomegalovirus. Los porcentajes pueden no
sumar 100 debido al redondeo.
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5.2.2.Caracteristicas de los trasplantes

En la Tabla 5.5 se muestran las caracteristicas de los trasplantes en los
pacientes que desarrollaron EICH aguda de cualquier grado. No se observaron
diferencias significativas con los pacientes que no tuvieron EICH aguda, excepto en la
proporcion de las fuentes de progenitores, habiendo una mayor proporcién de EICH

aguda en lo pacientes que recibieron un TSCU (n = 15; 94%) (P = 0,004).

Tabla 5.5. Caracteristicas de los trasplantes segun el desarrollo de EICH aguda.

. EICH
Variables No EICH P
I N (%) N (%)

Nudmero de pacientes 75 (65) 44 (35)
Incompatibilidad ABO 0,3

Mayor 12 (16) 3(7)

Menor 17 (23) 10 (23)

Ninguna 46 (61) 31 (71)
Emparejamiento de sexo 0,7
donante - receptor

Hombre — Hombre 29 (39) 22 (50)

Hombre — Mujer 17 (23) 8 (18)

Mujer — Hombre 15 (20) 7 (16)

Mujer — Mujer 14 (19) 7 (16)

Tipo de acondicionamiento 0,9

Basados en TBF 50 (67) 28 (64)

Basados en BUFLU 20 (27) 12 (27)

Otros 5(7) 4(9)

Esquema acondicionamiento 0,1

BUFLU - AMA 5(7) 11 (25)

BUFLUCY - AMA 34) 0

BUFLUCY - AIR 6 (8) 1(2)

TBF - AMA 38 (51) 20 (45)

TBF - AIR 12 (16) 8 (18)

Otros - AIR 11 (15) 2 (5)

Intensidad 0,7
acondicionamiento

AMA 44 (59) 28 (64)

AIR 31 (41) 16 (36)

Tipos de profilaxis EICH 1
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Basados en CSA 49 (65) 26 (64)
Basados en CY-PT 26 (35) 16 (36)
Esquemas basados en CSA
CSA 0 2 (5)
CSA + MTX 30 (39) 22 (52)
CSA + MFM 10 (13) 2 (5)
CSA + PDN 10 (13) 1(2)
Esquemas basados en CY-PT
CY-PT + CSA + MFM 15 (20) 3(7)
CY-PT + Sir + MFM 11 (14) 13 (31)
Fuente de progenitores 0,004
Médula 6sea 0 1(2)
Sangre periférica 60 (80) 42 (96)
Sangre cordén umbilical 15 (20) 1(2)
Células CD34*/kg x 108 0,8
Mediana 6,3 5,9
Extremos 0,1-15,6 0,3-13,8

TBF: tiopeta-busulfan-fludarabina; BUFLU: busulfan-fludarabina; BUFLUCY: busulfan-fludarabina-
ciclofosfamida; AMA: acondicionamiento mieloablativo; AIR: acondicionamiento de intensidad reducida;
CSA: ciclosporina A; CY-Pt. ciclofosfamida pos-trasplante; MTX: metotrexato; MFM: micofenolato mofetil;
Sir: sirélimus.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

5.2.3.Grado global y por érganos

En la Tabla 5.6 se muestra la distribucion de los episodios de EICH aguda por
grados y localizacion en los 75 pacientes que la desarrollaron. La mediana de tiempo
hasta el desarrollo de una EICH aguda de cualquier grado, grado II-IV y llI-IV fue de 28
dias (10-142), 28 dias (10-82), 17 dias (10-73), respectivamente.
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Tabla 5.6. Grado de la EICH aguda global y por 6rganos.

Localizacion G":a(% I G,:ag,/(:)" G:‘lat(ioz)lll G;?c(ioz)lv
Global 75(100) | 24(32) | 41 (55) 5 (7) 5 (7)
Cutanea 70(93) | 24(34) | 37(53) 5(7) 4 (6)

1 26(37) | 15(63) | 10(27) | 1(20) 0

2 26(37) | 9(37) | 13(35) | 2 (40) 2 (50)

3 17 (24) 0 14 (38) | 2 (40) 1(25)

4 1(1) 0 0 0 1(25)
Gastrointestinal 41 (55) 1(2) 30(73) | 5(12) 5(12)

1 31(76) | 1(100) | 30(100) 0 0

2 4 (10) 0 0 4 (80) 0

3 1(2) 0 0 1 (20) 0

4 5(12) 0 0 0 5 (100)
Hepatica 6 (8) 0 5(83) 1(17) 0

1 5 (83) 0 5 (100) 0 0

2 0 0 0 0 0

3 1(17) 0 0 1(100) 0

4 0 0 0 0 0

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

Como muestra la Tabla 5.6, el 6rgano mas frecuentemente involucrado fue la
piel (70 de 75; 93%), seguido de tracto gastrointestinal (41 de 75; 55%) y el higado (6
de 75; 8%) (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Distribucién y grado de afectacion de érganos en la EICH aguda.

152



Resultados

En la Figura 5.18 se muestran los 6rganos afectos en la EICH aguda, siendo la
afectacion cutanea aislada (n = 30; 40%) o combinada con la gastrointestinal (n = 34;
45%) las formas mas comunes. En cinco pacientes (7%) observamos una afectacién
gastrointestinal aislada, pero en ningin caso se observd una afectacién hepatica
aislada. El resto de combinaciones fueron cutanea y hepatica (n = 4; 5%) y cutanea,
hepatica y grastrointestinal (n = 2; 3%).

Cutdnea+Hepdtica+Gl;
Gl aislada; 5; 7% 2:3%

Cutdnea+Hepdtica; 4;
5%

Cutdnea aislada; 30;
40%

Cutdnea+Gl; 34; 45%

Figura 5.18. Organos involucrados en la EICH aguda.

Gl: gastrointestinal.
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5.2.4.Incidencia acumulada de EICH aguda

Una EICH aguda de cualquier grado, grado II-IV y grado IlI-IV se observé en 75, 51 y 10
pacientes respectivamente, siendo la incidencia acumulada a los 100 dias del 62% (IC 95%,

53-71) (Figura 5.19), 43% (IC 95%, 34-52) ( Figura 5.20) y 8% (IC 95%, 3-13) (Figura 5.20),
respectivamente.
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Figura 5.19. Incidencia acumulada de EICH aguda grado I-IV.
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Figura 5.20. Incidencia acumulada de EICH aguda grado II-1V.
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Figura 5.21. Incidencia acumulada de EICH aguda grado llI-IV.

5.2.5.Factores de riesgo

El tipo de TPH fue el unico factor de riesgo identificado en el analisis
univariable de la incidencia acumulada de EICH aguda grado I-IV y lI-1V, pero no en IlI-
IV. La incidencia acumulada a 100 dias de EICH aguda de cualquier grado segun el
tipo de TPH (DHI, DNE, haplo y SCU) fue respectivamente 51% (IC 95%, 37-64), 52%
(IC 95%, 32-73), 78% (IC 95%, 62-93) y 94% (IC 95%, 82-100) (P = 0,006) (Figura
5.22).
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Figura 5.22. Incidencia acumulada de EICH aguda grado -1V segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
cordén umbilical.
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La incidencia acumulada de EICH aguda grado II-IV fue 28% (IC 95%, 16-41)
en el DHI, 35% (IC 95%, 15-54) en el DNE, 56% (IC 95%, 37-74) en el haplo y 81% (IC
95%, 62-100) en el TSCU (P = 0,002) (Figura 5.23).
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Figura 5.23. Incidencia acumulada de EICH aguda grado II-IV segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
cordén umbilical.

La incidencia acumulada de EICH aguda grado IlI-IV fue respectivamente 6%
(IC 95%, 0-12), 4% (IC 95%, 0-13), 15% (IC 95%, 1-28) y 12% (IC 95%, 0-29) (P = 0,4)
(Figura 5.24).
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Figura 5.24. Incidencia acumulada de EICH aguda grado IlI-IV segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
corddén umbilical.
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5.2.6.Formas clinicas

Sesenta y cinco de los 75 pacientes con EICH aguda (87%) presentaron una
forma clasica y 8 tardias (11%), de las cuales 6 fueron recurrentes y 2 persistentes.

Dos pacientes presentaron una forma hiperaguda, ambos en el dia 11 postrasplante.

5.2.7.Tipo de lesiones cutaneas

Todos los pacientes con EICH aguda cutanea presentaron un exantema, con

afectaciéon de las palmas de las manos y plantas de los pies en 18 y 7 pacientes,

respectivamente. Tres de los 7 pacientes con exantema plantar no tenian exantema
palmar. Tan solo un paciente que desarrolld6 un EICH grado IV tuvo lesiones

ampollosas y despegamiento cutaneo.
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5.3. Analisis de la EICH croénica

5.3.1.Caracteristicas de los pacientes

En la Tabla 5.7 se muestran las caracteristicas basales de los pacientes vivos
después de 100 dias desde el trasplante segun el desarrollo de EICH créonica de

cualquier grado. No se observaron diferencias significativas.

Tabla 5.7. Caracteristicas de los pacientes segun el desarrollo de EICH crénica.

No EICHc

. EICHc
Variables N (%) N (%) P
Numero de pacientes > 100 dias vivos 34 78

Grupos de edad 0,6

<20 3(9) 2(3)
21-30 6 (18) 13 (17)
31-40 7 (21) 17 (22)
41-50 7 (21) 22 (28)
51-60 8 24) 2127)
> 60 3(9) 3 (4)

Sexo, n (%) 0,3
Hombre 24 (71) 45 (58)

Mujer 10 (29) 33 (42)

Diagnéstico 0,2
LMA/SMD 21 (62) 44 (56)

LLA 9 (27) 13 (17)
Otros 4 (12) 21 (27)

Fase de enfermedad al TPH 0,8
Precoz 14 (41) 38 (49)
Intermedio 10 (29) 21 (27)
Avanzado 10 (29) 19 (24)

Trasplante previo 0,09
No 32 (94) 56 (72)
Autologo 1(3) 13 (17)
Alogénico 1(3) 9(12)

HCT-CI 0,2
0 11 (32) 40 (51)

1-2 13 (38) 19 (24)
23 10 (29) 19 (24)

Estado serolégico a CMV 1
Positivo 25 (74) 56 (72)
Negativo 9 (26) 22 (28)

CMV: citomegalovirus; LMA/SMD: leucemia mieloide aguda/sindrome mielodisplasico; LLA: leucemia
linfatica aguda; HCT-CI: hematopoietic cell transplant comorbidity index. Los porcentajes pueden no
sumar 100 debido al redondeo.
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5.3.2.Caracteristicas de los trasplantes

En la Tabla 5.8 se muestran las caracteristicas de los trasplantes en los
pacientes vivos después de 100 dias desde el trasplante segun que desarrollasen una

EICH crénica de cualquier grado. No se observaron diferencias significativas.

Tabla 5.8. Caracteristicas de los trasplantes segun el desarrollo de EICH crénica.

No EICHc EICHc

Variables N (%) N (%)
Numero de pacientes > 100 dias vivos 34 78
Incompatibilidad ABO 0,2
Mayor 2 (6) 12 (15)
Menor 6 8(8) 19 (24)
Ninguna 26 (77) 47 (60)

Emparejamiento de sexo donante — 0,6

receptor
Hombre — Hombre 16 (47) 12 (41)
Hombre — Mujer 5 (15) 18 (23)
Mujer — Hombre 8 (24) 13 (17)
Mujer — Mujer 5 (15) 15 (19)

Tipo de acondicionamiento 0,2
Basados en TBF 19 (56) 53 (68)
Basados en BUFLU 10 (29) 21 (27)

Otros 5 (15) 4 (5)

Esquema acondicionamiento 0,05
BUFLU - AMA 5 (15) 10 (13)
BUFLUCY - AMA 1(3) 2 (3)
BUFLUCY - AIR 1(3) 6 (8)

TBF - AMA 17 (50) 36 (46)
TBF - AIR 2 (6) 17 (22)
Otros - AIR 8 (23) 709

Intensidad acondicionamiento 1

AMA 21 (62) 49 (63)
AIR 13 (38) 29 (37)

Tipos de profilaxis EICH
Basados en CSA 20 (59) 52 (67)
Basados en CY-PT 14 (41) 26 (33)
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Esquemas basados en CSA 0,1
CSA 2 (6) 0
CSA + MTX 12 (35) 35 (45)
CSA + MFM 5 (15) 7(9)
CSA + PDN 1(3) 10 (13)
Esquemas basados en CY-PT
CY-PT + CSA + MFM 7 (21) 11 (14)
CY-PT + Sir + MFM 7(21) 15 (19)
Fuente de progenitores 0,4
Médula 6sea 0 1(1)
Sangre periférica 31 (91) 64 (82)
Sangre cordon umbilical 3(9) 13 (17)
Células CD34%/kg x 108 0,2
Mediana 59 7
Extremos 0,1-15,6 2,2-12,5

TBF: tiopeta-busulfann-fluydarabina; BUFLU: busulfan-fludarabina; BUFLUCY: busulfan-fludarabina-
ciclofosfamida; AMA: acondicionamiento mieloablativo; AIR; acondicionamiento de intensidad reducida;
CSA: ciclosporina A; CY-Pt. ciclofosfamida pos-trasplante; MTX: metotrexate; MFM: micofenolato mofetilo;
PDN: prednisona; Sir: sirélimus.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

5.3.3.Grado global y por 6rganos

En la Tabla 5.9 se muestra la distribucion de los episodios de EICH croénica
leve, moderada y grave con la gradacién por d6rganos en los 78 pacientes que
desarrollaron una EICH crénica. La mediana de tiempo hasta el desarrollo de una
EICH crénica fue de 145 dias (1-362). Excluyendo los pacientes que habian recibido

un TPH alogénico previo, la mediana fue de 146 dias (44-362).
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Tabla 5.9. Grado de EICH croénica global y por 6rganos.

Localizacién y grado :l'cztz; Iﬁe(),f) Mc;‘;it(a‘;sda
Global 78 (100) 37 (47) 30 (39) 11 (14)
Estado clinico 48 (62) 20 (54) 19 (61) 9 (82)
1 24 (30) 12 (32) 10 (32) 2 (18)
2 16 (20) 6 (16) 7 (23) 3 (27)
3 8 (10) 2 (5) 2 (6) 4 (36)
Piel 34 (44) 12 (32) 16 (52) 6 (55)
1 25 (31) 11 (30) 12 (39) 2 (18)
2 5(6) 1(3) 4 (13) 0
3 4 (5) 0 0 4 (36)
Boca 60 (77) 26 (70) 25 (81) 9 (82)
1 48 (61) 25 (68) 18 (58) 5 (45)
2 8 (10) 1(3) 7 (23) 0
3 4 (5) 0 0 4 (36)
Ojos 16 (21) 4 (11) 9 (29) 3 (27)
1 15 (19) 4 (11) 9 (29) 2 (18)
2 0 0 0 0
3 1(1) 0 0 1(9)
Tracto gastrointestinal 32 (41) 11 (30) 15 (48) 6 (55)
1 27 (34) 11 (30) 12 (39) 4 (36)
2 34) 0 3 (10) 0
3 2(3) 0 0 2 (18)
Higado 29 (37) 7 (19) 20 (65) 2 (18)
1 10 (13) 7(19) 3 (10) 0
2 18 (23) 0 17 (55) 1(9)
3 1(1) 0 0 1(9)
Pulmones 7(9) 0 3 (10) 4 (36)
1 3(4) 0 3 (10) 0
2 1(1) 0 0 1(9)
3 3(4) 0 0 3(27)
Locomotor 3(4) 0 1(3) 2 (18)
1 3(4) 0 1(3) 2 (18)
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
Tracto genital 7 (9) 1(3) 4 (13) 2 (18)
1 6 (8) 1(3) 3(10) 2 (18)
2 1(1) 0 1(3) 0
3 0 0 0 0

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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Como muestra la Tabla 5.9, el sitio mas frecuentemente involucrado en la EICH
cronica fue la mucosa oral (60 de 78; 77%), seguido de la piel (34 de 78; 44%), tracto
gastrointestinal (32 de 78; 41%) y el higado (29 de 78; 37%) (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Distribucién y grado de afectacion de érganos en la EICH crénica.
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En la Figura 5.26 se muestran los 6rganos afectos en la EICH cronica, siendo
la afectacion oral aislada (n = 10; 13%) o combinada con otras localizaciones (n = 50;
63%) la forma mas comun. La afectacion cutanea, hepatica y gastrointestinal aisladas
fueron poco frecuentes (n = 2, n = 3 y n = 4, respectivamente). La afectaciéon pulmonar

y ocular aisladas fueron muy poco frecuentes (n = 1 cada una).

Oral aislada; 10

Oral
Oral+Cutanea; 27
Pulmonar aislada; 1_
Hepética aislada; 3_ \ Oral+Ocular; 11
Ocular aislada; 1 sm—
Gl aislada; 4 7 Oral+Hepatica; 20

Cutédnea aislada; 2.
Oral+Gl; 23

Oral+Genital; 7
Oral+Pulmén; 6
Oral+Locomotor; 3

y

Figura 5.26. Organos involucrados en la EICH crénica,

Gl: gastrointestinal.
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5.3.4.Incidencia acumulada de EICH crénica

Una EICH cronica de cualquier grado, moderada-grave y grave se observo en
79, 42 y 11 pacientes respectivamente, siendo la incidencia acumulada a los 12 meses
del 66% (IC 95%, 58-75) (Figura 5.27), 36% (IC 95%, 27-44) (Figura 5.28) y 10% (IC
95%, 5-16) (Figura 5.29), respectivamente.
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Figura 5.27. Incidencia acumulada de EICH crénica de cualquier grado.
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Figura 5.28. Incidencia acumulada de EICH cronica moderada-grave.
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Figura 5.29. Incidencia acumulada de EICH cronica grave.

5.3.5.Factores de riesgo

La realizacién de un TPH previo fue la unica variable significativa identificada
en el andlisis univariable de incidencia acumulada de EICH crénica de cualquier grado.
La incidencia acumulada a 12 meses de EICH crénica en los pacientes que no
recibieron un TPH previo fue 60% (IC 95%, 50-70), en los que recibieron un TPH
autologo 88% (IC 95%, 71-100) y un TPH alogénico 90% (IC 95%, 71-100) (P =
0,0002) (Figura 5.30).
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Figura 5.30. Incidencia acumulada de EICH crénica de cualquier grado segun tipo de TPH
previo.

Alo: trasplante alogénico; Auto: trasplante autdlogo; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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A diferencia de lo observado en la EICH aguda, el tipo de TPH no tuvo un
impacto significativo en la incidencia de EICH cronica. La incidencia acumulada a 12
meses de EICH crénica de cualquier grado segun el tipo de TPH (DHI, DNE, haplo y
SCU) fue respectivamente 72% (IC 95%, 70-84), 48% (IC 95%, 27-68), 63% (IC 95%,
45-81) y 75% (IC 95%, 54-96) (P = 0,2) (Figura 5.31).
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Figura 5.31. Incidencia acumulada de EICH crénica de cualquier grado segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
corddén umbilical.

La realizacién de un TPH previo fue la Unica variable significativa identificada
en el analisis univariable de incidencia acumulada de EICH crénica moderada-grave.
La incidencia acumulada a 12 meses de EICH crénica en los pacientes que no
recibieron un TPH previo fue 31% (IC 95%, 22-41), en los que recibieron un TPH
autélogo 40% (IC 95%, 15-65) y un TPH alogénico 70% (IC 95%, 42-98) (P = 0,01)
(Figura 5.32).
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Figura 5.32. Incidencia acumulada de EICH cronica moderada-grave segun tipo de TPH previo.

Alo: trasplante alogénico; Auto: trasplante autélogo; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.

El tipo de TPH tampoco tuvo un impacto significativo en la incidencia de EICH
crénica moderada-grave. La incidencia acumulada a 12 meses de EICH crénica de
cualquier grado segun el tipo de TPH (DHI, DNE, haplo y SCU) fue respectivamente
45% (IC 95%, 32-59), 18% (IC 95%, 2-35), 30% (IC 95%, 12-47) y 39% (IC 95%, 14-
63) (P = 0,1) (Figura 5.33).
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Figura 5.33. Incidencia acumulada de EICH cronica moderada-grave segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
corddn umbilical.
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El tipo de TPH fue el unico factor de riesgo identificado en el analisis univariable de la
incidencia acumulada de EICH cronica grave. La incidencia acumulada a 12 meses de EICH
cronica grave segun el tipo de TPH (DHI, DNE, haplo y SCU) fue respectivamente 12% (IC
95%, 3-21), 0%, 4% (IC 95%, 0-13) y 27% (IC 95%, 4-50) (P = 0,05) (Figura 5.34).
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En riesgo Meses después del TPH
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DNE 23 19 15 15 14
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Figura 5.34. Incidencia acumulada de EICH crénica grave segun tipo de TPH.

DHI: donante hermano idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: haploidéntico; SCU: sangre de
cordén umbilical.

5.3.6.Formas clinicas de inicio de la EICH crénica

Como muestra la Tabla 5.10, 24 de 78 pacientes con EICH cronica fueron de
novo (30%), es decir, no habian tenido EICH aguda previa, mientras que los 55 (70%)
restantes habian tenido previamente una EICH aguda. De estos ultimos, en la inmensa
mayoria (46; 84%) la EICH crénica sobrevino tras un periodo de EICH aguda
previamente resuelta (EICH crénica quiescente), mientras que en una proporcion
menor (9; 16%) la EICH crénica ocurrié tras una EICH aguda no resuelta (EICH
cronica progresiva). De los 44 pacientes que no tuvieron EICH aguda, 24 (55%)

desarrollaron una EICH cronica, que por definicion es de novo.
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Tabla 5.10. Relacién entre EICH aguda y crénica segun sus grados y formas de presentacion.

NO,EI.CH E,I C.H De novo | Quiescente @ Progresiva
crénica  cronica
No EICH aguda (n = 44) 20 (45) 24 (55) 24 (55) NA NA
EICH aguda (n = 75) 20 (27) 55 (73) NA 46 (84) 9 (16)
Grado | (n = 24) 8 (33) 16 (67) NA 14 2
Grado Il (n =41) 5(12) 36 (88) NA 31 5
Grado lll (n =5) 4 (80) 1 (20) NA 0 1
Grado IV (n = 5) 3 (60) 2 (40) NA 1 1

De novo: no precedida de EICH aguda; Quiescente: precedida de EICH aguda resuelta; Progresiva:

transicion de una EICH aguda; NA: no aplicable.

5.3.7.Tipo de lesiones cutaneas y orales

Como se muestra en la Tabla 5.11, las lesiones en piel y mucosas mas
frecuentemente observadas en los 78 pacientes con EICH crénica fueron las lesiones

liquenoides orales (n = 54; 68%), seguido del exantema cutaneo (n = 23; 29%) y las

Ulceras orales (n = 10; 13%).

Tabla 5.11. Tipo de lesiones cutaneas y en mucosa oral.

Cutanea 34 (42) 25 (31) 5 (6) 4 (5)
Exantema 23 10 9 4
Liquen plano 2 0 2 0
Hipopigmentacion 2 1 0 1
Hiperpigmentacion 1 0 0 1
Papulo-escamoso 3 2 0 1
Poiquilodermia 4 1 2 1
Queratosis pilaris 3 1 2 0
Descamacion 3 0 2 1
Eritema 2 0 1 1
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Eritrodermia 0 0 0 0
Prurito 3 0 2 1
Ungueal 4 2 1 1
Oral 60 (75) 48 (60) 8 (10) 4 (5)
Eritema 4 0 1 3
Liquenoide 54 24 22 8
Ulceras 10 1 6 3
Hiperqueratosis 3 ) 0 0
Xerostomia 3 1 2 0
Atrofia 2 0 2 0
Urente 2 0 2 0
Limitacion de apertura 1 0 0 1
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5.4. Impacto de la EICH aguda y crénica en los resultados del TPH

La incidencia de EICH cronica, fue significativamente mayor en los pacientes
que desarrollaron previamente EICH aguda grado II-IV (P = 0,04) y en el limite de la
significacion la EICH aguda de cualquier grado (P = 0,05), pero no alcanzé

significacion estadistica en la EICH aguda grado llI-1V (Tabla 5.12).

Tabla 5.12. Impacto de la EICH aguda en la EICH croénica.

Resultado HR 95%IC

EICH aguda 1,6 1,0-2,6 0,05
EICH aguda II-IV 1,6 1,0-2,5 0,04
EICH aguda llI-IV 0,5 0,2-1,6 0,2

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza.

El desarrollo de una EICH aguda de cualquier grado mostré un impacto
estadisticamente significativo en la MSR. La incidencia acumulada de MSR a los 12
meses en los pacientes que no desarrollaron EICH aguda fue 4,5% (IC 95%, 0,8-14),
mientras que en los grados |, Il y llI-IV fue 13% (IC 95%, 3-19), 12% (IC 95%, 4,4-24)
y 50% (IC 95%, 15-78), respectivamente (P = 0,009) (Figura 5.35).
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Figura 5.35. Incidencia acumulada de MSR segun el grado de EICH aguda.
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El desarrollo de una EICH crénica de cualquier grado no mostré un impacto
estadisticamente significativo en la MSR. La incidencia acumulada de MSR a los 24
meses en los pacientes que no desarrollaron EICH crénica fue 25% (IC 95%, 13-39),
mientras que en las formas leves, moderadas y graves fue 14% (IC 95%, 4,8-27),
6.5% (IC 95%, 1,1-19) y 36% (IC 95%, 9,9-64), respectivamente (P = 0,08) (Figura 5.36).
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Figura 5.36. Incidencia acumulada de MSR segun el grado de EICH crénica.

El desarrollo de una EICH aguda de cualquier grado no mostré un impacto
estadisticamente significativo en la recaida. La incidencia acumulada de recaida a los
12 meses en los pacientes que no desarrollaron EICH aguda fue 36% (IC 95%, 22-50),
mientras que en los grados |, Il 'y [lI-IV fue 29% (IC 95%, 13-48), 12% (IC 95%, 4,4-24)
y 40% (IC 95%, 9-71), respectivamente (P = 0,06) (Figura 5.37).
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Figura 5.37. Incidencia acumulada de recaida segun el grado de EICH aguda.

El desarrollo de una EICH crénica de cualquier grado mostré un impacto

estadisticamente significativo en la recaida. La incidencia acumulada de recaida a los

24 meses en los pacientes que no desarrollaron EICH croénica fue 52% (IC 95%, 36-

67), mientras que en las formas leves, moderadas y graves fue 30% (IC 95%, 16-45),
26% (IC 95%, 12-42) y 9,1% (IC 95%, 0,4-35), respectivamente (P = 0,009) (Figura

5.38).
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Figura 5.38. Incidencia acumulada de recaida segun el grado de EICH croénica.
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El desarrollo de una EICH aguda de cualquier grado no mostré un impacto
estadisticamente significativo en la SG. La SG a los 12 meses en los pacientes que no
desarrollaron EICH aguda fue 36% (IC 95%, 22-50), mientras que en los grados |, Il y
-1V fue 29% (IC 95%, 13-48), 12% (IC 95%, 4,4-24) y 40% (IC 95%, 9-71),
respectivamente (P = 0,06) (Figura 5.39).
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Figura 5.39. SG segun el grado de EICH aguda.

El desarrollo de una EICH créonica de cualquier grado mostré6 un impacto
estadisticamente significativo en la recaida. La incidencia acumulada de recaida a los 24
meses en los pacientes que no desarrollaron EICH crénica fue 52% (IC 95%, 36-67), mientras
que en las formas leves, moderadas y graves fue 30% (IC 95%, 16-45), 26% (IC 95%, 12-42) y
9,1% (IC 95%, 0,4-35), respectivamente (P = 0,009) (Figura 5.40).
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Figura 5.40. SG segun el grado de EICH crénica.
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5.5. Caracteristicas histopatoldogicas de las biopsias de piel en la EICH aguda,

cronica y toxicodermias

5.5.1.En la epidermis

En la Tabla 5.13 se muestran los rasgos histopatolégicos observados en la
epidermis de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH crénica o
toxicodermias. En la comparacion de mayor interés clinico, en la EICH aguda
encontramos una incidencia mayor de atrofia, queratinocitos atipicos, y engrosamiento
de la lamina basal (P = 0,02, P = 0,03 y P = 0,009, respectivamente), asi como menor
incidencia de exocitosis de eosindfilos (P = 0,02) comparado con las toxicodermias.

Tabla 5.13. Rasgos histolégicos en la epidermis de pacientes con EICH aguda, crénica y

toxicodermias.

EICHa EICHa EICHc

EICHa EICHc TD
Hallazgo histolégico VS. VS. VS.
N=56(%) | N=15 (%) N =20 (%)
EICHc TD TD
Grosor 0,001 0,02
Normal 20 (36) 5(39) 8 (40)
Atréfico 32 (57) 2 (15) 6 (30)
Acantosis 4 (7) 6 (46) 6 (30)
Hiperqueratosis
Si 45 (80) 11 (73) 15 (75)
No 11 (20) 4 (27) 5 (25)
Paraqueratosis
No 48 (86) 9 (69) 18 (90)
Focal 8 (14) 4 (31) 1(5)
Extenso 0 0 1(5)
Vacuolizacién basal 0,004
No 4 (7) 1(8) 3 (15)
Focal 36 (64) 3 (23) 10 (50)
Extenso 13 (23) 4 (31) 3 (15)
Hendidura subepidérmica 3(5) 5 (39) 4 (20)
Queratinocitos apoptéticos 0,07 0,002
Ninguno 22 (40) 2 (15) 13 (65)
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1/10x 18 (33) 4 (31) 6 (30)
> 1/10x 15 (27) 7 (54) 1(5)
Localizacién apoptosis
Basal 16 (47) 4 (36) 3 (43)
Media 9 (27) 2 (18) 3 (43)
Alta 9 (27) 5 (46) 1(14)
Espongiosis
No 18 (32) 5 (39) 7 (35)
Focal 31 (55) 8 (62) 8 (40)
Moderado 5(9) 0 4 (20)
Abundante 2 (4) 0 1(5)
Queratinocitos atipicos 0,03
Si 37 (66) 8 (53) 7 (35)
No 19 (34) 7 (47) 13 (65)
Exocitosis linfocitos 0,02 0,01
No 18 (32) 0 6 (30)
Escaso 29 (52) 7 (54) 12 (60)
Moderado 8 (14) 6 (46) 2 (10)
Abundante 1(2) 0 0
Exocitosis plasmaticas
No 56 (100) 13 (100) 19 (95)
Escaso 0 0 1(5)
Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis eosinéfilos 0,02
No 56 (100) 13 (100) 17 (85)
Escaso 0 0 1(5)
Moderado 0 0 2 (10)
Abundante 0 0 0
Exocitosis neutréfilos 0,07
No 49 (88) 9 (69) 19 (95)
Escaso 4 (7) 4 (31) 1(5)
Moderado 2 (4) 0 0
Abundante 1(2) 0 0
Exocitosis mastocitos
No 55 (100) 13 (100) 19 (100)
Escaso 0 0 0
Moderado/Abundante 0 0 0
Engrosamiento lamina basal 0,009
Si 32 (57) 6 (40) 4 (20)
No 24 (43) 9 (60) 16 (80)

TD: toxicodermias.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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5.5.2.En la dermis papilar

En la Tabla 5.14 se muestran los rasgos histopatoldgicos observados en la

dermis papilar de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH crénica

o toxicodermias. De mayor interés clinico, en la EICH aguda encontramos una

incidencia menor de melanéfagos, exocitosis de linfocitos, células plasmaticas y

eosinodfilos (P = 0,02, P = 0,005, P = 0,05 y P <0,001, respectivamente), asi como

menor infiltracion perivascular y en banda (P = 0,006 y P = 0,03, respectivamente)

comparado con las toxicodermias.

Tabla 5.14. Rasgos histolégicos en la dermis papilar de pacientes con EICH aguda, crénica y

Hallazgo histolégico

EICHa
N = 56 (%)

toxicodermias.

EICHa

VS.

Elastosis solar
Si 43 (77) 8 (53) 15 (75)
No 13 (23) 7 (47) 5 (25)
Esclerosis colagena 0,04
No 2 (4) 1(8) 4 (20)
Escaso 32 (57) 2 (15) 10 (50)
Moderado 18 (32) 7 (54) 5 (25)
Abundante 4(7) 3 (23) 1(5)
Melanéfagos 0,02 0,01
No 41 (73) 13 (87) 8 (40)
Si 15 (27) 2 (13) 12 (60)
Inflamacién 0,001 0,1
No 2(4) 0 1(5)
Localizada 44 (83) 5(39) 12 (60)
Generalizada 7 (13) 8 (62) 7 (35)
Exocitosis linfocitos 0,05 0,005
No 3(5) 0 0
Escaso 40 (71) 5(39) 7 (35)
Moderado 11 (20) 6 (46) 9 (45)
Abundante 2(4) 2 (15) 4 (20)
Exocitosis plasmaticas 0,05
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No 51 (91) 11 (85) 15 (75)
Escaso 5(9) 2 (15) 3 (15)
Moderado 0 0 2 (10)
Abundante 0 0 0
Exocitosis eosinodfilos <0,001
No 50 (89) 8 (62) 8 (40)
Escaso 4 (7) 5 (39) 9 (45)
Moderado 2 (4) 0 3 (15)
Abundante 0 0 0
Exocitosis neutréfilos
No 41 (73) 9 (70) 14 (70)
Escaso 11 (20) 4(31) 3 (15)
Moderado 2(4) 0 2 (10)
Abundante 2 (4) 0 1(5)
Exocitosis mastocitos
No 48 (86) 12 (92) 17 (85)
Escaso 8 (14) 1(8) 2 (10)
Moderado 0 0 1(5)
Abundante 0 0 0
Infiltrado perivascular 0,006 0,08
No 12 (21) 3 (23) 0
Escaso 29 (53) 6 (46) 7 (35)
Moderado 13 (23) 3 (23) 9 (45)
Abundante 2 (4) 1(8) 4 (20)
Infiltrado perianexial 0,07
No 51 (91) 9 (69) 19 (95)
Escaso 4 (7) 2 (15) 0
Moderado 1(2) 1(8) 1(5)
Abundante 0 1(8) 0
Infiltrado intersticial
No 25 (45) 7 (54) 11 (55)
Escaso 25 (45) 4 (31) 4 (20)
Moderado 1(8) 4 (20)
Abundante 1(8) 1(5)
Infiltrado en banda <0,001 0,03 0,1
No 54 (98) 7 (54) 17 (85)
Escaso 0 2 (15) 2 (10)
Moderado 0 3 (23) 0
Abundante 0 1(8) 1(5)

TD: toxicodermias.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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5.5.3.En la dermis reticular

En la Tabla 5.15 se muestran los rasgos histopatolégicos observados en la
dermis reticular de los pacientes con afectacion cutdanea por EICH aguda, EICH
cronica o toxicodermias. De mayor interés clinico, en la EICH aguda encontramos una
ausencia mayor de inflamacidon, exocitosis de linfocitos, exocitosis de células
plasmaticas, exocitosis de eosindfilos e infiltracion perivascular comparado con las
toxicodermias (P = 0,03, P = 0,03, P = 0,04, P = 0,004 y P = 0,004, respectivamente).

Tabla 5.15. Rasgos histoldgicos en la dermis reticular de pacientes con EICH aguda, crénica y

toxicodermias.

EICHa EICHa EICHc
EICHa EICHc
Hallazgo histolégico VS. VS.
N=56(%) N=15 (%) N =20 (%)
EICHc TD TD
Esclerosis colagena profunda 0,01
No 8 (15) 0 8 (42)
Escaso 22 (40) 5(39) 8 (42)
Moderado 20 (36) 7 (54) 3 (16)
Abundante 5(9) 1(8) 0
Aumento del espesor 0,08 0,1
Si 11 (20) 3 (20) 0
No 45 (80) 12 (80) 20 (100)
Inflamacién 0,03
No 21 (43) 4 (31) 3(15)
Localizada 28 (57) 8 (62) 16 (80)
Generalizada 0 1(8) 1(5)
Exocitosis linfocitos 0,03
No 23 (43) 4 (31) 5 (25)
Escaso 31 (57) 8 (62) 12 (60)
Moderado 0 1(7) 2 (10)
Abundante 0 0 1(5)
Exocitosis plasmaticas 0,04
No 52 (96) 13 (100) 16 (80)
Escaso 2 (4) 0 3 (15)
Moderado 0 0 0
Abundante 0 0 1(5)
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Exocitosis eosinofilos 0,004
No 53 (98) 13 (100) 16 (80)
Escaso 0 0 4 (20)
Moderado 1(2) 0 0
Abundante 0 0 0

Exocitosis neutréfilos
No 50 (93) 12 (92) 17 (90)
Escaso 4 (7) 1(8) 2 (11)
Moderado/Abundante 0 0 0

Exocitosis mastocitos
No 45 (83) 10 (77 16 (80)
Escaso 9(17) 3 (23) 4 (20)
Moderado/Abundante 0 0 0

Infiltrado perivascular 0,004
No 41 (76) 9 (69) 8 (40)
Escaso 13 (24) 3 (23) 9 (45)
Moderado 0 1(8) 2 (10)
Abundante 0 0 1(5)

Infiltrado perianexial
No 52 (96) 12 (92) 18 (90)
Escaso 2 (4) 1(8) 1(5)
Moderado 0 0 1(5)
Abundante 0 0 0

Infiltrado intersticial
No 31 (59) 8 (62) 14 (70)
Escaso 22 (42) 5(39) 6 (30)
Moderado/Abundante 0 0 0

TD: toxicodermias.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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5.5.4.En el tejido celular subcutaneo

En la Tabla 5.16 se muestran los rasgos histopatolégicos observados en el
tejido celular subcutaneo de los pacientes con afectacién cutanea por EICH aguda,
EICH cronica o toxicodermias. No se encontraron diferencias significativas en ninguna

de las comparaciones.

Tabla 5.16. Rasgos histoldgicos en tejido subcutaneo de pacientes con EICH aguda, crénica y

toxicodermias.

EICHa | EICHa EICHc
EICHa EICHc TD

Hallazgo histolégico VS. VS. VS.

N=56(%) N=15 (%) N=20 (%)
EICHc TD D

Tejido subcutaneo valorable

Si 35 (63) 9 (60) 16 (80)
Inflamacién

No 21 (62) 5 (56) 7 (47)

Localizada 13 (38) 4 (44) 8 (53)

Generalizada 0 0 0

Exocitosis linfocitos

No 17 (47) 4 (44) 6 (36)

Escaso 19 (53) 5 (56) 10 (63)

Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis plasmaticas

No 36 (100) 9 (100) 16 (100)

Escaso/Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis eosinéfilos

No 36 (100) 8 (89) 15 (94)

Escaso 0 1(11) 1(6)

Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis neutréfilos

No 33 (92) 8 (89) 13 (81)

Escaso 2 (6) 0 3 (19)

Moderado 0 1(11) 0

Abundante 1(3) 0 0
Exocitosis mastocitos

No 34 (94) 9 (100) 14 (88)

Escaso 2 (6) 0 2 (13)
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Moderado/Abundante 0 0 0
Infiltrado septal

No 32 (89) 9 (100) 15 (94)

Escaso 4 (11) 0 1(6)

Moderado/Abundante 0 0 0
Infiltrado lobulillar

No 19 (53) 4 (44) 6 (38)

Escaso 16 (44) 5 (56) 9 ( 56)

Moderado 0 0 1(6)

Abundante 1(3) 0 0
Infiltrado mixto

No 36 (100) 9 (100) 16 (100)

Escaso/Moderado/Abundante 0 0 0

TD: toxicodermias.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

5.5.5.En el epitelio folicular

En la Tabla 5.17 se muestran los rasgos histopatologicos observados en el
epitelio folicular de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH
cronica o toxicodermias. No se observaron diferencias significativas en ninguna de las
comparaciones, salvo un menor nimero de biopsias con epitelio folicular valorable en
la EICH aguda y la EICH crénica comparado con las toxicodermias (P = 0,03y P =

0,02, respectivamente).

Tabla 5.17. Rasgos histoldgicos en epitelio folicular de pacientes con EICH aguda, croénica y

toxicodermias.

d O DI10( O

Epitelio folicular valorable 0,03 0,02
Si 34 (61) 7 (47) 18 (90)
Vacuolizacion basal 0,07
No 6 (17) 1(14) 4 (22)
Focal 22 (61) 2 (29) 10 (56)
Extenso 5(14) 4 (57) 3(17)
Hendidura subepidérmica 3(8) 0 1 (6)
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Queratinocitos apoptoéticos

No 28 (78) 5(71) 17 (94)
Escaso 6 (17) 1(14) 1(6)
Disperso 2(6) 1(14) 0
Abundante 0 0 0
Exocitosis linfocitos
No 12 (33) 1(14) 7 (39)
Escaso 17 (47) 4 (57) 9 (50)
Moderado 6 (17) 2 (28) 2 (11)
Abundante 1(3) 0 0
Exocitosis plasmaticas
No 36 (100) 7 (100) 18 (100)
Escaso/Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis eosinéfilos
No 36 (100) 7 (100) 17 (94)
Escaso 0 0 1
Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis neutréfilos
No 34 (94) 6 (86) 17 (94)
Escaso 0 0 0
Moderado 2 (6) 1(14) 1 (6)
Abundante 0 0 0
Exocitosis mastocitos
No 35 (97) 7 (100) 18 (100)
Escaso 1(3) 0 0
Moderado/Abundante 0 0 0

TD: toxicodermias.

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo-

5.5.6.En el epitelio ecrino

En la Tabla 5.18 se muestran los rasgos histopatologicos observados en el

epitelio ecrino de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH croénica

o toxicodermias. No se observaron diferencias significativas en la comparacién de

EICH aguda con toxicodermias. La unica diferencia significativa fue una mayor

ausencia de exocitosis de linfocitos en la EICH aguda comparado con la EICH crénica

(P = 0,02).
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Tabla 5.18. Rasgos histolégicos en epitelio ecrino de pacientes con EICH aguda, crénica y

toxicodermias.

EICHa EICHa EICHc
Hallazgo histolégico =iCHa =iCHe 10 . VS. VS.
N=56(%) N=15 (%) N=20 (%)
EICHc D TD
Incluido en la muestra 0,06 0,1
Si 56 (100) 13 (87) 18 (80)
No 0 2 (13) 2 (10)
Vacuolizacion basal
No 19 (34) 4 (31) 7 (37)
Focal 32 (57) 8 (62) 11 (58)
Extenso 3 (5) 0 1(5)
Hendidura subepidérmica 2 (4) 1(8) 0
Queratinocitos apoptéticos
No 55 (98) 13 (100) 19 (100)
Escaso 1(2) 0 0
Disperso/Abundante 0 0 0
Exocitosis linfocitos 0,02 0,1
No 38 (68) 6 (46) 16 (84)
Escaso 18 (32) 5(39) 3(16)
Moderado 0 1(8) 0
Abundante 0 1(8) 0
Exocitosis plasmaticas
No 56 (100) 13 (100) 19 (100)
Escaso/Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis eosinéfilos
No 55 (98) 13 (100) 19 (100)
Escaso 1(2) 0 0
Moderado/Abundante 0 0 0
Exocitosis neutréfilos
No 55 (98) 12 (92) 19 (100)
Escaso 0 0 0
Moderado 1(2) 0 0
Abundante 0 1(8) 0
Exocitosis mastocitos
No 56 (100) 13 (100) 18 (95)
Escaso 0 0 1(5)
Moderado/Abundante 0 0 0

TD: toxicodermias. Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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5.5.7.Infiltrado inflamatorio

En la Tabla 5.19 se muestran los rasgos de la infiltracién linfocitaria en la piel
de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH croénica o
toxicodermias. Se encontraron diferencias significativas en la comparacion de los
porcentajes de infiltracion linfocitaria en la EICH comparado con las toxicodermias.
Mientras que en las toxicodermias se encontré mayor proporcion de linfocitos CD4*
comparado con la EICH aguda (P < 0,009) y la crénica (P < 0,001), en la EICH cronica
se encontré mayor proporcion de linfocitos CD8* que en la EICH aguda (P = 0,04) y las
toxicodermias (P < 0,001).

Tabla 5.19. Caracteristicas del infiltrado inflamatorio en la piel de EICH aguda, crénica y

toxicodermias.

) )
Linfocitos T CD3, %
Mediana 100 100 100
Extremos 20-100 100-100 100-100
Linfocitos T CD4, % 0,009 <0,001
Mediana 20 25 63
Extremos 0-90 0-60 20-90
Linfocitos T CD8, % 0,04 <0,001
Mediana 50 75 38
Extremos 0-100 40-100 10-80
Células Tregs FoxP3, %
Mediana 5 10 8
Extremos 0-50 0-40 0-35
Granzima B, %
Mediana 10 15 2
Extremos 0-90 0-40 0-30
TIA-1, % 0,08
Mediana 20 85 10
Extremos 0-100 30-65 1-50

TD: toxicodermias; Tregs: células T reguladoras, TIA-1: T-cell intracelular antigen 1, ICAM-1: Intercellular adhesion
molecule 1.
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5.5.8.Grado histoloégico en la EICH cutanea aguda y crénica segln su

gravedad

El grado histolégico asignado a 62 y 52 biopsias realizadas en pacientes con
EICH aguda y crénica, respectivamente, se muestra en la Tabla 5.20. La gran mayoria
fueron grados 1y 2 en los pacientes con EICH aguda (40% y 48%, respectivamente) y
con EICH cronica (35% y 50%, respectivamente). El grado maximo observado en
nuestra serie fue un grado 3 en 11% y 15% de los pacientes con EICH aguda y
cronica, respectivamente. No observamos ningun caso con un grado 4. No se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de los grados histoldgicos entre

la EICH aguda y la crénica.

Tabla 5.20. Grados histolégicos en la EICH cutanea aguda y croénica.

EICHa EICHc
Grado histolégico
N =62 (%) N =52 (%)
Grado 1 25 (40) 18 (35)
Grado 2 30 (48) 26 (50)
Grado 3 7(11) 8 (15)
Grado 4 0 0

Grado 1: Degeneracion vacuolar basal; Grado 2: Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos eosindfilos;
Grado 3: Grado 2 + separacion dermoepidérmica; Grado 4: Despegamiento extenso.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La distribucion de los grados histolégicos se mantuvo muy similar cuando se
analizan por separado los grados de EICH aguda segun la clasificacion de Glucksberg
(Tabla 5.21).
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Tabla 5.21. Grados histolégicos segun la gravedad de la EICH aguda (Glucksberg).

Grado | Grado Il Grado lll Grado IV
Grado histolégico
N=19(%) N=35(%) N=4(%) N =4 (%)
Grado 1 6 (32) 15 (43) 2 (50) 2 (50) 1
Grado 2 10 (53) 16 (46) 2 (50) 2 (50)
Grado 3 3 (16) 4 (11) 0 0

Grado 1: Degeneracion vacuolar basal; Grado 2: Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos eosindfilos;
Grado 3: Grado 2 + separacion dermoepidérmica; Grado 4: Despegamiento extenso.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La distribucion de los grados histoldgicos cuando se analizan por separado los
grados clinicos de EICH cutanea aguda se muestran en la Tabla 5.22. En los casos de
EICH cutanea aguda leve (grados 1 y 2) se encontré un porcentaje importante de
biopsias con grado histolégicos 3 (48% y 35% respectivamente). En la gravedad
cutanea 3, el 52% de las biopsias tenia un grado 1 histolégico. En cambio, en los
casos cutaneos graves (grado 4) todas las biopsias tenian al menos un grado 2
histolégico. Ninguna de las biopsias de los casos graves (grado 4) presentd
despegamiento epidérmico extenso por lo que no hubo ninguna biopsia clasificada

como grado 4 histolégico. Las diferencias observadas no fueron significativas.

Tabla 5.22. Grados histolégicos segun la gravedad cutanea maxima de la EICH cutanea aguda.

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Grado histolégico
N=25(%) N=20(%) | N=23 (%) N=11(%)
Grado 1 4 (16) 9 (45) 12 (52) 0 0,1
Grado 2 9 (36) 4 (20) 4 (17) 4 (36)
Grado 3 12 (48) 7 (35) 7 (30) 7 (64)

Grado 1: Degeneracion vacuolar basal; Grado 2: Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos eosindfilos;
Grado 3: Grado 2 + separacion dermoepidérmica; Grado 4: Despegamiento extenso.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La distribucion de los grados histologicos cuando se analizan por separado los

grados clinicos de EICH cronica se muestran en la Tabla 5.23. Las diferencias

observadas no fueron significativas.
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Tabla 5.23. Grados histolégicos segun la gravedad de la EICH croénica.

Leve Moderada Grave
Grado histolégico
N =22 (%) N =23 (%) N =7 (%)
Grado 1 8 (36) 7 (30) 3 (43) 0,6
Grado 2 12 (55) 12 (52) 2 (29)
Grado 3 2(9) 4 (17) 2 (29)

Grado 1: Degeneracion vacuolar basal; Grado 2: Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos
eosindfilos; Grado 3: Grado 2 + separacion dermoepidérmica; Grado 4: Despegamiento extenso.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

En la Tabla 5.24 se muestra la distribucién de los grados histologicos segun los
grados clinicos de EICH cutanea cronica. En la afectacion cutanea leve (grado 1), la
mayoria de biopsias tuvieron un grado histolégico 2 (56%). En la afectacion cutanea
moderada (grado 2) las biopsias se distribuyeron en partes iguales en los 3 grados
histolégicos. Por ultimo, en la afectacion cutanea grave (grado 3) los grados
histolégicos 1, 2 y 3 fueron del 40%, 20% y 40% respectivamente. Las diferencias

observadas no alcanzaron significacién estadistica.

Tabla 5.24. Grados histologicos segun la gravedad cutdnea maxima de la EICH cronica.

Grado 1 Grado 2 Grado 3
Grado histolégico
N =18 (%) N =6 (%) N =5 (%)
Grado 1 4 (22) 2 (33) 2 (40) 0,09
Grado 2 10 (56) 2 (33) 1 (20)
Grado 3 4 (22) 2 (33) 2 (40)

Grado 1: Degeneracion vacuolar basal; Grado 2: Grado 1 + necrosis epidérmica / cuerpos eosindfilos;
Grado 3: Grado 2 + separacion dermoepidérmica; Grado 4: Despegamiento extenso.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

5.5.9.Patron histoldgico en la EICH aguday cronica.

Excepto 4 pacientes con un patrén histolégico inespecifico, el resto mostré un
patron de interfase vacuolar, tanto en la EICH cutdnea aguda como en la crénica (95%

y 92%, respectivamente).
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5.5.10.Patron de expresion de la elafina cutdnea en la EICH aguda y

crénica comparado con las toxicodermias.

En la Tabla 5.25 se muestran las caracteristicas de expresion de la elafina
tisular en las biopsias cutaneas en la EICH aguda y crénica, asi como en las
toxicodermias. En la EICH aguda encontramos que el patron mas frecuente en la
epidermis fue extension total (93%), homogéneo (93%) e intensidad baja (59%). En la
EICH crénica la expresion de elafina fue mas variable, siendo la extension total en la
epidermis en la mitad de los casos, 60% de forma parcheada y con intensidad alta en
el 21%. En las toxicodermias, el 88% mostrd una extension total en la epidermis, con

patrén homogéneo en todos los casos, y una intensidad débil en el 55%.

Se encontraron diferencias significativas en la extensién, intensidad y patrén de
la expresion de elafina en la epidermis de la EICH aguda comparado con la EICH
cronica. No se observd ninguna diferencia entre la EICH aguda y las toxicodermias,
pero en todos los casos de toxicodermias se observé un patron homogéneo, aunque
su intensidad fue alta solo en un tercio de los casos. Este patron homogéneo solo se
vio en el 40% de las biopsias de pacientes con EICH crénica siendo esta diferencia
significativa (P <0.001).

La expresién de elafina en la capa granulosa, fue ain mas variable que en la
epidermis, tanto en el patron como en la intensidad, y no se encontré ninguna

diferencia significativa entre los tres grupos.
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Tabla 5.25. Patrones de expresién de la elafina en las biopsias.

Total EICHa EICHc D
N=56(%) N=15(%) N =20 (%)

Expresion elafina

Epidermis

Extension 70 0,004 0,6 0,07
Parcial 10 (14) 3(7) 5 (50) 2(12)
Total 60 (86) 40 (93) 5 (50) 15 (88)

Intensidad 90 0,028 0,6 0,06
- 20 (22) 13 (23) 4 (29) 3 (15)
+ 47 (52) 33 (59) 3 (21) 11 (55)
++ 19 (21) 9 (16) 4 (29) 6 (30)
+++ 4 (4) 1(2) 3 (21) 0

Patréon 70 <0,001 0,8 <0,001
Homogéneo 61 (87) 40 (93) 4 (40) 17 (100)
Parcheado 9 (13) 3(7) 6 (60) 0

Granulosa

Intensidad 0,2 0,08 0,1
- 6 (7) 4 (7) 2 (14) 0
+ 11 (12) 10 (18) 1(7) 0
++ 35 (39) 23 (41) 3(21) 9 (45)
+++ 38 (42) 19 (34) 8 (57) 11 (55)

Patron 83 0,7 0,6 >0,9
Homogéneo 46 (55) 27 (53) 7 (58) 12 (60)
Parcheado 37 (45) 24 (47) 5 (42) 8 (40)

TD: toxicodermias.
Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

La expresion de elafina en las biopsias fue categorizada en alta y baja segun
que la intensidad de la expresioén en la epidermis fuese intensa (>++) y homogénea o
no. No se observaron diferencias significativas en la distribucion de estas categorias
entre las tres cohortes comparadas dos a dos (Tabla 5.26).
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Tabla 5.26. Patrones de expresion de la elafina en las biopsias agrupados segun su intensidad.

Expresion elafina Total Alta Baja

EICH aguda, n (%) 56 (100) 9 (16) 47 (84)

EICH croénica, n (%) 14 (100) 2 (14) 12 (86)
Toxicodermia, n (%) 20 (100) 6 (30) 14 (70)

EICH aguda vs. EICH crénica >0,9
EICH aguda vs. Toxicodermia 0,2
EICH croénica vs. Toxicodermia 0,4

5.5.11. Asociacion de la intensidad de la expresion de la elafina con el
resto de variables histoldgicas.

En la Tabla 5.27 se muestra la asociacion de la intensidad de la expresion de
elafina respecto a los hallazgos histolégicos en la EICH en su conjunto, tanto aguda
como cronica. Fue estadisticamente significativa la asociacién de hiperqueratosis, la
presencia de queratinocitos atipicos en la epidermis y la presencia de uno o mas
cuerpos apoptéticos por campo de 10x con una baja intensidad de la expresién de
elafina (P = 0.006, P = 0.046 y P = 0.024, respectivamente). No se encontrdé ninguna

asociacion entre el resto de las variables estudiadas y la expresion de elafina.

Tabla 5.27. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con rasgos histolégicos de la

EICH en su conjunto (aguda y crénica).

Total Alta Baja
Expresion elafina
N =71 N=11(%) | N=59 (%)
Grosor epidermis, n (%) 69 0,6
Normal 25 (36) 5 (50) 20 (34)
Atréfico 34 (49) 4 (40) 30 (51)
Acantosis 10 (15) 1(10) 9 (15)
Hiperqueratosis, n (%) 70 0,006
Si 55 (79) 5 (45) 51 (86)
No 15 (21) 6 (55) 8 (14)
Paraqueratosis, n (%) 69 0,7
normal 57 (83) 9 (90) 48 (81)
focal 12 (17) 1(10) 11 (19)
extensa 0 0 0

191




Resultados

Queratinocitos atipicos, n (%) 70 0,046

Si 44 (62) 4 (36) 41 (69)

No 26 (37) 7 (64) 18 (31)
Cuerpos apoptoéticos, n (%) 68 0,024

Ninguno 24 (35) 4 (40) 20 (35)

1/10x 22 (32) 6 (60) 16 (28)

>1/10x 22 (32) 0 (0) 22 (38)
Vacuolizacién capa basal, n (%) 61 0,2

No 5(8) 2 (22) 3(6)

focal 39 (64) 5 (56) 34 (65)

extenso 17 (28) 2 (22) 15 (29)

Hendidura subepidérmica 0 0 0
Inflamacion dermis papilar, n (%) 66 0,8

No 2 (3) 0 2 (4)

localizada 49 (74) 8 (89) 41 (72)

generalizada 15 (23) 1(11) 14 (25)
Inflamacion dermis reticular, n (%) 62 0,1

No 25 (40) 4 (44) 21 (40)

localizada 36 (58) 4 (44) 32 (60)

generalizada 1(2) 1(11) 0
Inflamacion tejido celular 43 0,1
subcutaneo, n (%)

No 26 (61) 5 (100) 21 (55)

localizada 17 (40) 0 17 (45)

generalizada 0 0 0

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

En la Tabla 5.28 se muestra la asociacion de la intensidad de la expresion de

elafina respecto a los hallazgos histologicos en la EICH aguda. Ninguna de las

variables se asoci6 significativamente con la intensidad de la expresién de elafina,

salvo la presencia de queratinocitos apoptéticos, que se asocié con una baja

intensidad de la expresion de elafina (P = 0.049).
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Tabla 5.28. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con rasgos histolégicos de la

EICH aguda.
Alta ETE
Expresion elafina
N=9(%) N=47 (%)

Grosor epidermis, n (%) 56 0,6

Normal 20 (36) 4 (44) 16 (34)

Atrofico 32 (57) 4 (44) 28 (60)

Acantosis 4 (7) 1(11) 3 (6)
Hiperqueratosis, n (%) 56 0,06

Si 45 (80) 5 (56) 40 (85)

No 11 (20) 4 (44) 7 (15)
Paraqueratosis, n (%) 56 >0,9

normal 48 (86) 8 ( 89) 40 (85)

focal 8 (14) 1.(11) 7 (15)

extensa 0 0 0
Queratinocitos atipicos, n (%) 56 0,049

Si 37 (66) 3 (33) 34 (72)

No 19 (34) 6 (67) 13 (28)
Cuerpos apoptéticos, n (%) 55 0,086

Ninguno 22 (40) 4 (44) 18 (39)

1/10x 18 (33) 5 (56) 13 (28)

>1/10x 15 (27) 0 (0) 15 (33)
Vacuolizacién capa basal, n (%) 53 0,2

No 4 (8) 2 (22) 2 (5)

focal 36 (68) 5 (56) 31(70)

extenso 13 (25) 2 (22) 11 (25)

Hendidura subepidérmica 0 0 0
Inflamacion dermis papilar, n (%) 58 0,4

No 2 (4) 0 2 (4)

localizada 44 (83) 8 (100) 36 (80)

generalizada 7 (13) 0 (0) 7 (16)
Inflamacién dermis reticular, n (%) 49 0,7

No 21 (43) 4 (50) 17 (41)

localizada 28 (57) 4 (50) 24 (59)

generalizada 0(0) 0(0) 0
Inflamacion tejido celular 34 0,13
subcutaneo, n (%)

No 21 (62) 5 (100) 16 (55)

localizada 13 (38) 0 13 (45)

generalizada 0 0 0

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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En la Tabla 5.29 se muestra la asociacion de la intensidad de la expresion de
elafina respecto a los hallazgos histolégicos en la EICH crénica. Ninguna de las
variables se asocié significativamente con la intensidad de expresion de la elafina.
Sélo fue significativa la asociacion de hiperqueratosis con una baja intensidad de la
expresion de elafina, ya que todas las biopsias que mostraron hiperqueratosis tenian
una expresion baja de elafina (P = 0.033).

Tabla 5.29. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con rasgos histolégicos de la

EICH crénica.

Alta Baja
Expresion elafina
N=2(%) N=12(%)

Grosor epidermis, n (%) 13 0,5

Normal 5 (39) 1 (100) 4 (33)

Atréfico 2 (16) 0 (0) 2 (17)

Acantosis 6 (46) 0 (0) 6 (50)
Hiperqueratosis, n (%) 14 0,033

Si 11 (73) 0 (0) 11 (92)

No 4 (27) 2 (100) 1(8)
Paraqueratosis, n (%) 13 >0,9

normal 9 (69) 1 (100) 8 (67)

focal 4 (31) 0 (0) 4 (33)

extensa 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Queratinocitos atipicos, n (%) 14 >0,9

Si 8 1 (50) 7 (58)

No 7 (47) 1 (50) 5 (42)
Cuerpos apoptéticos, n (%) 13 0,5

Ninguno 2 (15) 0 (0) 2(17)

1/10x 4 (31) 1 (100) 3 (25)

>1/10x 7 (54) 0 (0) 7 (58)
Vacuolizacién capa basal, n (%) 8 >0,9

No 1(13) 0 1(13)

focal 3 (38) 0 3 (38)

extenso 4 (50) 0 4 (50)

Hendidura subepidérmica 0 (0) 0 0 (0)
Inflamacion dermis papilar, n (%) 13 >0,9

No 0 (0) 0 (0) 0 (0.0)
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localizada 5(39) 0 (0) 5(42)

generalizada 8 (62) 1 (100) 7 (58)
Inflamacion dermis reticular, n (%) 13 0,08

No 4 (31) 0 (0) 4 (33)

localizada 8 (62) 0 (0) 8 (67)

generalizada 1(8) 1 (100) 0 (0)
Inflamacion tejido celular subcutaneo, n (%) 9 >0,9

No 5 (56) 0 (0) 5 (56)

localizada 4 (44) 0 (0) 4 (44)

generalizada 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

En la Tabla 5.30 se muestra la asociacion de la intensidad de la expresion de
elafina con una serie de rasgos histolégicos de las toxicodermias, como el grosor
epidérmico, hiperqueratosis, paraqueratosis, queratinocitos atipicos, cuerpos
apoptéticos, vacuolizacion de la capa basal, inflamacién de la dermis papilar, reticular
y del tejido celular subcutaneo. No se encontré ninguna asociacién de las variables
histoldgicas con la intensidad de la expresion de la elafina.

Tabla 5.30. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con rasgos histolégicos de

las toxicodermias.

Alta Baja
Expresion elafina

N=6(%) N=14(%)

Grosor epidermis, n (%) 20 0,4

Normal 8 (40) 4 (67) 4 (29)

Atrofico 6 (30) 1(17) 5 (36)

Acantosis 6 (30) 1(17) 5 (36)
Hiperqueratosis, n (%) 20 0,6

Si 15 (75) 4 (67) 22 (79)

No 5 (25) 2 (33) 3(21)
Paraqueratosis, n (%) 20 0,5

normal 18 (90) 5 (83) 13 (93)

focal 1(5) 0 1(7)

extensa 1(5) 1(17) 0 (0)
Queratinocitos atipicos, n (%) 20
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Si 7 (35) 2 (33) 5 (36) >0,9
No 13 (65) 4 (67%) 9 (64)
Cuerpos apoptéticos, n (%) 20 0,4
Ninguno 13 (65) 4 (67%) 9 (64%)
1/10x 6 (30) 1 (17%) 5 (36%)
>1/10x 1 (5) 1 (17%) 0
Vacuolizaciéon capa basal, n (%) 0,8
No 3(19) 1 (25) 2(17)
focal 10 (63) 3 (75) 7 (58)
extenso 3 (19) 0 3 (25)
Hendidura subepidérmica 0 0 0
Inflamacién dermis papilar, n (%) 20 0,4
No 1 (5) 1(17) 0
localizada 12 (60) 3 (50) 9 (64)
generalizada 7 (35) 2 (33) 5 (36)
Inflamacién dermis reticular, n (%) 20 >0,9
No 3 (15) 1(17) 2 (14)
localizada 16 (80) 5 (83) 11 (79)
generalizada 1(5) 0 (0) 1(7)
Inflamacion tejido celular subcutaneo, n (%) 15 0,6
No 7 (47) 2 (67) 5 (42)
localizada 8 (53) 1(33) 7 (58)
generalizada 0 0 0

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

5.5.12.Relaciéon de

la expresion de elafina con la

intensidad vy

caracteristicas del infiltrado inflamatorio.

En las Tabla 5.31, Tabla 5.32 y Tabla 5.33 se muestran la asociacion de la

intensidad de la expresion de elafina con las poblaciones linfocitarias del infilirado

inflamatorio en la piel de los pacientes con afectacion cutanea por EICH aguda, EICH

cronica o toxicodermias. No se encontré asociacién alguna entre la intensidad de la

expresion de elafina y las subpoblaciones linfocitarias analizadas en la EICH aguda,

EICH crénica y las toxicodermias.
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Tabla 5.31.

Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con el infiltrado inflamatorio

en la EICH aguda cutanea.

Alta Baja
Tipo linfocitos (n=9) (n =47)
media (DE)  media (DE)
Linfocitos T CD3 95 (10) 98 (12) 0,5
Linfocitos T CD4 46 (33) 33 (33) 0,3
Linfocitos T CD8 48 (29) 55 (34) 0,6
Células Tregs FoxP3 4 (4) 8 (11) 0,3
Granzima B 33 (22) 18 (25) 0,2
TIA-1 46 (30) 34 (33) 0,4

Tabla 5.32.

TIA-1: T-cell intracelular antigen 1

Asociacion de la intensidad de la expresién de elafina con el infiltrado inflamatorio

en la EICH cronica cutanea.

Alta Baja
Tipo linfocitos (n=2) (n=12)
media (DE) = media (DE)
Linfocitos T CD3 100 (0) 100 (0) ND
Linfocitos T CD4 45 (21) 22 (19) 0,1
Linfocitos T CD8 55 (21) 78 (19) 0,1
Células Tregs FoxP3 0 19 (17) 01
Granzima B ND 20 (17) ND
TIA-1 ND 41 (15) ND

Tabla 5.33.

TIA-1: T-cell intracelular antigen 1

Asociacién de la intensidad de la expresién de elafina con el infiltrado inflamatorio

en las toxicodermias.

Alta Baja
Tipo linfocitos (n =6) (n=14)
media (DE) = media (DE)
Linfocitos T CD3 100 (0) 100 (0) ND
Linfocitos T CD4 53 (26) 58 (20) 0,6
Linfocitos T CD8 48 (26) 42 (20) 0,6
Células Tregs FoxP3 7(7) 12 (12) 0,4
Granzima B 10 (17) 6 (7) 0,5
TIA-1 32 (24) 15 (15) 0,2
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5.5.13. Relacidon de la expresion de elafina con la gravedad y pronéstico

de la EICH aguda y crénica.

En las Tabla 5.34, Tabla 5.35 se muestra la asociacion de la intensidad de la
expresion de elafina y el grado de EICH aguda y crénica, respectivamente. No se

encontrd asociacion significativa alguna.

Tabla 5.34. Asociacién de la intensidad de la expresion de elafina y grado de EICH aguda.

Alta Baja
Grados de EICH aguda Total
N=9(%) N=47 (%)
Cutaneo, n (%) 0,5
Grado 1 18 (32) 4 (44) 14 (30)
Grado 2 20 (36) 4 (44) 16 (34)
Grado 3 17 (30) 1(11) 16 (34)
Grado 4 1(2) 0 1(2)
Global, n (%) 0,9
Grado 1 12 (21) 2 (22) 10 (21)
Grado 2 36 (64) 6 (67) 30 (64)
Grado 3 6 (11) 1(11) 5(11)
Grado 4 2 (4) 0 2(4)
Glucksberg, n (%) 0,8
Grado 1 19 (34) 3 (33) 16 (34)
Grado 2 30 (54) 5 (56) 25 (53)
Grado 3 4 (7) 1(11) 3 (6)
Grado 4 3 (5) 0 3 (6)

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.

Tabla 5.35. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina y grado de EICH cronica.

Alta Baja
Grados de EICH crénica
N=2(%) @ N=12 (%)
Cutaneo, n (%) 0,4
Grado 1 9 (69) 1 (50) 7 (70)
Grado 2 2 (15) 1 (50) 1(10)
Grado 3 2 (15) 0 2 (20)
Global, n (%) 0,7
Leve 5 (33) 1 (50) 4 (33)
Moderado 6 (40) 1 (50) 5 (42)
Grave 4 (27) 0 3 (25)

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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Tabla 5.36. Asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con la MSR 'y SG

Alta Baja
Eventos
N=11(%) N =59 (%)
MSR, n (%) 0,9
Si 17 2 (18) 15 (26)
No 53 9 (82) 44 (74)
SG, n (%) 0,9
Si 88 5 (46) 28 (48)
No 36 6 (54) 30 (52)

Los porcentajes pueden no sumar 100 debido al redondeo.
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5.6. Elafina plasmatica

5.6.1.Elafina plasmatica pre- y pos-TPH en la serie global y segun el tipo
de TPH

En la Tabla 5.37 se muestran los niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH
en dias predeterminados (+7, +14, +21, +28, +100, +180 y +365) y en el momento de
la aparicion del exantema, tanto en la serie global como en los diferentes tipos de
TPH. No se observaron diferencias significativas en los niveles de elafina plasmatica
entre los diferentes tipos de trasplante en ninguno de los momentos pre- y pos-

trasplante en que se evalué.

Tabla 5.37. Niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH en la serie global y segun tipos de
TPH.

Momento del estudio

Pre-TPH, n 109 0,8
Mediana 6961 7401 7125 6510 5840
Extremos 2499-24255 | 2499-21646 | 3122-16166 | 3042- 20560 | 3021-24255

Dia +7, n 110 0,4
Mediana 11338 11316 10726 11876 9165
Extremos 2551-80921 2551-80921 6725-25601 3618-23206 | 3222-50013

Dia +14, n 112
Mediana 8234 9146 8980 7182 6636 0,2
Extremos 1113-31851 1592-23206 | 1113-31851 2844-25139 | 1514-25414

Dia +21, n 103 0,06
Mediana 7021 7373 7464 5855 6425
Extremos 1187-26313 | 1187-22055 | 3334-16579 2660-13862 | 2522-26313

Dia +28, n 99 0,4
Mediana 7159 7684 8416 6342 6889
Extremos 1281-50805 | 1281-50805 | 3548-19418 1576-16487 | 1569-26589

Dia +100, n 91 0,8
Mediana 8851 9448 8516 9504 6286
Extremos 1386-46929 | 1434-32306 | 1984-46929 1386-17963 | 1707-20142

Dia +180, n 67 0,8
Mediana 9365 8877 8970 12034 11902
Extremos 2844-32000 | 3009-32000 | 4877-20039 2844-18565 | 5120-17451

Dia +365, n 49 0,4
Mediana 8264 6842 10812 8619 9715
Extremos 2796-36363 | 2795-20773 | 4022-15044 3315-36363 | 5064-24043

Dia exantema, n 56 0,4
Mediana 9186 10407 8914 7725 7820
Extremos 1922-42960 | 4335-30101 4824-42960 1922-19819 | 5719-22867

Niveles de elafina expresados en pg/mL.
DHI: donante hermano HLA idéntico; DNE: donante no emparentado; Haplo: donante haploidéntico; SCU:
trasplante de sangre de cordon umbilical.
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La comparacion de los niveles de elafina plasmatica en diferentes periodos
pos-TPH y en el momento del exantema asociado a la EICH con los niveles pre-TPH

se muestran en la Figura 5.41.
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Figura 5.41. Cambios en los niveles de elafina durante el primer afio después del TPH.

A) serie global; B) TPH de hermano HLA idéntico; C) TPH de donante no emparentado; D) TPH

haploidéntico; E) Trasplante de sangre de cordén umbilical.

Las determinaciones realizadas dentro de los 100 dias pos-TPH mostraron un
incremento significativo solo en el dia +7, tanto en la serie global como en los
diferentes tipos de trasplante, excepto en el TSCU. El incremento en el momento del
exantema solo fue significativo en la serie global (P = 0,02) y el TPH de hermano
idéntico (P = 0,02). Los niveles de elafina plasmatica a los 6 y 12 meses del TPH
estuvieron significativamente aumentados respecto a los niveles pre-TPH solo en la
serie global (P = 0,002; P = 0,05) y en el TSCU (P = 0,04; P = 0,05).

5.6.2.Elafina plasmatica segun el desarrollo de EICH aguda y grado de

severidad

En la Tabla 5.38 se muestran los niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH

en dias predeterminados (+7, +14, +21, +28) y en el momento de la aparicién del
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exantema, en los pacientes con y sin EICH aguda. No se observaron diferencias

significativas en los niveles de elafina plasmatica entre los dos grupos.

Tabla 5.38. Niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH segun desarrollo de

EICH aguda.
Momento del estudio No EICHa EICHa P
Pre-TPH, n 44 75 0,5
Mediana 6961 6960
Extremos 2864-21646 2499-24255
Dia +7, n 0,4
Mediana 10304 6960
Extremos 2864-21646 2499-24255
Dia +14, n 0,5
Mediana 8214 8234
Extremos 1592-31851 1113-25414
Dia +21, n 0,7
Mediana 7356 6305
Extremos 1187-16580 2522-26313
Dia +28, n 0,8
Mediana 7288 7159
Extremos 1281-50805 1569-26589
Dia exantema, n 0,5
Mediana 8813
Extremos 19022-42960

Niveles de elafina expresados en pg/mL.

En las Figura 5.42, Figura 5.43, Figura 5.44, Figura 5.45 y Figura 5.46 se
muestran las comparaciones de los niveles de elafina plasmatica en los pacientes con
y sin EICH aguda, asi como los grados 0-1 versus II-IV y O-Il versus llI-IV en diferentes
periodos pos-TPH (dia +7. +14, +21 y +28) y en el momento del exantema asociado a
la EICH aguda. Ninguna de las comparaciones mostro diferencias estadisticamente
significativas.

202



Resultados

Figura 5.42. Comparacion de los niveles de elafina plasmatica en el dia +7.

A) EICH aguda versus no EICH; B) No EICH aguda + grado | versus EICH aguda grado II-I1V;
C) No EICH aguda + grado I-ll versus EICH aguda grado llI-IV.

Figura 5.43. Comparacion de los niveles de elafina plasmatica en el dia +14.

A) EICH aguda versus no EICH; B) No EICH aguda + grado | versus EICH aguda grado II-1V;
C) No EICH aguda + grado I-ll versus EICH aguda grado llI-IV.

Figura 5.44. Comparacion de los niveles de elafina plasmética en el dia +21.

A) EICH aguda versus no EICH; B) No EICH aguda + grado | versus EICH aguda grado II-1V;
C) No EICH aguda + grado I-ll versus EICH aguda grado llI-IV.
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Figura 5.45. Comparacion de los niveles de elafina plasmatica en el dia +28.

A) EICH aguda versus no EICH; B) No EICH aguda + grado | versus EICH aguda grado II-1V;
C) No EICH aguda + grado I-ll versus EICH aguda grado llI-IV.

Figura 5.46. Comparacion de los niveles de elafina plasmatica en el dia del exantema.

A) EICH aguda versus no EICH; B) No EICH aguda + grado | versus EICH aguda grado II-1V;
C) No EICH aguda + grado I-1l versus EICH aguda grado IlI-IV.

En la Tabla 5.39 se muestran los niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH
en dias predeterminados (+7, +14, +21, +28) y en el momento de la aparicién del
exantema segun los grados de afectacion cutanea. No se observaron diferencias

significativas en los niveles de elafina plasmatica entre los grupos.

204



Resultados

Tabla 5.39. Niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH segun gravedad cutanea en la EICH

aguda.

Pre-TPH, n &) 26 26 17 1 0,6
Mediana 11391 7236 6455 7939 4134
Extremos 3568-14803 3042-24255 2499-16220 3228-20560 4134-4134

Dia +7, n 0,8
Mediana 14559 12507 11050 9460 11376
Extremos 2551-17251 3271-50013 3222-80921 3618-25601 11376-11376

Dia +14, n 0,8
Mediana 11612 9245 8544 6948 6320
Extremos 4568-16013 1113-25414 1514-16008 3676-15938 6320-6320

Dia +21, n 0,1
Mediana 10036 8580 5905 6157 5676
Extremos 5370-19733 4174-26313 2522-20679 3078-15951 5676-5676

Dia +28, n 0,3
Mediana 5955 9678 6282 6309 7984
Extremos 4534-19204 3635-26589 1570-20518 1664-16487 7984-7984

Dia exantema, n 0,9
Mediana - 9518 7807 8808 10623
Extremos - 4483-22867 1922-42960 2643-19819 10623-10623

Niveles de elafina expresados en pg/mL.

5.6.3.Elafina plasmética en la EICH aguda y en las toxicodermias

En la Tabla 5.40 y en la la Figura 5.47 se muestran los niveles de elafina

plasmatica en el momento del exantema en los pacientes que desarrollaron EICH

aguda y en una serie control de pacientes con toxicodermias. Las diferencias

observadas no alcanzaron significacion estadistica (P = 0,08).

Tabla 5.40. Niveles de elafina plasmatica pre- y pos-TPH segun desarrollo de

EICH aguda.
Momento del estudio EICH aguda Toxicodermia
Pre-TPH, n 78 18 0,08
Mediana 8712 12338
Extremos 1922-42960 3205-59878

Niveles de elafina expresados en pg/mL.
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Figura 5.47. Comparacion de los niveles de elafina plasmatica en el momento del exantema en
los pacientes que desarrollaron EICH aguda y en una serie control de pacientes con
toxicodermias.

5.6.4.Impacto de la elafina plasmética en los resultados del trasplante

En los 56 pacientes que disponian de niveles de elafina plasmatica en el
momento del exantema por EICH aguda, se analizé el impacto de esta variable en la
recaida, MSR y SG. Para ello, se dividieron en dos grupos segun la media (10.505),
mediana (9.186), primer cuartil (6.475) y tercer cuartil (12.850) de los niveles de elafina
plasmatica, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.41, Tabla 5.42 y Tabla 5.43.

Ninguna de los cortes mostré tener significacion estadistica.
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5.7. Estudio de las poblaciones linfocitarias pos-TPH

En la Tabla 5.44 se muestran las medianas y extremos de los recuentos de las

distintas poblaciones linfocitarias en los dias 100, 180 y 360 después del TPH.

Tabla 5.44. Recuentos de poblaciones de linfocitos en los dias 100, 180 y 365 postrasplante.

Linfocitos totales, n 80 63 60
Mediana 580 1048 1659
Extremos 40-3707 27-8200 150-6128

Linfocitos T, n 80 63 60
Mediana 391 719 1128
Extremos 1-3178 2-3917 5-5841

Linfocitos T CD4, n 80 63 60
Mediana 156 219 337
Extremos 1-1157 1-658 2-999

Linfocitos T CD8, n 80 63 60
Mediana 195 403 589
Extremos 1-2766 1-3660 3-4814

Linfocitos B, n 80 63 60
Mediana 18 34 139
Extremos 0-810 0-1211 0-1763

Células NK, n 80 63 59
Mediana 146 141 187
Extremos 4-552 10-513 14-1925

Linfocitos T PD-1, n 78 62 56
Mediana 138 255 487
Extremos 0-2185 0-2078 0-2566

Linfocitos T CTLA-4, n 79 62 56
Mediana 5 8 11
Extremos 0-299 0-131 0-212

Linfocitos T CD45RA, n 78 61 52
Mediana 98 191 543
Extremos 0-1834 0-2061 0-2691

Linfocitos T CD45R0, n 78 60 52
Mediana 194 285 451
Extremos 0-2026 0-2163 0-4730

Linfocitos Tregs, n 75 50 56
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Mediana 1 3 2
Extremos 0-30 0-28 0-27
Linfocitos B PD-1, n 78 61 57
Mediana 0 0 2
Extremos 0-14 0-16 0-18
Linfocitos B CTLA-4, n 79 61 57
Mediana 0 0 1
Extremos 0-44 0-69 0-38

PD-1; Programmed death protein 1; CTLA-4: cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, Tregs: células T
reguladoras.

Los cambios relacionados con la recuperacion inmunoldgica durante el primer
afo postrasplante mostraron un incremento progresivo significativo en practicamente
todas las poblaciones linfocitarias analizadas, salvo algunas excepciones (Figura
5.48). La comparacion de las frecuencias de células NK vy linfocitos T CD45RO en los
dias 100 y 180 no alcanzaron diferencias significativas, aunque si hubo un incremento
significativo al afio del TPH. La comparacion de las frecuencias de linfocitos T CTLA4
entre los dias 100 y 180, y entre los dias 180 y 365 tampoco mostraron diferencias
significativas, pero la comparacién conjunta de los tres puntos temporales si fue
significativa (P = 0.0059). Finalmente, el leve incremento observado en los linfocitos
Tregs entre los dias 100 y 180 se siguié de un leve descenso entre los dias 180 y 365,

aungue ninguno alcanz¢ diferencias significativas.
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Figura 5.48. Cambios en las principales poblaciones linfocitarias durante el primer afio después
del TPH.
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5.7.1.Poblaciones linfocitarias pos-TPH segun el tipo de donante

En la Tabla 5.45 se muestran las medianas y extremos de los recuentos de las
distintas poblaciones linfocitarias en los dias 100, 180 y 360 después del TPH segun el
tipo de donante. La comparaciéon de medias en las diferentes poblaciones linfocitarias
segun el tipo de donante mostré diferencias significativas a los 100 dias y a los 180
dias en los linfocitos T (P = 0,002; 0.004), linfocitos T CD4* (P 0,008; 0.059),
linfocitos T CD8* (P <0,001; 0.001) y linfocitos T CD454RA (P = 0,004; 0.006).
También hubo diferencias significativas a los 180 dias en los linfocitos T CD454R0O (P
=0,001) y a los 365 dias en los linfocitos T (P = 0,01) y linfocitos T CD8 (P = 0,01).
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5.7.2.Impacto de la EICH aguda en las poblaciones linfocitarias

En la Tabla 5.46 se muestran las medianas y extremos de los recuentos de las
distintas poblaciones linfocitarias en los pacientes que desarrollaron o no una EICH
aguda. La comparacién de medias en las diferentes poblaciones linfocitarias en las
dos cohortes mostré diferencias significativas a los 100 dias en linfocitos T (P = 0,03),
linfocitos T CD8* (P = 0,005), linfocitos T CD454RA (P = 0.006) y linfocitos B (P =
0,01), estando proximos a la significacion los linfocitos absolutos (P = 0,07), linfocitos
T PD-1 (P = 0,06), linfocitos T CTLA4 (P = 0,06), linfocitos T CD454R0O (P = 0,07) y
linfocitos Tregs (P = 0,08). También hubo diferencias significativas a los 180 dias en
los linfocitos absolutos (P = 0,04), linfocitos T CD4* (P = 0,008), linfocitos B (P =
0.003), linfocitos B PD-1 (P = 0,02), linfocitos B CTLA4 (P = 0,02), y linfocitos Tregs (P
= 0,002). En cambio, a los 365 dias solo hubo una tendencia a la significacién en los
linfocitos B (P = 0,06).

Tabla 5.46. Recuentos de poblaciones de linfocitos pos-TPH segun la EICH aguda.

‘ EICH aguda No EICH aguda ‘
Tipo linfocitos Dia 100 Dia 180 Dia 365 Dia 100 Dia 180 Dia 365
Linfocitos totales, n 52 89 89 28 24 21
Mediana 525 830 1575 771 1215 1781
Extremos 40-3707 27-4177 | 335-6128 | 203-2991 | 272-8200 | 150-5467
Linfocitos T, n 52 39 39 28 24 21
Mediana 301 509 1006 474 810 1301
Extremos 1-3178 2-3917 5-5841 104-2553 | 123-2143 | 63-5154
Linfocitos T CD4, n 52 39 39 28 24 21
Mediana 142 140 330 210 252 340
Extremos 1-1157 1-538 2-938 17-587 34-658 29-999
Linfocitos T CD8, n 52 39 39 28 24 21
Mediana 151 326 540 292 463 812
Extremos 1-2766 1-3660 3-4814 41-2222 90-1794 34-4133
Linfocitos B, n 52 39 39 28 24 21
Mediana 7 24 120 30 155 316
Extremos 0-810 0-512 0-1763 0-481 0-1211 0-1060
Células NK, n 52 8Y 8 28 24 20
Mediana 140 162 188 157 126 180
Extremos 4-552 10-513 14-1925 36-460 57-502 76-970
Linfocitos T PD-1, n 50 38 37 28 24 19
Mediana 88 206 485 212 408 491
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Extremos 0-1819 0-2078 0-1870 0-2185 0-887 0-2566
Linfocitos T CTLA-4, n 51 38 37 28 24 19
Mediana 4 8 10 8 7 13
Extremos 0-172 0-112 0-167 1-299 0-131 0-212
Linfocitos T CD45RA, n 50 38 34 28 23 18
Mediana 67 103 495 166 227 607
Extremos 752 0-2061 0-1816 10-1834 0-1166 1-2691
Linfocitos T CD45R0, n 50 37 34 28 23 18
Mediana 106 186 390 235 382 687
Extremos 0-1878 0-2163 0-4730 23-2026 1-1035 1-2135
Linfocitos Tregs, n 49 85 37 26 24 19
Mediana 1 1 2 2 6 B
Extremos 0-30 0-28 0-27 0-12 0-17 0-12
Linfocitos B PD-1, n 50 37 37 28 24 20
Mediana 0 0 2 0 1 3
Extremos 0-12 0-6 0-18 0-14 0-16 0-16
Linfocitos B CTLA-4, n 51 37 37 28 24 20
Mediana 0 0 1 0 1 2
Extremos 0-24 0-26 0-27 0-44 0-69 0-38

Los recuentos se expresan en células por pl
Tregs: células T reguladoras; PD-1: Programmed death protein 1; CTLA-4: cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4.

5.7.3.Impacto de la EICH crénica en las poblaciones linfocitarias

En la Tabla 5.47 se muestran las medianas y extremos de los recuentos de las
distintas poblaciones linfocitarias en los pacientes que desarrollaron o no una EICH
cronica. La comparacion de medias en las diferentes poblaciones linfocitarias en las
dos cohortes no mostrd diferencias significativas en ninguno de los tres puntos

temporales analizados.
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Tabla 5.47. Recuentos de poblaciones de linfocitos pos-TPH segun la EICH crénica.

Linfocitos totales, n 58 50 52 22 13 8
Mediana 602 1052 1687 532 1024 1576
Extremos 40-3707 83-8200 335-6128 52-2842 27-2963 150-3166

Linfocitos T, n 58 50 52 22 13 8
Mediana 413 714 1093 356 788 1290
Extremos 1-3178 2-3917 5-5841 19-2118 2-2426 63-2585

Linfocitos T CD4, n 58 50 52 22 13 8
Mediana 156 228 349 145 161 262
Extremos 1-1157 1-658 2-999 9-587 1-474 29-463

Linfocitos T CD8, n 58 50 52 22 13 8
Mediana 174 392 537 235 483 930
Extremos 1-2766 1-3660 3-4814 5-1468 1-1962 34-2148

Linfocitos B, n 58 50 52 32 13 8
Mediana 16 42 143 20 20 117
Extremos 0-810 0-1211 0-1763 0-444 0-587 0-317

Células NK, n 58 50 51 22 13 8
Mediana 143 151 187 157 124 250
Extremos 4-552 28-513 14-1925 23-460 10-382 80-785

Linfocitos T PD-1, n 57 49 48 21 13 8
Mediana 123 249 483 153 487 558
Extremos 0-1819 0-2078 0-1842 2-2185 3-854 0-2566

Linfocitos T CTLA-4, n 57 49 48 22 13 8
Mediana 5 9 11 8 7 12
Extremos 0-299 0-131 0-212 0-149 0-57 0-29

Linfocitos T CD45RA, n 56 48 45 22 13 7
Mediana 98 175 498 101 227 645
Extremos 0-1834 0-2061 0-2691 2-739 0-1249 1-2648

Linfocitos T CD45R0, n 56 47 45 22 13 7
Mediana 194 223 394 199 482 795
Extremos 0-1878 0-2163 0-4730 3-2026 3-1881 1-1947

Linfocitos Tregs, n 54 46 49 21 13 7
Mediana 1 4 2 2 1 2
Extremos 0-30 0-28 0-27 0-11 0-9 0-6

Linfocitos B PD-1, n 57 48 49 21 13 8
Mediana 0 1 2 0 0 2
Extremos 0-12 0-16 0-16 0-14 0-4 0-18

Linfocitos B CTLA-4, n 57 48 49 22 13 8
Mediana 0 0 1 0 1 2
Extremos 0-44 0-69 0-38 0-8 0-5 0-8

Los recuentos se expresan en células por pl
Tregs: células T reguladoras; PD-1: Programmed death protein 1; CTLA-4: cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4.
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Discusion

Dada la diversidad de aspectos que han sido analizados en esta tesis doctoral,
la discusion y comentarios pertinentes han sido estructurados en varios apartados
como sigue: 1) A propdsito del diseno, objetivos y otros aspectos metodologicos del
estudio; 2) A propdsito de las caracteristicas de la serie y los resultados del trasplante;
3) A prop¢sito de EICH aguda; 4) A propdsito de la EICH croénica; 5) A propdsito de los
estudios histolégicos en la EICH aguda y crénica, y en las toxicodermias; 6) A
proposito del valor de la elafina plasmatica como biomarcador de EICH cutanea; y 7) A

proposito de la recuperacion celular inmune postrasplante y su relacion con la EICH.

6.1. A proposito del disefo, objetivos y otros aspectos metodolégicos del

estudio

Siendo la EICH la principal causa de morbilidad y, después de la recaida, la
segunda causa de mortalidad en el alo-TPH, son aun muchos los aspectos de esta
complicacién que, por su caracter controvertido, merecen ser investigados. Es mas
que probable que conocer mejor las claves que condicionan la aparicion de una EICH
y la precocidad en su diagnéstico pueden ser determinantes en la adopcion de
medidas preventivas y terapéuticas mas eficaces. Ello redundaria en una disminucion
de la morbilidad y mortalidad asociada a la EICH con la consiguiente mejoria de la
supervivencia y la calidad de vida de los pacientes sometidos a un alo-TPH.
Basandonos en estas premisas, concebimos este estudio prospectivo como proyecto
de tesis doctoral haciendo un seguimiento minucioso y sistematico durante un afo de
todos los pacientes sometidos a alo-TPH durante dos afos consecutivos.
Naturalmente, los pacientes que desarrollaron alteraciones cutaneas durante este
periodo fueron sometidos a un especial escrutinio y recogida de una exhaustiva
informacion clinica, histologica, asi como el estudio de las poblaciones linfocitarias y
potenciales biomarcadores de EICH. La diversidad de factores que intervienen en el
desarrollo de la EICH, como la edad, la fuente de progenitores, el tipo de donante y las
estrategias de profilaxis, entre otros, ha supuesto una dificultad afiadida para alcanzar
la potencia estadistica suficiente en algunos supuestos. Pero, a su vez, dicha
diversidad, correspondiente a un “mundo real”, nos ha permitido reconocer algunas
diferencias en la incidencia y caracteristicas de la EICH, segun las variables antes
mencionadas y otras, que podrian ser utiles en el cuidado de estos pacientes en el

futuro. Los sistemas de gradacién de la EICH aguda y crénica usados en el presente
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estudio han sido ampliamente comentados y discutidos en los apartados 1.2.3.4 y

1.2.4.5 de la Introduccion, respectivamente.

6.2. A propésito de las caracteristicas de la serie y los resultados del trasplante

En lo que respecta a las caracteristicas de la serie, ésta tiene una distribucion
relativamente balanceada de tres de las opciones disponibles de donantes y fuentes
para los pacientes que no disponen de un DHI (45%), como son DNE de sangre
periférica (19%) y de SCU (13%), asi como de donante familiar haploidéntico de
sangre periférica (23%). Por razones principalmente logisticas, la médula 6sea como
fuente de progenitores fue usada solo en un TPH de DHI. La distribucion de otra
variable con potencial influencia en la tasa de EICH, como es la edad, muestra que un
tercio de la serie tenia mas de 50 afos. Otro aspecto de interés a resaltar es la
desigual distribucion de pacientes que habia recibido un TPH previo entre las cohortes
segun el tipo de TPH, siendo significativamente superior en las cohortes de DHI y
haploidéntico. La abrumadora diferencia en la dosis celular infundida en el TSCU con
respecto al resto de trasplantes es, sin embargo, algo inherente a este tipo de TPH, lo
que sin duda también determiné algunas de las diferencias observadas en algunos

resultados como la velocidad del injerto y otros que discutiremos mas adelante.

El disefio del estudio no nos permite analizar diferencias en la tasa de injerto,
ya que debido a que el objetivo principal del estudio estd centrado en la EICH, la
ausencia de injerto fue un criterio de exclusiéon. Sin embargo, si pudimos analizar la
velocidad del injerto y constatar una mayor rapidez en el TPH de DHI con respecto a
los demas. En cambio, la mayor velocidad de injerto mieloide y plaquetar reportada en
el TPH haploidéntico comparado con el TSCU en estudios recientes (Ruggeri et al,
2015; Giannotti et al, 2018; Sanz et al, 2020; E. et al, 2021), no se puso de manifiesto
en el presente estudio, siendo la explicacion mas probable el tamafio muestral y una
favorable seleccion de unidades de SCU con dosis mas altas de CNT y células CD34",
cuya influencia ha sido ya reportada en estudios previos (Wagner et al, 2002;
Moscardo et al, 2014; Sanz et al, 2020).

Dejando aparte para su posterior discusion la incidencia, las caracteristicas
clinicas y bioldgicas y la mortalidad asociada a la EICH, el resto de resultados del TPH
como la recaida, la MSR, la SLE y la SG no mostraron diferencias significativas entre

las cuatro cohortes. Esto sugiere que las indicaciones realizadas segun la
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disponibilidad o no de un DHI no han mermado significativamente las posibilidades
curativas del TPH en nuestros pacientes y permiten un analisis relativamente bien

balanceado de la EICH, principal objetivo de este estudio.

Que la mayor causa de mortalidad en nuestra serie sea la recaida de la
enfermedad de base y que la mortalidad atribuible a la EICH sea la causa mas
frecuente de MSR son hallazgos esperables por ser comunes a practicamente todos
los estudios en la literatura. El interés de estudiar en detalle la EICH, no solo por
representar la mayor causa de MSR, sino también por su morbilidad e impacto
indirecto en otras causas de morbilidad y mortalidad es, por tanto, obvio y sera objeto

de discusion en los siguientes parrafos.

6.3. A propésito de la EICH aguda

En relacion con la EICH aguda, ninguna de las caracteristicas de los pacientes
ni de los trasplantes, salvo la fuente de progenitores (sangre periférica comparado con
SCU) mostré diferencias significativas entre los pacientes que desarrollaron esta
complicacién, cualquiera que fuese su grado y los que no tuvieron EICH aguda.
Mientras solo un paciente de los 16 sometidos a TSCU no tuvo EICH aguda (6%), la
proporcion de pacientes que no desarrollaron esta complicacién tras un TPH de
sangre periférica fue significativamente superior (41%). Cuando ademas de la fuente
de progenitores, se tuvo en cuenta el tipo de donante, las diferencias entre las cuatro
cohortes del estudio mostraron diferencias significativas tanto en la incidencia
acumulativa de EICH aguda grado I-IV y IlI-IV, siendo mas altas en el TSCU y en
haploidéntico comparados con el DNE y DHI. Sin embargo, estas diferencias perdieron
su significacion estadistica cuando se analizé la incidencia acumulativa de EICH
aguda grado llI-1V. Estos hallazgos merecen ser comentados ante la creencia general
de que el TSCU tiene una baja incidencia de EICH aguda, lo que es discutible. Es
cierto que la incidencia de formas graves de EICH aguda en el TSCU es baja (12% en
nuestra serie), especialmente teniendo en cuenta el grado de disparidad HLA entre
donante y receptor, pero no asi de formas leves o moderadas. Algo similar sucede con
el TPH de donante haploidéntico, en el que la incidencia de EICH aguda es
actualmente también relativamente baja para el grado de disparidad HLA entre
donante y receptor, gracias al efecto de métodos de deplecibn T in vivo,

particularmente en nuestra serie con el uso de CY-PT. No obstante, esta relativamente
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baja incidencia de EICH aguda en el TPH haploidéntico fue siempre superior al de

DNE y al de DHI, especialmente en el grado I-IV y II-IV.

A resaltar la importancia de la afectacion cutdnea en los pacientes que
desarrollaron una EICH aguda, ya que fue de largo el érgano mas frecuentemente
involucrado (93%) y en el que se centré fundamentalmente el interés del presente
estudio. Mientras en una proporcion importante de estos pacientes (40%) la afectacion
cutanea fue la unica manifestacion de EICH aguda, la afectacion aislada del tracto
gastrointestinal y del higado fue observada solo en una pequefa proporcion (7% y 0%,
respectivamente). Como esta tipicamente descrito, la EICH se presento
mayoritariamente en su forma clasica, pero una pequena proporcion (13%) tuvieron
una EICH aguda tardia (6 casos recurrentes y 2 casos persistentes). Excepto un
paciente que tuvo lesiones ampollosas y despegamiento cutaneo (grado 4), la mayoria
presentaron exantemas leves o moderados (76%), mientras la cuarta parte restante

exantemas mas graves (grado 3).

6.4. A propésito de la EICH créonica

En relacién con la EICH crénica que, como es tipicamente descrito en el TPH
alogénico (Horwitz & Sullivan, 2005; Lee et al, 2003), fue la complicacion tardia mas
frecuente también en nuestra serie. Teniendo en cuenta que la fuente de progenitores,
excepto un paciente trasplantado con médula ésea fue la sangre periférica (85%) y la
SCU (14%), la incidencia global acumulada a los 12 meses de EICH crénica de
cualquier grado del 66% puede considerarse razonablemente dentro del rango
esperado (Jagasia et al, 2015; Lee & Flowers, 2008). No obstante, la incidencia de
EICH cronica descendié notablemente al considerar sélo las formas moderadas-
graves (36%) y graves (10%). Aparte del desarrollo previo de una EICH aguda, que en
nuestra serie ocurrié en el 70% de los pacientes con EICH cronica, ninguno de los
demas factores de riesgo mas consistentemente asociados al desarrollo de EICH
cronica (Flowers et al; Kanda et al, 2014; Grube et al, 2016), como la edad de donante
y del receptor, la disparidad de sexo y de HLA entre donante y receptor fue encontrado
significativamente asociado a la incidencia de esta complicacion en nuestro estudio.
Los unicos factores que encontramos asociados con la incidencia de EICH crdnica
fueron el antecedente de un TPH previo y el tipo de TPH. La realizaciéon de un TPH
previo, tanto autélogo como alogénico, se asocié con la EICH crénica de cualquier
grado y con la moderada-grave. A nuestro conocimiento esto no esta descrito en la

literatura. Podriamos especular que los pacientes que han recibido un TPH previo son
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pacientes con alto riesgo de recaida y en los que habria una tendencia a retirar mas
precozmente la inmunosupresion para favorecer el efecto injerto-contra-tumor, pero
asumiendo mayor riesgo de EICH crénica. Respecto al tipo de TPH, esta fue la unica
variable significativamente asociada con la EICH crénica grave. Curiosamente, el
TSCU si ha sido asociado con una mas baja incidencia de EICH crénica extensa
(Kanda et al, 2014) comparado con el TPH de DHI de médula 6sea, que es justo lo
opuesto a lo encontrado en nuestro estudio, incluso cuando la comparacion se hizo
con todo tipo de donantes de sangre periférica. A este respecto, podemos especular
sobre un progresivo incremento de la edad y una mayor proporcion de pacientes con
estados avanzado de la enfermedad que reciben un TSCU en nuestro centro, lo que
haria emerger un problema subyacente que, en otros centros con una seleccién mas
favorable de pacientes, no permite su observacion. No obstante, la posibilidad de
profundizar en la investigacion de este fendmeno ha quedado relegada por la drastica
reduccion del programa de TSCU iniciada tras la realizacion de un estudio prospectivo

aleatorizado comparandolo con el TPH haploidéntico (Sanz et al, 2020).

La incidencia de las formas clinicas de inicio de la EICH crénica mostré una
distribucion mayoritaria de la forma quiescente (58%), es decir, que sobrevinieron tras
una EICH aguda previamente resuelta, seguido de la forma de novo (30%) y la
progresiva, lo que contrasta con algunas series. Asi, la relativa baja incidencia de
formas progresivas observada en nuestro estudio (12%) ha sido reportada incluso mas
baja por otros (hasta 5%) (Perez-Simon et al, 2008), pero también significativamente
mas alta (hasta 44%) (Arai et al, 2015; Curtis et al, 2017). La gran variabilidad
reportada en las formas de inicio de la EICH crénica puede deberse a multiples
factores, pero esta bastante bien establecida la diferente distribucidén observada entre
los receptores de un TPH de DHI y los de DNE o con disparidad HLA (haploidéntico y
SCU). Basandonos en datos del CIBMTR, los TPH de DHI tendrian EICH crénica de
novo 35%, quiescente 30%-40% y progresiva 20%-30%, mientras que con los datos
del National Marrow Donor Program en DNE, en los que la incidencia de EICH aguda
es significativamente mas alta, su distribucién cambia drasticamente a 12% de novo,
69% quiescentes y 19% progresivas (Lee et al, 2003). La mayor incidencia de EICH
aguda observada en los TPH alternativos al de DHI en nuestra serie, como DNE, pero
especialmente haploidéntico y SCU, probablemente sea el factor que mejor explica la
alta incidencia de formas quiescentes en nuestro estudio. Muy pocos estudios han
evaluado la asociaciéon de estas formas clinicas con los diferentes tipos de

donantes/injertos, incluida la SCU. Hasta donde sabemos, solo el GVHD Working
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Group of the Japan Society for Hematopoietic Cell Transplantation abordé este analisis
en una serie muy amplia de 1716 pacientes que desarrollaron EICH crénica de 4818
pacientes trasplantados en Japén hasta diciembre de 2009 (Kanda et al, 2014). En
este estudio, se reportaron presentaciones de EICH cronica de novo, quiescente y
progresiva en 27%, 53% y 20%, respectivamente, subiendo la forma quiescente al
62% en el TSCU.

La alta proporcion de pacientes en los que la EICH cronica afecté la mucosa
oral (76%), siendo de lejos la localizacion mas comun, subraya la necesidad de
monitorizar clinicamente la cavidad oral de manera sistematica y frecuente,
especialmente teniendo en cuenta que el 42% y el 15% de los pacientes con lesiones
orales tendran una EICH crénica moderada y grave, respectivamente. Aunque en la
cavidad oral pueden verse una variedad de lesiones e incluso una limitacion de su
apertura, las mas caracteristicas son las lesiones liquenoides y las ulceras. Tras la
cavidad oral, la piel (43%), el tracto gastro-intestinal (41%), el higado (37%), los ojos
(20%), los pulmones (9%), el aparato genital (9%) y el aparato locomotor (4%) son los
6rganos también involucrados en la EICH crénica con diferente grado de participacion
en las formas moderada y grave de la EICH crénica. Asi, la afectacion pulmonar vy el
aparato locomotor, aunque poco frecuentes, estuvieron altamente asociadas a la EICH

cronica grave (57% y 66%, respectivamente).

6.5. A proposito de los estudios histolégicos en la EICH, aguda y crénica, y en

las toxicodermias

6.5.1.Contribucion al diagnostico diferencial entre EICH aguda vy

toxicodermias

Debido a la similitud clinica entre la EICH aguda cutanea y otras causas de
exantema tras un TPH, sobre todo las toxicodermias, la comparacién de sus rasgos
histolégicos es del mayor interés clinico de la presente tesis. En nuestro estudio,
encontramos en la epidermis una mayor incidencia de atrofia, queratinocitos atipicos, y
engrosamiento de la lamina basal, asi como una menor incidencia de exocitosis de
eosindfilos en la EICH aguda comparado con las toxicodermias. En la dermis, tanto
papilar como reticular, y en el tejido celular subcutaneo, la EICH aguda presenta una
menor incidencia de exocitosis de linfocitos y eosindfilos, asi como menor incidencia

de infiltracion perivascular y en banda comparado con las toxicodermias. En cambio,
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en el epitelio folicular y ecrino no se observaron diferencias significativas entre ambas
entidades. Estos hallazgos contrastan con diversos estudios que encontraron la
histologia ineficaz para distinguir entre toxicodermias, infecciones virales y el
exantema de la EICH (Drijkoningen et al, 1988; Kohler et al, 1997; Kuykendall &
Smoller, 2003). Una posible explicacion podria deberse a que la fisiopatologia de la
EICH y las toxicodermias esta mediada por la misma célula, los linfocitos T, vy
presentan fenotipos superpuestos (Valks et al, 2001). En cambio, otros autores si
encuentran caracteristicas histolégicas diferenciales entre EICH aguda y otros
exantemas tras un TPH (Massi et al, 1999; Lehman et al, 2014). Asi, (Massi et al,
1999) encontraron que las biopsias de EICH aguda presentaban significativamente
mas atrofia epidérmica, como en nuestro estudio, espongiosis, satelitosis, y una
vacuolizacion basal mas difusa en el grupo sin EICH. Mientras que, a diferencia de
nuestros datos, también observaron mas infiltrado inflamatorio y exocitosis de linfocitos
en la EICH. Sin embargo, (Lehman et al, 2014) reportaron una menor intensidad de
espongiosis y densidad de eosindfilos dérmicos en el grupo de EICH comparado con

las toxicodermias.

En relacién con la presencia de eosindfilos, la diferencia significativa en el
contenido de eosindfilos en la epidermis de los pacientes con EICH comparados con
las toxicodermias encontrada en nuestro estudio esta en linea con lo reportado por
(Weaver & Bergfeld, 2010), quienes observaron que un numero elevado de eosindfilos
(una media de 16 eosindfilos por campo de 10 aumentos) era suficiente para descartar
EICH con un 100% de especificidad. En nuestro estudio, ninguna de las biopsias de
EICH, tanto aguda como crénica, presentaron eosinofilos en la epidermis, mientras
que una proporcién de las toxicodermias presentd un contenido leve o moderado de
eosindfilos en la epidermis. Esta diferencia se observé también en la dermis papilar y
reticular, aunque no en el tejido celular subcutdneo, ni en los epitelios anexiales
(folicular y ecrino). La presencia de eosinofilos se asocia tipicamente a las reacciones
de hipersensibilidad por farmacos (Romagosa et al, 2001). Sin embargo, este hallazgo
en el infiltrado inflamatorio como caracteristica discriminatoria entre la EICH aguda y
las toxicodermias es aun controvertido. De hecho, diversos estudios ponen en duda
dicha asociacion (Kohler et al, 1997; Massi et al, 1999; Valks et al, 2001; Marra et al,
2004) y alertan del riesgo de utilizar los eosindfilos para el diagnéstico diferencial de la
EICH aguda y las TD, ya que los eosindfilos pueden ser prominentes en algunas
biopsias de EICH y llevar a un diagnéstico equivocado, con el consiguiente tratamiento

inadecuado y mal desenlace para los pacientes (Marra et al, 2004). Como hemos
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comentado anteriormente, nuestros datos parecen apoyar que la presencia de
eosinofilos en la dermis y epidermis es mas caracteristico de las toxicodermias que de
la EICH.

A pesar de que se han propuesto criterios minimos para el diagnéstico
histolégico de la EICH aguda (Lerner et al, 1974) y crénica (Shulman et al, 2015),
estos no son especificos y su interpretacion es observador-dependiente. Se ha
demostrado que las biopsias cutaneas rara vez alteran la decision terapéutica en
pacientes trasplantados que desarrollan exantema cutaneo (Barksdale et al, 1998;
Zhou et al, 2000). Basandose en estos datos, se ha sugerido que la practica rutinaria y
sistematica de biopsias en pacientes trasplantados, fuera del contexto de
investigacion, puede ser abandonada sin comprometer la seguridad del paciente (Zhou
et al, 2000; Nghiem, 2001).

6.5.2.En relacion a las caracteristicas de la EICH aguda y la EICH crénica

La comparacion de las caracteristicas histolégicas de la EICH aguda y croénica
tiene un interés clinico limitado debido a su distinta cronopatia y rasgos clinicos de
presentacion. No obstante, pudimos constatar algunas diferencias como una mayor
proporcion de acantosis e intensidad de vacuolizacion de la basal de la epidermis en la
EICH crénica comparado con la EICH aguda. Ademas, todas las biopsias de EICH
crénica tuvieron exocitosis de linfocitos en la epidermis comparado con el 68% de las
biopsias de EICH aguda. En la EICH crénica, la esclerosis colagena en la dermis fue
también mas abundante, con una mayor proporcion de casos con inflamacién
generalizada y mas intenso infiltrado en banda, asi como una mayor exocitosis de
linfocitos en el epitelio ecrino. No obstante, la ausencia de otras diferencias debe
interpretarse con cautela, ya que el niumero de biopsias estudiadas de pacientes con
EICH croénica fue relativamente escaso (n = 15) comparado con las de EICH aguda (n
= 56). En un estudio de consenso entre patélogos, manifestaron que la discriminacion
de las formas agudas y crénicas es un reto (Hillen et al, 2015) y que no es posible ni
relevante distinguir histolégicamente las formas de EICH aguda persistente,
recurrente, o de aparicién tardia, de la EICH crénica (Shulman et al, 2015). Aunque no
se conocen rasgos histologicos predictivos de EICH cronica subsecuente a EICH
aguda, en una serie pequefa de 10 pacientes con EICH aguda tardia, el 40%

presentaba caracteristicas histolégicas concomitantes de EICH crénica liquenoide.
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Estos pacientes tuvieron mayor riesgo de desarrollar EICH crénica completa (Bridge et
al, 2007).

6.5.3.En relacién al infiltrado inflamatorio en la EICH aguda, EICH croénica

y toxicodermias

Diversos estudios inmunohistoquimicos han caracterizado el fenotipo de las
células mononucleares que infiltran la piel en la EICH (Acevedo et al, 1991; Diamond
et al, 1995; Atkinson et al, 1986; Claudy et al, 1979; Nikaein et al, 1991; Volc-Platzer et
al, 1988; Kaye et al, 1984; Dreno et al, 1986; Lampert et al, 1981, 1982; Norton &
Sloane, 1994), mostrando que estas células son predominantemente linfocitos T, tanto
CD8* como CD4*, como en nuestro estudio. Los primeros se consideran la principal
célula efectora responsable de la EICH (Takata et al, 1993; Heldal et al, 2004). Los
linfocitos T CD4*, junto con los macrofagos y otras células mononucleares, son
responsables de la produccién de diversas citoquinas que ejercen un papel
fundamental en la patogénesis de la EICH (Nikaein et al, 1991; Norton & Sloane, 1994;
Norton et al, 1992; Rowbottom et al, 1993; Abhyankar et al, 1993; Norton et al, 1991).
A destacar el hallazgo en nuestro estudio de una mayor infiltracién linfocitaria CD4* y
TIA-1 en la EICH aguda y de CD4* y CD8* en la EICH crénica comparado con las

toxicodermias.

Un estudio de inmunohistoquimica en 19 biopsias de EICH mostré en los casos
de EICH aguda que las células predominantes en el infiltrado dérmico y de la
epidermis profunda eran linfocitos T que expresaban CD3, CD5, CD45R0O y HLA-DR
(Favre et al, 1997). A mayor gravedad de la EICH, observaron mas células CD3* en la
dermis, donde las CD4* predominaban sobre los CD8*. En cambio, la mayoria de los
linfocitos T intraepiteliales eran CD8* (Favre et al, 1997). En este estudio, solo se
observaron linfocitos CD56* (NK) en un caso de EICH grado 2 y estaban localizados
en la dermis papilar. Las células B fueron escasas en el infiltrado dérmico. En la
evaluacion de EICH crénica, encontraron un escaso infiltrado en la dermis, compuesto
por linfocitos, macrofagos y melandfagos. Las células predominantes fueron CD3*,
CD45R0O*, y HLA-DR*. Entre ellas, las CD4* fueron mas abundantes que las CD8*. No
encontraron NK ni células B. (Favre et al, 1997). Mas recientemente, se ha visto que
muchas células del infiltrado inflamatorio dérmico en casos de EICH aguda no tratada
eran en realidad macréfagos CD163* en lugar de linfocitos T. La presencia de

abundantes macréfagos se ha correlacionado con corticorresistencia y menor
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supervivencia (Nishiwaki et al, 2009), pero nosotros no pudimos confirmar este

hallazgo.

Como era de esperar, la expresion de linfocitos B en nuestro estudio fue
negativa en ambas formas de EICH y en las toxicodermias, ya que estas células no
tienen papel protagonista en la patofisiologia de estas entidades. Se cree que las
células Tregs, que promueven la inmunotolerancia, estan disminuidas en el contexto
de la EICH (Beres et al, 2012; Beres & Drobyski, 2013), pero en nuestro estudio no
encontramos diferencias en la proporcion de linfocitos Tregs FoxP3 entre la EICH

aguda, la EICH crénica y las toxicodermias.

El uso de la inmunohistoquimica en el diagnéstico diferencial de la EICH vy
toxicodermias es controvertido. Mientras algunos han encontrado poca utilidad
(Shulman et al, 2015; Esteban & Somlo, 1995; Piérard et al, 2013), otros la consideran
util para distinguir la EICH de otras condiciones (Wegner et al, 2021). Estos ultimos
encontraron una correlacion entre el numero de células T detectadas y la gravedad
histolégica de la EICH, de forma que los grados 1-2 mostraron un aumento, mientras
que los grados 2-3 y 3 contenian menos células T, lo que atribuyen al hecho de que
las lesiones mas graves tienen areas de epidermis ausente. La presencia de células
CD8* fue similar en los grupos SSJ/NET, exantema por farmacos y EICH, pero sélo en
la EICH la proporcion de células CD4* estaba significativamente aumentada. Ademas,
en la EICH aguda encontraron aumento de células NK CD56* en la dermis superficial,
lo que no se observo en el resto de los grupos de estudio. EI mayor niumero de células
NK se encontré en la EICH aguda grado 2. Estos autores concluyen que la EICH
aguda podria tener un infiltrado inflamatorio distintivo que podria ayudar al diagndstico
diferencial (Wegner et al, 2021). En sintesis, el uso aislado de la inmunohistoquimica
no es concluyente en el diagnostico de EICH, pero puede servir como herramienta
complementaria. El aumento de células T y NK en diferentes estudios sugiere un papel

especifico de estas células en la patogenia de la EICH.

6.5.4.Grado histolégico de la EICH segun la gravedad clinica

Solo un estudio previo sobre la utilidad de la biopsia en el manejo de pacientes
con exantema sospechoso de EICH ha valorado la correlacién entre la gravedad
clinica e histologica (Zhou et al, 2000). En este estudio, en consonancia con nuestros
resultados, se muestra que los hallazgos histolégicos no se correlacionaron con la

gravedad cutanea ni global de la EICH (Zhou et al, 2000). Los autores atribuyeron el
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hallazgo a la tendencia a realizar biopsias segun la gravedad del exantema, siendo
mas proclives a realizar biopsias en los casos moderados o severos (Zhou et al, 2000).
En nuestro caso, realizamos biopsias cutaneas de los exantemas independientemente

de la gravedad inicial, repitiéndola en casos con progresion clinica,

6.5.5.Patron de expresion de elafina en biopsias de EICH aguda, EICH

crénica y toxicodermias

En la Tabla 6.1 se resumen los rasgos de los escasos estudios disponibles,
incluido el nuestro, sobre la expresién de elafina cutanea en la EICH, aguda y cronica,

y en las toxicodermias.

A pesar de que en estos estudios encontraron sobreexpresion de la elafina en
las biopsias cutaneas de EICH, los hallazgos respecto a su utilidad para discriminar
entre EICH y otras causas de exantema fueron contradictorios. En el estudio de
(Paczesny et al, 2010) se define la positividad para elafina como la tinciéon de al menos
el 50% del grosor epidérmico, excluyendo la capa granulosa. En este estudio
compararon 10 biopsias de pacientes con EICH cutanea con 10 biopsias de pacientes
trasplantados que desarrollaron toxicodermias, encontrando que el 70% de las
biopsias de EICH cutanea eran positivos para elafina, mientras que ninguno de los
casos de toxicodermias fueron positivos. Al igual que el estudio anterior, (Mahabal et
al, 2018) encontraron que todas las biopsias de EICH (n = 16) expresaban elafina
epidérmica (con la misma definicion que el estudio anteriormente comentado) mientras
que ninguno de los 8 exantemas no atribuibles a EICH (toxicodermias = 4, exantema
viral = 1, eccema = 2, dermatitis seborreica n = 1) fue positivo. Curiosamente, los 3
casos de exantemas por sindrome de injerto si fueron positivos. A diferencia de los
dos anteriores y del nuestro, en el estudio de (Brliggen et al, 2015) los pacientes con
toxicodermias no eran pacientes trasplantados. En este estudio, los patrones de
elafina en la EICH aguda y crénica liquenoide mostraron un aumento de la expresion
mientras que no se detectd elafina o fue muy baja en la epidermis de la EICH crénica
esclerdtica (Briggen et al, 2015). En nuestro caso, debido al escaso tamafio muestral,
se analizaron todas las biopsias de EICH crénica en conjunto, sin distinguir entre EICH

cronica liquenoide o esclerotica.
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En nuestro estudio se evalud la expresion de elafina en la epidermis y a nivel
de la granulosa. Si bien se encontraron algunas diferencias significativas en el entre la
EICH aguda y cronica, la expresion de elafina no permitié diferenciar entre EICH
aguda y las toxicodermias. Cabe destacar que en todos los casos de toxicodermias el

patron en la epidermis fue homogéneo.

6.5.6.Asociaciéon de la intensidad de expresién de elafina con variables

histolégicas, el infiltrado inflamatorio y el prondstico

La asociacion de la intensidad de la expresion de elafina con la presencia de
queratinocitos atipicos en la EICH aguda y de hiperqueratosis en la EICH crénica
encontradas en nuestro estudio no han sido previamente reportadas. A nuestro
conocimiento, sélo el estudio de (Briiggen et al, 2015) analiz6é la asociacion de la
expresion de elafina epidérmica con otras variables histolégicas, encontrando que el
grosor epidérmico, asi como la intensidad del infiltrado inflamatorio se correlacionaron
con una expresion alta de elafina tanto en la EICH aguda como crénica, lo cual no se
ha reproducido en nuestro estudio. Ademas, mediante inmunofluorescencia
demostraron mayor expresién de elafina en areas de infiltrado inflamatorio prominente
en células T CD4* y CD8* y un aumento de células CD4* en la dermis de las biopsias
de EICH aguda con alta expresion de elafina. Las células T reguladoras CD4* FoxP3*
estaban practicamente ausentes en todas las biopsias. En nuestro estudio, en cambio,
no se encontré asociacion alguna entre la expresion de elafina y el infiltrado

inflamatorio.

En relacion al prondstico, la falta de asociacién de la intensidad de expresion
de la elafina cutanea con la MSR y la supervivencia observada en nuestro estudio
contrasta en cierto modo con lo reportado por (Bruggen et al, 2015), que observaron
un peor prondstico en los pacientes con EICH aguda y cronica liquenoide con

expresion alta de elafina cutanea.

La ausencia de asociacion de la intensidad de la expresién de la elafina con
otras variables histolégicas en las toxicodermias tampoco ha sido referida en la

literatura.
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6.6. A proposito del valor de la elafina plasmatica como biomarcador de EICH

cutanea

Tras los estudios pioneros del grupo de la Universidad de Michigan (Paczesny
2009,Paczesny 2010), la busqueda de biomarcadores que permitan anticipar el
diagnodstico y el prondstico de la EICH ha sido un objetivo que ha interesado en los
ultimos afos a diversos grupos, incluyendo al nuestro. Entre los biomarcadores
usados primariamente por el grupo de la Universidad de Michigan (IL-2Ra, TNFR1, IL-
8 y HGF) (Paczesny et al, 2009), seleccionaron la elafina plasmatica como el
biomarcador de EICH cutanea. Se trata de una proteina epitelial secretada por los
queratinocitos en respuesta a IL-1 y TNFa y estd practicamente ausente en la
epidermis humana normal, pero se encuentra también en varias enfermedades
inflamatorias de la piel, incluida la psoriasis (Alkemade et al, 1995). Inmediatamente
después, el grupo de la Universidad de Michigan decidi6 llevar a cabo un estudio
prospectivo para analizar especificamente el valor de la elafina plasmatica como
biomarcador de la EICH cutanea y el pronéstico en pacientes sometidos a alo-TPH
(Paczesny et al, 2010). Para ello, analizaron muestras de plasma de 492 pacientes
trasplantados entre 2000 y 2008, que fueron clasificadas en cuatro grupos: 1)
pacientes con EICH cutanea aislada (n = 159); 2) pacientes sin EICH (n = 223); 3)
pacientes con EICH gastrointestinal aislada (n = 57); y 4) pacientes con exantema
cutaneo no atribuible a EICH por criterios clinicos y/o histologicos (n = 53). No se
incluyeron en el analisis los pacientes que presentaron EICH simultaneamente en mas
de un drgano diana para evitar factores de confusion. Los niveles de elafina fueron
casi cuatro veces mas elevados en los pacientes con EICH cutanea que en los
pacientes con exantema “no EICH” (toxicodermias). Ademas, los niveles de elafina se
correlacionaron con la gravedad de la EICH cutéanea y global, y se observo una

asociacion con la MSR y la SG.

En el momento en que concebimos el proyecto de investigacién para esta tesis
doctoral, cuyo objetivo principal de estudio es la EICH, decidimos reproducir un estudio
prospectivo confirmatorio del valor de la elafina plasmatica reportado por el grupo de la
Universidad de Michigan antes comentado (Paczesny et al, 2010). En aquel momento,
ningun otro estudio habia confirmado o rechazado el valor de la elafina plasmatica
como biomarcador en este contexto. Sin embargo, en el tiempo transcurrido desde
entonces, ademas del presente estudio, unos pocos mas han analizado el valor de la
elafina plasmatica en contextos diversos, con metodologias variadas, objetivos

distintos y resultados en algunos aspectos contradictorios (Levine et al, 2015; Kanakry
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et al, 2017; Metafuni et al, 2017; George et al, 2021; Zewde et al, 2021). En la Tabla

6.2 se muestran los datos mas relevantes de estos estudios.
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Como puede observarse en la Tabla 6.2, los estudios son dificimente
comparables, ya que muestran una gran variabilidad no solo en aspectos
metodolégicos, como el tamafio muestral, el tipo de trasplante, la profilaxis de la EICH,
y el momento de la toma de muestras, sino también en los objetivos. Asi, mientras el
estudio de referencia de la Universidad de Michigan no incluyé TPH de donante
haploidéntico (Paczesny et al, 2010), el resto de los estudios si incluyeron esta
variedad de TPH, mayoritariamente usando CY-PT, e incluso uno de ellos sélo analizé
pacientes sometidos a esta modalidad de TPH y de profilaxis de la EICH (Solan et al,
2021). Esta variabilidad fue aun mas acusada en los puntos elegidos para las
muestras de valoracion de los niveles de elafina plasmatica. En un estudio las
muestras se tomaron en los dias +15 y +30 del TPH (Solan et al, 2021), en otro los
meses 1, 2, 6 y 12 (Kanakry et al, 2017), en otros dos se tomaron muestras basales
pre-TPH y al inicio del exantema (Levine et al, 2015; Kanakry et al, 2017; Metafuni et
al, 2017; George et al, 2021; Zewde et al, 2021), con muestras adicionales el dia +30 y
tras la resolucion del exantema en uno de ellos (Levine et al, 2015; Kanakry et al,
2017; Metafuni et al, 2017; George et al, 2021; Zewde et al, 2021). Cabe resaltar que
en el estudio de la Universidad de Michigan solo se valoraron las muestras tomadas al
inicio del exantema (Paczesny et al, 2010). Nuestro estudio fue, a este respecto, el
mas exhaustivo, ya que incluyé determinaciones basales, semanalmente las cuatro
primeras semanas, trimestralmente durante un afio y en el momento del exantema.
Desafortunadamente el elegante estudio multicéntrico reportado recientemente
(Zewde et al, 2021), que incluyé 528 pacientes del Mount Sinai Acute GVHD
International Consortium (MAGIC) tratados con corticosteroides por EICH cutanea
para determinar la utilidad de la elafina plasmatica como biomarcador prondstico, se
dice literalmente que se tomaron muestras en diversos momentos pos-TPH, pero no
se especifica la secuencia precisa. No obstante, los datos de este estudio indican que
los niveles de elafina sérica al inicio del tratamiento con corticosteroides para la EICH
aguda no predicen la MSR, la SG ni la respuesta al tratamiento. Resultados que
coinciden con lo observado en nuestro estudio, en el que la valoracion de los niveles
de elafina plasmatica en el momento del exantema (generalmente coincidente con el
inicio del tratamiento con corticoides) tampoco mostraron impacto significativo en la
MSR, SG ni en la recaida. Resultados que, a su vez, contradicen la asociacioén con la
MSR reportada por otros (Paczesny et al, 2010; Kanakry et al, 2017). Esta enorme
dispersion metodolégica, junto a la diversidad de objetivos ha determinado que los
resultados sean igualmente variados y controvertidos, dejando sin resolver

definitivamente el papel de los niveles de elafina plasmatica como biomarcador de
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EICH u otros criterios de valoracion (‘end points”) en el alo-TPH. Los resultados de
nuestro estudio tampoco han servido para determinar el papel de la elafina plasmatica,
por lo que su determinacion quedaria aun en el marco investigacional de la busqueda

de biomarcadores en el TPH, pero no en la rutina de seguimiento clinico.

El incremento significativo de los niveles de elafina plasmatica encontrado en
nuestro estudio en el dia +7, tanto en la serie global como en los diferentes tipos de
trasplante, excepto en el TSCU, no ha sido reportado en la literatura, ya que ninguno
de los estudios revisados incluye una toma de muestras tan precoz. Solo un estudio
dirigido a analizar la asociacion de biomarcadores de EICH aguda y de activacion
endotelial muestra niveles aumentados de elafina en el dia +7 (Nomura et al, 2017).
Podriamos especular que la elevacion precoz de la elafina, asi como de otros
biomarcadores, podria deberse al dafio del acondicionamiento en los tejidos,
principalmente en los epitelios cutaneo y gastrointestinal y en las células endoteliales
(He & Holtan, 2018), pero también por otras complicaciones del trasplante como
infecciones, enfermedad veno-oclusiva y toxicidad pulmonar (Chen & Cutler, 2019).
Por ultimo, la propia EICH podria ya estar presente subclinicamente en el dia +7,
produciendo un aumento de biomarcadores plasmaticos, manifestandose los sintomas

clinicos dias o semanas después (Hartwell et al, 2017).

6.7. A propésito de la recuperacion celular inmune postrasplante y su relacion
con la EICH.

El analisis de las poblaciones y subtipos linfocitarios fue realizado en un mismo
laboratorio, sin variaciones respecto a la metodologia y los reactivos utilizados, lo que
permiti una mayor homogeneidad de los resultados inmunofenotipicos.
Desafortunadamente, la pauta establecida para la toma de muestras para el analisis
de las poblaciones linfocitarias no se pudo llevar a cabo en todos los pacientes, en

gran parte debido a la morbimortalidad inherente al procedimiento del TPH.

En el andlisis global de los pacientes, todas las poblaciones linfocitarias
estudiadas mostraron un incremento progresivo significativo al cabo de un afo
postrasplante excepto los linfocitos Tregs. Segun lo descrito en la literatura, tras el
trasplante, los monocitos son las primeras células en injertar, seguido de los
granulocitos, plaquetas y células NK. Desde el momento del injerto (que usualmente
ocurre entre el dia 10 a 25 pos-TPH) la mayoria de subtipos de leucocitos se

normaliza rapidamente. El nimero de linfocitos aumenta rapidamente durante el
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primer mes pos-TPH y los recuentos de la mayoria de poblaciones (excepto para las
células T CD4") alcanzan valores normales en la mayoria de pacientes (Storek et al,
2008).

Segun el tipo de trasplante, en nuestro estudio la recuperacién de linfocitos T
fue mas rapida en el trasplante haploidéntico, seguido del de DHI, DNE y por ultimo el
TSCU. Lo mismo se observé para las poblaciones de linfocitos T CD4*y T CD8*. Es
conocido que la reconstitucion inmune se produce mas rapidamente en los trasplantes
de sangre periférica comparado con los de médula ésea. Esto se debe en gran medida
a que los injertos de sangre periférica contienen unas 10 veces mas linfocitos T y B
que los injertos de médula (Ottinger et al, 1996; Storek et al, 2001a). Por otro lado,
estudios previos han mostrado que la recuperacion de células T esta enlentecida en
los trasplantes de SCU (Thomson et al, 2000; Klein et al, 2001; Komanduri et al, 2007).
Por el contrario, las células B y NK parecen recuperarse rapidamente tras el trasplante
de SCU (Niehues et al, 2001).

En relacion con las poblaciones linfocitarias y el desarrollo de EICH aguda,
observamos que la reconstitucion de los linfocitos B fue mas rapida en los pacientes
que no desarrollaron EICH aguda, lo que concuerda con estudios previos
(Sarantopoulos et al, 2009; Storek et al, 2001b). También observamos que el momento
en que se detectaron diferencias en mas poblaciones linfocitarias entre los pacientes
con y sin EICH aguda fue a los 180 dias, con menor cantidad de linfocitos en el grupo
de pacientes con EICH aguda. En cambio, en relacion con el desarrollo de EICH
crénica, no encontramos diferencias significativas con los pacientes que no
desarrollaron esta complicacion, lo que contrasta con algunos estudios previos
(Bohmann et al, 2017; Storek et al, 1996; Storek et al, 2001b; (Storek et al, 2002). Asi,
Bohmann et al (2017) reportaron una elevacioén significativa de células T CD4* a los
tres meses del TPH en pacientes con EICH crdnica (sobre todo en la forma de
presentacion de novo), mientras que observaron una disminucién de estas células en
el tipo quiescente (Bohmann et al, 2017). En nuestro estudio, no se analizaron las
poblaciones linfocitarias segun el tipo de presentacion de la EICH crénica debido al
tamafo muestral. También Storek et al reportaron que la linfopoyesis de células T
CD8* esta influenciada principalmente por la EICH crénica y/o su tratamiento, siendo
menor en los pacientes con EICH crénica extensa (Storek et al, 2002). Asi mismo, la
reconstituciéon de células B estaria enlentecida en los pacientes con EICH crénica
(Storek et al, 1996), siendo esta y su tratamiento el principal factor influyente en la
linfopoyesis B (Storek et al, 2001b).
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Nuestra observacion de un mayor recuento de linfocitos Tregs a los 180 dias
en los pacientes sin EICH aguda, asi como una tendencia no significativa en el dia
100, concuerda con estudios previos (Nguyen et al, 2008; Taylor et al, 2002; Edinger &
Hoffmann, 2011). La relacion entre Tregs y EICH crénica es controvertida, habiéndose
reportado tanto aumentos como descensos de la poblacion Tregs en pacientes con
EICH cronica y ausencia de correlacion entre el numero de Tregs y la gravedad (Clark
et al, 2004; Perz et al, 2012; Matsuoka et al, 2010; Zorn et al, 2005; Bohmann et al,
2017). Nuestro estudio no pudo demostrar diferencias en esta subpoblacion de

linfocitos de acuerdo al desarrollo o no de EICH crénica.
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Conclusiones

Las conclusiones de este proyecto de Tesis Doctoral sobre el andlisis de la

EICH en pacientes adultos sometidos a alo-TPH son las siguientes:

1.

10.

11.

12.

Entre las causas de mortalidad en los pacientes sometidos a un alo-TPH, la EICH

es la mas frecuente (16%), después de la recaida (63%).

La incidencia acumulada de EICH aguda a los 100 dias fue del 62%, siendo 43% y

8% en las de grado II-IV y IlI-1V, respectivamente.

La inmensa mayoria de pacientes con EICH aguda presentaron la forma clinica
clasica (87%) y de grado | o Il (32% y 55%, respectivamente), con una distribucion

por igual de grados Il y IV (7% cada uno).

Con notable diferencia, la piel fue el 6rgano mas frecuentemente involucrado (93%),
seguido del tracto gastrointestinal y el higado, siendo los grados de severidad
cutanea 1y 2 los mas frecuentes (37% cada uno) y muy infrecuente el grado mas

extremo (un solo grado 4).

El unico factor de riesgo de EICH aguda identificado fue el tipo de trasplante segun
el tipo de donante, siendo el TSCU y el TPH haploidéntico los de mayor riesgo de
EICH aguda seguidos del DNE y DHI.

El desarrollo de una EICH aguda no tuvo un impacto significativo en la tasa de
recaidas, pero si lo tuvo en la MSR y en la SG, siendo particularmente notable en

los grados IlI-IV.

. En relacion con la EICH crénica, la incidencia acumulada a los 12 meses fue del

66%, siendo 42% y 11% moderada-grave y grave, respectivamente.

La gran mayoria de EICH croénica fue precedida de una EICH aguda (70%), siendo

la forma quiescente la mas comun (84%).

El sitio mas frecuentemente involucrado en la EICH cronica fue la mucosa oral,

seguido de la piel, el tracto gastrointestinal y el higado.

Las lesiones liquenoides orales, seguido del exantema cutaneo y las ulceras orales

fueron de lejos las lesiones mas frecuentemente observadas.

El dnico factor de riesgo de EICH cronica identificado fue la realizacion de un

trasplante previo, tanto autélogo como alogénico.

La EICH crénica tampoco tuvo un impacto significativo en la tasa de recaidas ni en

la MSR, pero se asocié con una mayor SG.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

En relacion con las caracteristicas histoldgicas, nuestros resultados no permiten

diferenciar entre EICH aguda o cronica y toxicodermias.

Los cambios histolégicos en la EICH crénica son mas manifiestos que en la EICH
aguda, con un infiltrado inflamatorio mas generalizado, mayor intensidad de

vacuolizacion de la capa basal y mayor proporcidén de acantosis.

Respecto al tipo de infiltrado inflamatorio, debemos destacar una mayor infiltracion
linfocitaria CD4* y TIA-1 en la EICH aguda y de CD4* y CD8* en la EICH cronica

comparado con las toxicodermias.

La proporcion de linfocitos Tregs en la EICH aguda, EICH crénica y toxicodermias
fue similar, mientras que la presencia de eosindfilos en la dermis y epidermis es
mas caracteristico de las toxicodermias. Los hallazgos histoloégicos no se

correlacionaron con la gravedad cutanea ni global de la EICH.

El patron de expresion de la elafina cutanea no mostré diferencias significativas
entre la EICH aguda y las toxicodermias. En cambio, el patrén homogéneo en la
epidermis observado en las toxicodermias fue significativamente diferente al patrén

de la EICH crénica.

La expresion de elafina cutdnea no mostré utilidad para predecir gravedad o

prondstico en términos de MSR y SG.

La monitorizacion de los niveles de elafina plasmatica no permitié predecir el
desarrollo de EICH aguda o crénica, ni se correlacioné con la gravedad cutanea,
por lo que parece no ser Util como biomarcador para el diagndstico o el prondstico
de EICH.

La recuperacion inmune pos-TPH fue mas rapida en el TPH haploidéntico y mas
lenta en el TSCU. La EICH aguda afectdé principalmente a la reconstitucion de los
linfocitos B, mientras que no observamos repercusidon en las poblaciones

linfocitarias en los pacientes con EICH crénica.

Un aumento de linfocitos Treg a partir del dia 100 parece ser un factor protector de
EICH aguda.

Aunque la reciente implementacién desde 2017 de una estrategia de prevencion de
la EICH basada en CY-PT ha resultado muy eficaz y ha supuesto una mejora
significativa de las tasas de EICH, MSR y SG, la investigacion orientada al
diagnéstico precoz y mayor precision en el pronéstico de la EICH, asi como a una

mayor eficacia en su prevencion y tratamiento continlan siendo una prioridad.
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Anexo 1. Informe del CEIB del HUiP La Fe

VALENCIANA VALENCIANA

DE SALUT i
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GENERALITAT @ AGENCIA La Fe

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguaz Capallan, Secretario del Comité Eiico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario v Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Qe este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 15 de diciembre de 2015, al
Proyecto de Investigacian titulado “CARACTERIZACION CLINICA, HISTOLOGICA Y
BIOLOGICA DE LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESPED CUTANEA
AGUDA Y CRONICA.", con n® de registro 201 5/0369.

Cue diche provecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacidn biomédica
con sujetos humanos y es viable an cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, ete, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacion al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Provecto de Investigacién que serd realizado en el Hospital Universitario v Politdcnico
La Fe por la solicitante Dfia. PAULA MOLES POVEDA como Investigadar Principal,
siendo el Investigador Responsable el Dr. MIGUEL ANGEL SANZ ALONSO y el Tutor
el Dr. JAIME SANZ CABALLER.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. JOAN SALOM SANVALERC (Unidad de Circulacidn Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA ZAMORA (Hematologia)

Secretario:
. SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN {Asesor juridico)

Miembros:

Dr. SALVADOR ALINO PELLICER (Catedrético Farmacdlogo Clinice)

Dr, LUIS ALMENAR BOMET (Cardiologia)

Dra. ESTHER ZORIO GRIMA (Cardiclogia)

Dra. BELEM BELTRAM MICLOS (Madicina Dipestiva)

Dra. INMACULADA CALVO PEMADES (Reumaiologia Pediatrica)

Dr, JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL (Director de Investigacin)

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHOMN MOLINER (Irwestigadora del Grupo Acreditado an
Hepatologia Expearimental)

Dr, JOSE LOPEZ ALDEGUER (Enfermedaces Infecciosas)

Dr. JAVIER PEMAN GARCIA (Investigador del Grupe Acreditado multidisciplinar para el estudio
de la Infeccidn Grave)

Dr. ALFREDO PERALES MARIN (Jefa de Servicio - Obstetricia)

Dra. PILAR SAENZ GONZALEZ (Meonatologia)

Dr, MELCHOR HOYOS GARCIA ()

Dra, BEGONA POLO MIQUEL (Gastroenterologia Pedidtrica)

Dr. ISIDRO VITORLA MINANA (Pediatria)

Dra. EUGENIA PAREJA IBARS (Unidad de Cirugia y Trasplante Hepatico)
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Anexo 2. Consentimiento Informado para pacientes.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Wersidn de la HIF: 4 Fecha de la version: 23M11/2015

Investigador Principal:
Miguel Angel Sanz Alonso. Jaime Sanz Caballer. Servicio de Hematologia.

CENTRO: Hospital Universitar i Politécnic La Fe
Titulo del proyecto de investigacion: Caracterizacion clinica, histoldgica y bioldgica de
la enfermedad de injerio confra huésped cufanea aguda y cronica.

1. INTRODUCCION:

Mos dirgimos a usted para informarle sobre un estudio en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Biomédica
del Hospital Universitario y Politécnico la Fe.

Muestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacidn. Ademas, puede consultar con las personas que
considere oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber gue su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar y retirar el consentimiento en cualguier momento, sin que por ello se altere la
relacidn con su médico ni se produzea perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El presente estudio tiene por objetivo caracterzar la enfermedad injerto contra
huésped cutanea y estudiarla a cuatro niveles: 1- clinico (forma de afectacion de la
piel, extensidn y gravedad), 2- histoldgico (estudio microscopico de la piel), 3- bioldgico
(presencia de marcadores en sangre y en piel) 4- ecografico. Este estudio pretende
ampliar nuestro conocimiento sobre la enfermedad injerto contra huésped cutanea con
el objetivo de mejorar nuestra capacidad de diagnostico y tratamiento en estos
pacientes, intentando determinar nuevos marcadores que nos ayuden a manejar mejor
la enfermedad y ayudar en &l descubrimiento de posibles nuevos farmacos.

Se estudiaran todos los pacientes que reciban un trasplante hematoldgico a lo largo de
dos afios consecutivos. La duracion del presente estudio es de tres anos, aunque cada
paciente se estudiard durante un periodo de un afio (desde antes del trasplante hasta
un afo después del mismo). Calculamos que el total de pacientes trasplantados sera
de 120. Asimismo se incluirdn 20 pacientes con otras patologias cutaneas similares
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pero que no hayan sido trasplantados para poder comparar ambos grupos (controles).
Las visitas de los pacientes trasplantados se realizaran en la sala de hospitalizacion de
Hematologia v en las consultas externas de Dermatologia segin la situacion de cada
paciente. Se tomardn muestras de sangre y de piel para su diagnéstico y estudio. Las
muestras de sangre se extraeran, coincidiendo con el resto de analiticas rutinarias,
previamente al trasplante, semanalmente durante el primer mes, y los dias 100, 180 y
365 tras el trasplante. Se tomara una muestra de piel bajo anestesia local en caso de
presentar afectacion de la piel, asi como una ecografia cutanea.

El sujeto que participe en el estudio tiene la obligacion de notificar cualquier
acontecimiento adverso relacionado con el procedimiento. Este estudio no modifica de
ninguna manera el tratamiento del sujeto.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

De la participacidn en el estudio el sujeto no obtendra ningdn beneficio directo. Los
beneficios esperados para el sujeto y para la sociedad se obtendran tras la finalizacion
del estudio para futuros pacientes que desarrollen la enfermedad.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:

Este estudio no modifica de ninguna manera el tratamiento del sujeto que participe en
el estudio.

6. N° DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO:

En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafos relacionados
con &l mismo, contactar con el médico del estudio Dra. Molés en el nimero de teléfono
961244286.

7. CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesidn de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes, se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13
de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacidn mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacién, oposicidn y cancelacion de datos, para lo cual deberd dirgirse a su
medico del estudio. Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante
un codigo y sdlo su médico del estudio o colaboradores podran relacionar dichos datos
con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a
persona alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requermiento legal.

S&lo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que
en ningln caso contendran informacion que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad social, etc... En el caso de
que se produzca esta cesion, serd para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la
legislacion vigente en nuestro pals.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Efico de Investigacion Biomédica y personal
autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y
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procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacion vigente. El acceso a su historia clinica ha de ser
sdlo en lo relativo al estudio. El responsable del registro de los datos en la Agencia
Espafiola de Proteccion de Datos es la Conselleria de Sanidad.

Las muestras bioldgicas (sangre y piel) seran criopreservadas y custodiadas por el
Biocbanco de la Fe durante aproximadamente un afio. Posteriormente se recuperaran y
sg procedera a su estudio.

8. COMPENSACION ECONOMICA:

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo, por
lo que su participacion en éste no le supondra ningln gasto. Usted no recibira ninguna
COMPENnsSacion economica por la participacion en este estudio.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualquier nueva informacion referente a los farmacos utilizados en el estudio que se
descubra durante su paricipacion y que pueda afectar a su disposicién para participar
en &l estudio, le serd comunicada por su médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se afiadira
ningdn dato nuevo a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las
muestras identificables previamente obtenidas para evitar la reslizacion de nuevos
analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad,
por cualguier acontecimiento adverso que se produzca por la mediacidn en estudio o
porque consideren que usted no esta cumpliendo con los procedimientos establecidos.
En cualquiera de los casos, usted recibira una explicacion adecuada del motivo por el
gue se ha decidido su retirada del estudio.

El promotor podra suspender el estudio siempre y cuando sea por alguno de los
supuestos contemplados en la legislacion vigente.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuasto. Cuando acabe su participacion
recibird el mejor tratamiento disponible y gue su médico considere el mas adecuado
para su enfermedad.
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Anexo 3. Consentimiento Informado para pacientes del grupo control.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
(GRUPO DE CONTROL)

Version de la HIP: 1 Fecha de la version: 23/11/2015

Investigador Principal:
Miguel Angel Sanz Alonso. Jaime Sanz Caballer. Servicio de Hematologia.

CENTRO: Hospital Universitar i Politécnic La Fe
Titulo del proyecto de investigacion: Caracterizacion clinica, histoldgica y bioldgica de
la enfermedad de injerto contra huésped cutdnea aguda v cronica.

1. INTRODUCCION:

Mos dirgimos a usted para informarle sobre un estudio en el gue se le invita a
participar como sujeto control. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico la Fe.

Muestra intencion es tan sdlo que usted reciba la informacion comrecta y suficiente para
gue pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencidn y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacidn. Ademas, puede consultar con las personas gue
considere oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar y retirar el consentimiento en cualguier momento, sin que por ello se altere la
relacion con su médico ni se produzea perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El presente estudio, del que Ud. participa como sujeto control, tiene por objetivo
caracterizar la enfermedad injerto contra huésped cutdnea gue es una de las
complicaciones mas importantes que sufren los pacientes que reciben un trasplante de
progenitores hematopoyéticos. Para ello, se estudiara a cuatro niveles: 1- clinico
(forma de afectacidn de la piel, extension y gravedad), 2- histolégico (estudio
microscopico de la piel), 3- bioldgico (presencia de marcadores en sangre y en piel) 4-
ecografico. Este estudio pretende ampliar nuestro conocimiento sobre la enfermedad
injerto contra huésped cutanea con el objetivo de mejorar nuestra capacidad de
diagnostico y ftratamiento en estos pacientes, intentando determinar nuevos
marcadores gque nos ayuden a manejar mejor la enfermedad y ayudar en el
descubrimiento de posibles nuevos farmacos.

Se estudiaran todos los pacientes que reciban un trasplante hematolégico a lo largo de
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dos afos consecutivos. La duracidn del presente estudio es de tres afos, aunque cada
paciente se estudiard durante un periodo de un afo (desde antes del trasplante hasta
un ano después del mismo). Calculamos que el total de pacientes trasplantados sera
de 120. Asimismo se incluirdn 20 pacientes en el grupo control. Este grupo estara
conformado por 2 subgrupos. Subgrupo 1: 10 pacientes con clinica cutanea similar a
la enfermedad de injerto contra huésped (5 como controles de |a forma aguda y S de la
forma cronica) pero gue no hayan recibido un trasplante hematologico. Subgrupo 2:
10 pacientes trasplantados que no hayan desarrollado clinica cutanea (5 en el dia 100
post-trasplante como controles de enfermedad aguda y 5 en el dia 180 post-trasplante
como controles de enfermedad crdnica).

A los pacientes del subgrupo 1 se les exiraerd una dnica analitica antes del
tratamiento de su patologia cutanea y se realizara una biopsia cutanea, ambas
coincidiendo con las de rutina. Se destinara 4 mm de la biopsia de piel y una fraccion
de la muestra de sangre para el presente estudio.

A los pacientes del subgrupo 2 se les realizara una biopsia de piel sana mediante un
punch de 4 mm. Esta es |a Gnica prueba que se realizara de manera extraordinaria por
su participacion en el estudio. El resto de pruebas se realizan de manera rutinaria. Los
riesgos derivados de dichas pruebas son minimos, limitandose a posible dolor,
sangrado, hematoma, infeccidn local y cicatriz en la zona de |a biopsia.

El sujeto que participe en el estudio tiene |a obligacion de notificar cualquier
acontecimiento adverso relacionado con el procedimiento. Este estudio no modifica de
ninguna manera &l tratamiento del sujeto.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

De la participacidn en el estudio el sujeto no obtendra ningdn beneficio directo. Los
beneficios esperados para el sujeto y para la sociedad se obtendran tras la finalizacion
del estudio para futuros pacientes que desarrollen la enfermedad.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:

Este estudio no modifica de ninguna manera el tratamiento del sujeto que participe en
el estudio.

6. N* DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO:

En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafios relacionados
con el mismo, contactar con &l médico del estudio Dra. Molés en el nimero de teléfono
961244288,

7. CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesidn de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes, se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 151999, de 13
de diciembre de proteccion de datos de cardcter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicién y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
medico del estudio. Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante
un cadigo y solo su médico del estudio o colaboradores podran relacionar dichos datos
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con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a
persona alguna salvo excepcionas, en caso de urgencia médica o requermiento legal.

Sdlo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que
en ningdn caso contendran informacion que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccidn, n” de la seguridad social, etc... En el caso de
gue se produzca esta cesion, serd para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la
legislacidn vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Efico de Investigacion Biomédica y personal
autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacion vigente. El acceso a su historia clinica ha de ser
sdlo en lo relativo al estudio. El responsable del resgistro de los datos en la Agencia
E=spafniola de Proteccidn de Datos es la Conselleria de Sanidad.

Las muestras bioldgicas (sangre y piel) seran criopreservadas y custodiadas por el
Biobanco de la Fe durante aproximadamente un afo. Posteriormente se recuperaran y
s& procederd a su estudio.

8. COMPENSACION ECONOMICA:

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo, por
lo que su participacidn en éste no le supondra ningdn gasto. Usted no recibird ninguna
compensacion economica por la participacion en este estudio.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualguier nueva informacion referente a los farmacos utilizados en el estudio que se
descubra durante su participacion y que pueda afectar a su disposicidn para participar
en &l estudio, le sera comunicada por su médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se afadira
ningdn dato nuevo a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las
muestras identificables previamente obtenidas para evitar la realizacion de nuevos
analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad,
por cualquier acontecimiento adverso que se produzca por la mediacion en estudio o
porque consideren que usted no esta cumpliendo con los procedimientos establecidos.
En cualquiera de los casos, usted recibird una explicacidn adecuada del motivo por el
gue se ha decidido su retirada del estudio.

El promotor podra suspender el estudio siempre y cuando sea por alguno de los
supuestos contemplados en la legislacion vigente.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participacion
recibira el mejor tratamiento disponible y que su médico considere el mas adecuado
para su enfermedad.
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Anexo 4. Protocolo del inmunoensayo ELISA para deteccion de elafina

plasmatica.

Para la realizacién del inmunoensayo se utilizé el kit DuoSet® ELISA Human
Trappin-2/Elafin de R&D Systems (Abingdon, UK). El protocolo seguido se describe a

continuacion.

Tapizado: se afadieron 100uL de una dilucion del anticuerpo de captura
especifico para elafina con PBS (a la concentracion establecida por el fabricante) en
los pocillos de una microplaca de ELISA de 96 pocillos previamente identificada (R&D
systems; Minneapolis, EEUU). Se incubaron las microplacas durante 12 a 18 horas a

TA. A continuacién se lavaron los pocillos con 400uL de la solucién de lavado 3 veces.

Bloqueo: se bloqued el anticuerpo de captura afiadiendo 300uL de Reagent
Diluent incubando la microplaca durante 1 hora a TA. A continuacion se lavaron los

pocillos con 400uL de la solucién de lavado 3 veces.

Adicion _de las muestras y curva estandar: se agregaron 100uL de las

muestras de plasma diluidas con Reagent Diluent, por duplicado. Como control
positivo se prepard y agregé una curva estandar decreciente de elafina con las
siguientes concentraciones: 2000pg/ml, 1000pg/ml, 500pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml y 0 pg/ml (Reagent Diluent). Se incubaron las microplacas
durante 2 horas a TA. A continuacion se lavaron los pocillos con 400uL de la solucién

de lavado 3 veces.

Adicion del anticuerpo de deteccidn: se agregaron 100uL de una dilucion del

anticuerpo de deteccién con Reagent Diluent (como establecido por el fabricante).
Este anticuerpo es especifico para elafina y estd marcado biotina. Se incubaron las
microplacas durante 2 horas a TA. A continuacion se lavaron los pocillos con 400uL de

la solucién de lavado 3 veces.

Adicién estreptavidina-peroxidasa: Se agregaron 100uL de una dilucion de

estreptavidina-peroxidasa que se incubo en la oscuridad durante 20 minutos a TA. La

estreptavidina se une a la biotina (

Figura 4.3). A continuacién se lavaron los pocillos con 400uL de la solucion de

lavado 3 veces.
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Adicion _del sustrato: se afadieron 100uL del substrato de la peroxidasa

(mezcla 1:1 de peréxido de hidrogeno y tetrametilbencidina), incubando las

microplacas durante 20 minutos en la oscuridad a TA.

Lectura de la densidad dptica: se afiadieron 50uL de la solucion stop (acido

sulfurico) para detener la reaccién e inmediatamente se determiné la absorbancia de

cada pocillo utilizando un lector de microplacas a 450nm.

294



Documentos anexos

1.

4.

Anexo 5. Publicaciones derivadas de este proyecto.

Sclerodermatous Chronic Graft-versus-Host Disease Treated
with Imatinib: A Dermatological Perspective. Molés-Poveda P, Montesinos
P, Sanz-Caballer J, de Unamuno B, Pifiana JL, Sahuquillo A, Botella-Estrada R.
Actas Dermosifiliogr. 2018 Apr;109(3):241-247.

Rehabilitation Interventions in the Multidisciplinary Management of
Patients with Sclerotic Graft-Versus- Host Disease of the Skin and Fascia.
Paula Molés-Poveda, Leora E. Comis, Galen O. Joe, Sandra A. Mitchell,
Dominique C. Pichard, Rachel K. Rosenstein, Beth Solomon, Steven Z.
Pavletic, Edward W. Cowen. Archives-pmr. 2020.
https://doi.org/10.1016/j.apmr.2020.10.141.

Ruxolitinib in Refractory Acute and Chronic Graft-versus-Host Disease: a
Multicenter Survey Study. Virginia Escamilla Gémez, Valentin Garcia-
Gutiérrez, Lucia Lopez Corral, Irene Garcia Cadenas, Ariadna Pérez Martinez,
Francisco J. Marquez Malaver, Teresa Caballero-Velazquez, Pedro A.
Gonzalez Sierra, Maria C. Viguria Alegria, Ingrid Parra Salinas, Cristina
Calderéon Cabrera, Marta Gonzalez Vicent, Nancy Rodriguez Torres, Rocio
Parody Porras, Christelle Ferra Coll, Guillermo Orti, David Valcarcel Ferreiras,
Rafael De la Camara LLanza, Paula Molés, Kyra Velazquez-Kennedy, Maria
Jodo Mende, Dolores Caballero Barrigon, Estefania Pérez, Rodrigo Martino
Bofarull, Silvanna Saavedra Gerosa, Jorge Sierra, Marc Poch, Maria T. Zudaire
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Anexo 6. Comunicaciones derivadas de este proyecto.

. Enfermedad de injerto contra huésped resistente a varias lineas de
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Zaragoza, del 1 al 4 de junio de 2016.

. Refractory Acute Graft versus Host Disease Treated with Extracorporeal
Photopheresis. Paula Molés-Poveda, Jaime Sanz Caballer, Blanca de
Unamuno Bustos, Antonio Sahuquillo Torralba, Anaid Calle Andrino, Jenifer
Piqueras Garcia, Ignacio Torres Navarro, Begona Escutia Mufioz, Rafael
Botella Estrada. 72 Annual Meeting of the American Academy of

Dermatology. Orlado, del 3 al 7 de marzo de 2017.
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leucemia cutis y revision clinica. Monica Bauza, Nohelia Rojas Ferrer, Astrid
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Vera Sempere. XXVIII Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de
Anatomia Patologica, la Sociedad Espaiola de Citologia y la Sociedad

Espafiola de Patologia Forense. Valencia, del 24 al 26 de mayo de 2017.

. Lymphoid populations and regulatory T cells after allogenic stem cell
transplantation and correlation with chronic cutaneous graft versus host
disease. Paula Molés-Poveda, Lourdes Cordéon, Amparo Sempere, Carlos
Castera, Felipe Casanova, Miguel Angel Sanz, Rafael Botella-Estrada, Victoria
Fornés, Jaime Sanz. XV Congreso Sociedad Ibérica de Citometria. Lisboa,
del 25 al 27 de mayo de 2017.

. Leucemia cutis como primera manifestacion de recurrencia post
trasplante de progenitores hematopoyéticos. Paula Molés Poveda, Jaime
Sanz Caballer, Nohelia Rojas, Blanca de Unamuno Bustos, Antonio
Sahuquillo, Anaid Calle, Jennifer Piqueras, Rafael Botella Estrada. 45
Congreso Nacional de la Academia Espanola de Dermatologia y
Venereologia. Madrid, del 10 al 13 de junio de 2017.
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Estudio de la eficacia del imatinib en la enfermedad de injerto contra
huésped créonica en una serie de 19 casos. Molés-Poveda Paula, Pifana
José Luis, Navarro Mirra Miguel Angel, Pujol Conrad, Escutia Begofia, Botella-
Estrada Rafael, Lorenzo José Ignacio, Montoro Juan, Sanz Caballer Jaime. LIX
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Trombosis y Hemostasia. Malaga del 26 al 28 de octubre de 2017.

Caracterizacion morfolégica de las biopsias cutaneas en la EICH: estudio
del infiltrado inflamatorio y la expresion de elafina. Paula Molés Poveda,
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Caracterizacion morfologica de las biopsias cutaneas en la EICH: estudio
del infiltrado inflamatorio y la expresion de elafina. Paula Molés Poveda,
Empar Mayordomo Aranda, Jaime Sanz Caballer, Blanca de Unamuno Bustos,
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