VN IVEPGI DAD
P SALAMANCA

Departamento de Medicina

TESIS DOCTORAL

CELULAS STEM MESENQUIMALES EN EL TRASPLANTE ALOGENICO DE
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS:
ANALISIS DE LA EXPERIENCIA CLINICA DE LA UNIDAD DE PRODUCCION
CELULAR DEL COMPLEJO ASISTENCIAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA
(2009-2018)

Directores
Dr. Fermin Sanchez-Guijo Martin

Dra. Eva Maria Villaron Rios

ooo°

Uy
M oo A&oj IBSM—“‘;%

~ ) Instituto de Investigacio, o
\' Ni\- E P\Sil)—\l) Biomédica de Salamancaao °

P SALAMANCA
1218~2018

Alvaro Veiga Vaz

Salamanca, 2020






."g-

VNiVERSiDAD
P SALTAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

D. Fermin Sanchez-Guijo Martin

Profesor Asociado del Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca (USAL)
y responsable del Area de Terapia Celular del Servicio de Hematologia del Complejo

Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA).

Certifico:

Que el presente trabajo titulado “Células Stem Mesenquimales en el trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos: andlisis de la experiencia clinica de la Unidad de
Produccidn Celular del Hospital Universitario de Salamanca (2009-2018)”, realizado por D.
Alvaro Veiga Vaz, bajo mi direccién retine, a mi juicio, las condiciones de originalidad

requeridas para optar al grado de Doctor por la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste, firmo la siguiente certificacion en Salamanca, a 26 de

noviembre de 2020.

Firmado: Dr. Fermin Sanchez-Guijo Martin






VNiVERSiDAD
P SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

D2. Eva Maria Villaron Rios

Investigadora postdoctoral del Area de Terapia Celular del Servicio de Hematologia del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA).

Certifico:

Que el presente trabajo titulado “Células Stem Mesenquimales en el trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos: analisis de la experiencia clinica de la Unidad de
Produccidn Celular del Hospital Universitario de Salamanca (2009-2018)”, realizado por D.
Alvaro Veiga Vaz, bajo mi direccién retne, a mi juicio, las condiciones de originalidad

requeridas para optar al grado de Doctor por la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste, firmo la siguiente certificacion en Salamanca, a 26 de

noviembre de 2020.

Firmado: Dra. Eva Maria Villaréon Rios






“Twenty years from now you will be more disappointed by

7

the things that you didn't do than by the ones you did do

Mark Twain

(1835-1910)






AGRADECIMIENTOS

Resulta dificil mencionar en pocas lineas a todas las personas, que, de una forma u otra,
han contribuido a la realizacidén de este trabajo. Cada una de ellas ha aportado su granito

de arena en formas diversas, ensefianzas, motivacion, apoyo, dedicacion.

Al Dr. Fermin Sanchez-Guijo por su paciencia y dedicacion constante. Gracias por darme
esta oportunidad, por la confianza depositada en todo momento. Me abriste de par en
par las puertas del mundo de la investigacion, me acogiste, y me guiaste en este

apasionante viaje.

A la Dra. Eva Villaréon por sus ensefianzas en el campo de la terapia celular. Siempre has
estado disponible a invertir cualquier instante de tiempo para dedicarmelo, para resolver

mis dudas, para apoyarme y motivarme.

A la Dra. Miriam Lépez-Parra, mas que un apoyo, el poder compartir tiempo y trabajo con
una amiga. Si se presentaba una duda estabas ahi, si necesitaba un consejo volvias a

estar, si precisaba dnimos en momentos bajos siempre aparecias. Mil gracias.

A la Dra. Dolores Caballero por sus ensefianzas en el mundo del trasplante. Contigo a la
cabeza de un gran equipo de personas, que de cada cual, por su dedicacion y entrega he

aprendido y he mejorado.

A la Dra. Consuelo del Cafiizo y al Dr. Marcos Gonzalez que han liderado durante mis afios
en Salamanca a todo el equipo de Hematologia. Me brindasteis la oportunidad de dar mis
primeros pasos como hematdlogo, me guiasteis en el camino de la mejor forma posible, y
habéis logrado gracias a vuestro trabajo, esfuerzo y paciencia que hoy sea el especialista

que soy.

A mis comparieras de viaje hematoldgico en Salamanca, Mdnica y Nerea. No es sencillo
describir con palabras lo que habéis sido para mi esos cuatro afios, lo sabéis, no os lo

describo, me seguiréis sufriendo siempre.

A mi Familia Salmantina, que siempre habéis estado ahi, en los buenos y malos
momentos, a la hora de ahogar penas o compartir alegrias. A todos, y cada uno de

vosotros mil gracias.



A la Dra. Teresa Molero y a todo el equipo de Hematologia del Hospital Dr. Negrin de
Gran Canaria. Me ofrecisteis la posibilidad de continuar mi viaje con vosotros, con los
brazos abiertos, y siempre con la mano tendida a ayudar en lo que uno necesitase.

Mejoro con vosotros dia a dia.

Al Dr. Carlos Rodriguez, al cual considero un modelo en el cual reflejarme para seguir
mejorando, pero que jamas se lo diré. Un placer poder trabajar cada dia a su lado, y

seguir creciendo.

A Maria Cortés, gracias por invertir tu tiempo, siempre a disposicién, para aprender con
tus lecciones magistrales de estadistica. Con tu gran ayuda hemos podido mejorar

increiblemente este trabajo.

A mis principales pilares a lo largo de todos estos afios, sois una parte imprescindible.
Vuestro apoyo incondicional, vuestros consejos, vuestro carifio, vuestra amistad. Samy,
Kike, Telenti, Dani, Pablo, Nacho, Pelayo, Pollo, Valle, Pablo, Adridn, Joan y Marcos. Me

guedo sin palabras de agradecimiento hacia vosotros.

A ti May, por acompafarme, animarme, mimarme y cuidarme en cada uno de los dias.
Por el tiempo que este trabajo nos impidid pasar juntos, pero ya se acabd, y ahora eses

momentos son para ti.

A mis padres, a mis hermanos, a toda mi familia, que somos unos cuantos. Muchas
gracias por la educaciéon que he recibido, de ensefarme a esforzarme, a trabajar duro
para lograr lo que te propongas, al carifio recibido y el que recibiré. Este trabajo también

es un logro vuestro. Estemos orgullosos juntos.









ABREVIATURAS

AEMPS
Alo-TPH
Auto-TPH
AIR
AMA
ATG
BAFF
BCR

BO
CAUSA
CD

CE
CFU-F
CMN
cMV
CPA
CsA
MSC

Cy

DAMPs

DE
DMSO
DnE
EBMT
EICR
EPO
FAE

G-CSF

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
Trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos
Acondicionamiento de intensidad reducida

Acondicionamiento mieloablativo

Globulina antitimocitica

Factor activador de célula B (del inglés B-cell activating factor)
Receptor de célula B (del inglés B cell receptor)

Bronquiolitis obliterante

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca

Antigenos de diferenciacion (del inglés Cluster of Differentiation)
Corticoesteroides

Unidades formadoras de colonias fibroblasticas

Células mononucleadas

Citomegalovirus

Células presentadoras de antigenos

Ciclosporina

Células stem mesenquimales (del inglés Mesenchymal Stem Cells)
Ciclofosfamida

Patrones moleculares asociados a dafo (del inglés damage-associated molecular
patterns)

Donante emparentado

Dimetil sulféxido

Donante no emparentado

European Group for Blood and Marrow Transplantation
Enfermedad injerto contra receptor

Eritropoyetina

Fotoaféresis extracorpérea

Factor estimulante de colonias granulociticas



Gl

GM-CSF

GMP

HGF

HLA

IBMTR

ICT

IDO

IFN

ILD

IMC

ISCT

JAK

LB

LLA

LLC

LMA

LMC

LNH

LT

MEM

MMF

mTOR

MO

MTX

NK

Gastrointestinal

Factor estimulante de colonias de macréfagos

Normas de correcta fabricacion (del inglés Good Manufacturing Practice)
Factor de crecimiento de hepatocitos

Antigenos leucocitarios humanos (del inglés Human Leukocyte Antigen)
International Blood and Marrow Transplant Research
Irradiacién corporal total

Indoleamina dioxigenasa

Interferén

Inmunoglobulina

Interleucina

Infusion de linfocitos del donante

indice de masa corporal

Inmunosupresor

International Society for Cellular Therapy

Janus quinasa

Linfocitos B

Leucemia linfobldstica aguda

Leucemia linfdtica crénica

Leucemia mieloblastica aguda

Leucemia mieloide crénica

Linfoma no Hodgkin

Linfocitos T

Medio minimo esencial (del inglés Minimum Essential Medium)
Micofenolato mofetilo

Diana de rapamicina en células de mamifero (del inglés mammalian target of
rapamycin)

Médula 6sea
Metotrexate

Natural Killer



NIH

NOD-R

ONT
RC
RG
RP

PAMPs

PD
PDGF
PEI
PGE
Scu
SG
SMD
SP
Sv
TCR
TGF
Th
TNF
TPO
Treg
UPC

USAL

National Institutes of Health

Dominio de oligomerizacion por unidn de nucledtidos (del inglés nucleotide-
binding oligomerization domain—like receptors)

Organizacion Nacional de Trasplantes
Respuesta (s) completa (s)

Respuesta (s) global (es)

Respuesta (s) parcial (es)

Patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés pathogen-associated
molecular patterns)

Ligando de muerte programas (del inglés Programmed Death)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Producto en investigacién

Prostaglandina

Sangre de cordén umbilical

Supervivencia global

Sindrome mielodisplasico

Sangre periférica

Supervivencia

Receptor de célula T (del inglés T-Cell Receptor)
Factor de crecimiento transformante

Linfocito T helper

Factor de necrosis tumoral

Analogo del receptor de la trombopoyetina
Linfocitos T reguladores

Unidad de Produccién Celular

Universidad de Salamanca






LISTA DE TABLAS

Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 18.

Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.

Avances en el trasplante a lo largo de los afios.
Caracteristicas de la EICR en aguda y crénica.
Gradacion de la afectacion por drganos de la EICR aguda.

Gradacioén de la afectacidn global de la EICR aguda. Glucksberg 1974. Modificacion
de 1995.

Gradacion de la afectacidon global de la EICR aguda: International Blood and
Marrow Transplant 1997.

Gradacion clasica de la EICR crénica.

Criterios diagndsticos: sintomas y signos de la EICR crénica.
Valoracidn de la gravedad de la EICR crdnica por érganos.
Estudios del uso de MSC en EICR aguda refractaria.
Caracteristicas biométricas de los donantes en funcién del sexo.
Caracteristicas de los sucesivos pases de cultivo.

MSC obtenidas en los sucesivos pases de cultivo.

MSC criopreservadas en cada pase de cultivo.

Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccién celular: cultivo
inicial.

Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccién celular: primer
pase de cultivo.

Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccién celular: segundo
pase de cultivo.

Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccidn celular: tercer
pase de cultivo.

Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la EICR aguda.

Caracteristicas clinicas del episodio de la EICR aguda de los pacientes tratados con
MSC.

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a
las MSC en la EICR aguda.

Caracteristica del episodio de la EICR aguda de la segunda tanda con MSC.

Estado del paciente en el Ultimo seguimiento en funcién de la respuesta a las MSC
en el dia +28 en la EICR aguda.



Tabla 23.

Tabla 24.

Tabla 25.

Tabla 26.

Tabla 27.

Tabla 28.

Tabla 29.

Tabla 30.

Tabla 31.

Tabla 32.

Tabla 33.

Tabla 34.

Tabla 35.

Tabla 36.

Tabla 37.

Tabla 38.

Tabla 39.

Tabla 40.

Supervivencia global en funcion de la respuesta alcanzada a las MSC en el dia +28
en la EICR aguda.

Supervivencia global en funcién de la respuesta (RC vs no RC) a las MSC en el dia
+28 en la EICR aguda.

Caracteristica de la enfermedad hematoldgica que ha recaido tras la infusidn con
MSC en la EICR aguda.

Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la EICR crdnica.

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a
las MSC en la EICR crénica.

Supervivencia global en funcién de la respuesta a las MSC a los 90 dias en la EICR
cronica.

Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en las citopenias
periféricas postrasplante.

Evolucion de las cifras hemoperiféricas tras la administracion de las MSC.

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a
las MSC en las citopenias.

Estado del paciente en el ultimo seguimiento en funcién de la respuesta a las MSC
en las citopenias periféricas postrasplante en el dia +90.

Supervivencia global en funcion de la respuesta a las MSC (respuesta vs no
respuesta) a los 90 dias en las citopenias periféricas postrasplante.

Supervivencia global en funcién de la respuesta a las MSC (RC vs no RC) a los 90
dias en las citopenias periféricas postrasplante.

Episodio de EICR tras la administracién de MSC en las citopenias periféricas
postrasplante.

Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la cistitis
hemorragica.

Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes pediatricos tratados con MSC en la
EICR aguda.

Caracteristicas del episodio de la EICR aguda de los pacientes pedidatricos tratados
con MSC.

Caracteristicas de un nuevo episodio de la EICR aguda en los pacientes pediatricos
tratados previamente con MSC.

Estado del paciente pediatrico en el ultimo seguimiento en funcidn de la
respuesta a MSC en la EICR aguda en el dia +28.



LISTA DE GRAFICAS

Graficas 1 y 2. Trasplantes realizados en Espafia en la Ultima década (Auto-TPH vs Alo-TPH) (DnE

Grifica 3.

Griafica 4.

Grafica 5.

Grafica 6.

Grafica 7.

Grafica 8.

Grafica 9.

Grafica 10.

Grafica 11.

Grafica 12.

Grafica 13.

Grafica 14.

Grafica 15.

Grafica 16.

Grafica 17.

Grafica 18.

Grafica 19.

Grafica 20.

Grafica 21.

vs DE). Adaptacién del informe de la ONT 2018.

Fuente de progenitores hematopoyéticos en Espafa en 2018. Adaptacién del
informe de la ONT 2018.

Distribucion de las enfermedades hematoldgica en los pacientes tratados con
MSC en la EICR aguda.

Lineas terapéuticas previas al tratamiento con MSC en la EICR aguda.
Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del
numero de drganos.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del 6rgano.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del grado
de afectacion global.

Tasa de respuesta en la EICR aguda en el ultimo seguimiento.

Supervivencia global en funcién de la respuesta alcanzada a las MSC en el dia +28
en la EICR aguda.

Supervivencia global en funcion de la respuesta (RC vs no RC) a las MSC en el dia
+28 en la EICR aguda.

Motivo de éxitus de los pacientes tratados con MSC en la EICR aguda.

Distribucion de las enfermedades hematoldgica en los pacientes tratados con
MSC en la EICR crdnica.

Caracteristicas clinicas de la EICR crdnica segun el NIH 2014 en los pacientes
tratados con MSC.

Lineas terapéuticas para la EICR crdnica previas al tratamiento con MSC.
Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR crénica a los 90 dias.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR crénica en funcién del
érgano.

Supervivencia global en funcién de la respuesta alcanzada a las MSC a los 90 dias
en la EICR crénica.

Distribucion de la enfermedad hematolégica en los pacientes tratados con MSC en
las citopenias periféricas.

Caracteristicas de la citopenia periférica postrasplante en los pacientes tratados
con MSC.



Grafica 22.

Grafica 23.

Grafica 24.

Grafica 25.

Grafica 26.

Grafica 27.

Grafica 28.

Grafica 29.

Lineas terapéuticas previas a las MSC en las citopenias periféricas postrasplante.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en las citopenias periféricas
postrasplante en el dia +90.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en las citopenias periféricas
postrasplante en el dia +90 en funcidén de la linea celular afectada y el nUmero de
lineas.

Supervivencia global en funciéon de la respuesta a las MSC (respuesta vs no
respuesta) a los 90 dias en las citopenias periféricas postrasplante.

Supervivencia global en funcién de la respuesta a las MSC (RC vs no RC) a los 90
dias en las citopenias periféricas postrasplante.

Motivo de éxitus de los pacientes tratados con MSC en las citopenias periféricas
postrasplante.

Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en pacientes
pediatricos.

Tasa de respuesta con MSC en la EICR aguda en pacientes pediatricos en funcién
del 6rgano afectado.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Fases de la fisiopatologia de la EICR aguda. Adaptacién de Ferrara, Lancet (2009).

Fases de la fisiopatologia de la EICR crénica. Adaptacién de Cooke, Biol Blood
Marrow Transplant (2017).

Efectos de las MSC sobre el sistema inmune. Adaptacion de Cagliari, Stem Cell
Regen Biol (2017).

LISTA DE FOTOS

Foto 1.

Foto 2.

Evolucion de la adherencia al plastico de las MSC durante el cultivo in vitro.

Diferenciacion in vitro de las MSC a osteoblastos, adipocitos y condrocitos

(respectivamente).









INDICE






1 INTRODUCCION ...uetiieeeieireeieiseeseseesesseesesstesessesssssesesssesessssssssssesssesessssssseesessssssssssssssesesssesans 1

1.1 TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS ......ovvverrerrreeeererinanennen. 3
1.2 RESENA HISTORICA DEL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO ......coverererirereeree e, 5
1.3 EL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO EN CIFRAS ......corviereereeieeeeeeeseesessesseseesssessesaesessssessssasnan. 9
1.4  COMPLICACIONES EN EL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO ALOGENICO........cocvvererrerrrcrrenne. 11
1.4.1 INFECCIONES OPORTUNISTAS ......oorviivieierieeeeeeeesessessessesessessesssssesas s sessesassassessesaesassans 11
1.4.2 ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR .......ovurvcueeeeeicieeeeeee e sesaene e, 13
1.4.3 FALLO DE INJERTO w.ocvuiiuveviieeiee ittt sae e 32
1.4.4 CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE . .......ovueveuceeeeeeesssesseseesssessessessesessesseneesaes 34
1.4.5 CISTITIS HEMORRAGICA.......oovieveeieveeeeeee ettt sae s 36
1.5  LAS CELULAS MESENQUIMALES........coovvvveeereeeereeeeeeessssesseseesessssessessssesssssessessesassas s sssssessans 37
1.5.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LAS MSC ....c.oovereveceeeereeinissesae e sesae s saesans 37
1.5.2 PROPIEDADES INMUNO-REGULADORAS DE LAS MISC.......ovuveerereereiereeseeseseniesaeseenan. 38
15.3 USOS TERAPEUTICOS EN HEMATOLOGIA ..ottt 42
154 REGULACION LEGAL DE LA PRODUCCION DE MSC PARA USO CLINICO ........ccccurruee.e. 51
15.5 SELECCION DE DONANTES PARA LA PRODUCCION CLINICA DE MSC ......ovvererrerrrennnn 53

2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS........ceveueeereneeeseesesesesesssesesesessesssensssssesessssnsesesensesesensssssensssesenes 57
2.1 HIPOTESIS ..ottt sttt bbbttt bbbt a st bttt st 59
2.2 OBJETIVOS ...oeiceceeeeeeeeeeeee e vee et st sas st sa s s sensesassas s s sessesassas s sensssaens 60

3 MATERIALY METODOS .....ccuetruiueerresesesssseeesssessesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssnsssssens 63
3.1 MATERIAL ettt ettt s bbbttt nens 65
3.1.1 DONANTES ..ottt ittt sttt st bbbt bbbt bbb s s 65
3.1.2 PACIENTES. ...ovecvecteeeseesctessesee et sessesae s s s s s s st s s s s s s s st essessebae st s sesass st s sasseneesans 65
3.2 IMIETODOS. ..ottt sttt sttt bbbttt ettt b ettt s et 67
3.2.1 CONSULTA DE SELECCION DEL DONANTE .....ocvureieeiericeeeeseesesessesee s sessesse s sensesanes 67
3.22 EXTRACCION DE MEDULA OSEA ..ottt sttt sssessnens 67
3.2.3 PRODUCCION CELULAR.........oueeeeecreeeeeesae e sas s sessssae s s sesas s s sessesans 68
3.2.4 PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE LAS MSC.....oocvmveeereeeneseeesessseenessessesseseesassesnan. 70
3.2.5 ANALISIS DE LA ADMINISTRACION DE LAS MISC ...coovavererecreciceesee s s seseenes 72
3.26  ANALISIS DE LOS RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC........ccvvvrenenn 72
3.3 ANALISIS ESTADISTICO ...ucvieieieereiiecieteieeie ettt 81

A RESULTADOS .....oueetrreuirtrseestssesssssessssssestssssestssssessssssessesssessssssestsssssssssssnssssssssessssssssensnnes 83
B0 DONANTES oottt eteetee et es st s st s st s st s st s s sesse s st ssessesae s st s sessesas s s sansesaenan 85
4.1.1 CARACTERISTICAS DE LOS DONANTES .......ouivuiviieieeisiseassesasssssssesse s sssesse s s ssesans 85
4.1.2 EXTRACCION DE MELULA OSEA ......oovvieieeieveitieie ettt 86
4.1.3 PRODUCCION CELULAR........coueeieieetseesie st see s 86

414

FALLOS DE PRODUCCION ...ttt eeeeee et et e e et ee et aeeeeaeeeeeeaseteneneeeeeeesenereeeeneans 95



4.15 PRODUCTOS DESECHADOS ......oiiiiiiiiiiiiiiciiin ittt 95

4.2 ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA ......coovmieeeeeetcteeeeeessienseseeses s aesaenas 96
4.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.........cviviereeieriseeseeses s sessessesas s sesse s ssssesae e, 96
4.2.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE ......ocvuviivieeeeiseceesee e seesesseses s sessesae s s sessesae e, 97
423 EPISODIO DE ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA .......oovvveererrerrnnnnn, 98
424  CARACTERISTICAS DE LA ADMINISTRACION DE LAS MSC.....ocvmeveerecrrieeereesreeneenenen. 101
425 RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC......oververreeereeerieeaeseesesseseeseenans 101
4.2.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC ......oververrererrnane. 110

4.3  ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA ......oouoeveieeeeeeeeeeieeeneesee s ieneese e 113
43.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES........ovivevereeinisieesaesssssessesse s sessesae s s sessesans 113
432 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE ......ovuiveivieieeereeseeeeesessessesseseesssessessesassessesseseesans 114
433 EPISODIO DE ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA .......cocverrrrnnen 115
434  ADMINISTRACION DE LAS MSC ...ocvevireeerericeeeteseeseseesseseessseseess s s sessssasses s senassesnans 117
435 RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC......ucvurverrreereerreseaeseessseseesaenans 118
4.3.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC.......couvveercrrrnnnn 123

4.4  CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE ......oocvuverenieeeeescsssssesseesessssssssssessessssssssssnsnes 125
4.4.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES........ovuivveeierereeseeeeesssesseseeseesessesssssesessssesssseesanes 125
4.4.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE .......vurveitreieeessesseseesssssessesse s sessessesae s sssessesans 126
443 EPISODIO DE CITOPENIA PERIFERICA POSTRASPLANTE ......cocvurveereerecieneeseesssesesseenans 127
444  ADMINISTRACION DE LAS MSC ..cocveveieiereciseceesae s sesse s sessesas s sesse s s s saenans 129
4.4.5 RESULTADOS CON LA ADMINISTRACION DE LAS MSC....cveveveeeeeeecessssessessessesseenns 130
4.4.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC.......coovvrrrrrnnne 137

4.5  CISTITIS HEMORRAGICA ....ooouoeeeeiceceees e eeeseesaee s ses e sesssssas s ses s ssss s sssssssssnaees 141
4.5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES........ouvververieereereessssesss s ssessesss s ssesssssnsas 141
4.5.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE .......ourveeereieeiseeseeseesssessessesee s sessesse s ssssessenans 141
453 EPISODIO DE CISTITIS HEMORRAGICA .......oooovevereieeeesiee e 142
454  ADMINISTRACION DE LAS MSC ....ocvuveieniereciceeesesee s sessesae st sessssse s sesse s snsssaenans 143
455 RESULTADOS CON LA ADMINISTRACION DE LAS MSC....ovuvevereeeeecessssssessessesseeens 144
4.5.6 ESTADO DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC .......covvreereerrrrrnnnss 144

4.6 PACIENTES PEDIATRICOS ....o.ouooveiveeseseeieeseeseessesssss s sessssss s sas s sasssessensnes 145
4.6.1 PACIENTES PEDIATRICOS CON EICR AGUDA ......oovuveeeeereetceesaesee e sessesae s s sessenas 145
4.6.2 PACIENTES PEDIATRICOS CON CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE.................. 152
46.3 PACIENTES PEDIATRICOS CON CISTITIS HEMORRAGICA ........corveererereereeeeee e, 155
DISCUSION ...vouerreeruerretreseetssesssessesssessestesesssssssestssessessesessessssessesessessesessessssessssessesens 159
CONCLUSIONES......cveveteuerenenrsesesesesesesssssesesssesessssssssesssessssssnsnssesesesesessssnsnsssesesesesenens 173

BIBLIOGRAFIA ....ccicuvteiereeeeiseeressteesseesssstesesssessseesesssesessesssssesssssssessssssssesssssesessesssssesenssesans 179









1 INTRODUCCION






1.1 TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH) es un procedimiento
utilizado con el objetivo de sustituir el tejido hematopoyético y el sistema inmune de un
receptor que presenta una insuficiencia medular, una hemopatia maligna u otras
alteraciones del sistema inmune (p. ej. inmunodeficiencias), empleando progenitores de
médula ésea (MO), sangre periférica (SP) o cordén umbilical (SCU) de un donante sano,

pudiendo ser emparentado (DE) o no emparentado (DnE).

Recientemente se ha publicado la revisién del European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) sobre las indicaciones para la realizacién de trasplantes
hematopoyéticos en adultos 1. Describiremos en cudles ha demostrado una superioridad

estadisticamente significativa frente a otras estrategias terapéuticas sin trasplante.

La principal indicacion del alo-TPH es la leucemia aguda mielobldstica, siendo su
realizacion favorable en las de intermedio y alto riesgo tras alcanzar la primera remision
completa o pacientes del grupo de riesgo favorable que fueron refractarios a un

tratamiento de induccidn con quimioterapia.

En la leucemia aguda linfoblastica su indicacién esta establecida en los pacientes que
presentan la t(9;21) o en las de alto riesgo en ausencia de esta traslocacion, tras alcanzar
la primera remisién completa. Asi como, pacientes que han recaido tras quimioterapia

gue logran alcanzar una segunda remisidon completa.

En los sindromes mielodisplasicos el Alo-TPH aparece como una buena opcidn terapéutica
si se realiza antes de la progresion de la enfermedad o en remisidn completa tras
quimioterapia o agentes hipometilantes. La decision debe tomarse en funcién del riesgo

de la enfermedad, del trasplante y del relacionado con el paciente.

En los pacientes afectos por leucemia mieloide crénica esta indicada la realizacion del
trasplante en aquellos que estan en fases avanzadas (especialmente crisis blastica) o en

fase crénica multirresistente a inhibidores de tirosina quinasa.

En el caso de la leucemia linfatica crdnica la introduccion de farmacos inhibidores de vias

de sefializacién ha cambiado el algoritmo terapéutico, siendo los pacientes candidatos a

2
o
O
O
=2
(a]
o
o
-
=




Alo-TPH los que no alcanzan respuesta con la quimioterapia estandar, ni a dichos

farmacos.

En mielofibrosis primaria se debe valorar el trasplante en los casos con DIPSS de

intermedio Il o alto riesgo.

Los linfomas tienen la indicacion favorable para la realizaciéon de un Alo-TPH cuando han
padecido una recaida quimiosensible tras un trasplante autélogo (Auto-TPH), aunque la

irrupcion de las células CAR-T estd modificando los algoritmos terapéuticos.

En el mieloma multiple el Alo-TPH es un tratamiento con potencial curativo, pero se
asocia con una considerable mortalidad sin recaida, su uso podria usarse en pacientes
seleccionados de alto riesgo, aunque de nuevo los CAR-T y los anticuerpos biespecificos

estan modificando los consensos terapéuticos previos.

Una indicacién sin discusion es el caso de la aplasia medular grave de nuevo diagndstico

en pacientes jévenes con donante emparentado HLA-idéntico.




1.2 RESENA HISTORICA DEL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO

Los origenes del trasplante se remontan a finales del siglo pasado, cuando Brown-Séquard
planteé la posibilidad de reconstituir la produccién de la hematopoyesis en casos de

anemia con la administracion de MO de ternera por via oral.

Posteriormente, en 1939, Rasjek y Osgood administraron a sus pacientes sangre medular
por via intramedular y endovenosa, respectivamente, para el tratamiento de pacientes
con leucemia y aplasia medular secundaria al tratamiento con sales de oro, sin emplear

un acondicionamiento previo, procedimientos que no resultaron exitosos 23,

Durante los afios 50, tras las explosiones nucleares durante la Segunda Guerra Mundial
las investigaciones sobre los efectos de la irradiacion en modelos animales se aceleraron,
ademas de analizarse los dafios sufridos en la poblacién superviviente a la radiacidn, que
indicaban que el sistema hematopoyético era altamente sensible a la radiacidn,
induciéndose en muchos casos una insuficiencia medular secundaria que era letal en la
mayoria de los casos. En 1951, Jacobson demostrdé que los ratones podian recuperar una
hematopoyesis normal y sobrevivir a la irradiacién si se les protegia el bazo con una
ldmina de plomo . En el mismo afio, Lorenz consiguid reconstituir la hematopoyesis en
modelos murinos sometidos a dosis letales de irradiacion, mediante la administracion
intravenosa de células hematopoyéticas de otro ratdn, demostrando asi la posibilidad real
del trasplante hematopoyético °l. Mds tarde, en 1956, Barnes traté a ratones con
leucemia con dosis letales de radiacién, infundiéndoles posteriormente células de MO,
observando que los que habian recibido células de origen no singénico morian de una
afeccidn a la cual llamé “sindrome secundario”, no conocido en ese momento, y que hoy
en dia conocemos como enfermedad injerto contra receptor (EICR) (¢, término que no se

acund hasta 1965 por Morten Simonsson.

Con dichas bases, en el afo 1956 Edward Donnall Thomas realizé en Seattle el primer
trasplante de MO entre dos gemelos univitelinos. Posteriormente, en 1957, publicd los
resultados de los primeros trasplantes en humanos, en seis pacientes con leucemia
aguda, los cuales habian recibido quimioterapia y radiacién corporal previamente a la
infusion de progenitores de MO 7], Mds tarde, en 1958, Georges Mathé realizé la infusidn

intravenosa de MO a cinco trabajadores de un instituto de investigacién en Vinca
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(Yugoslavia), los cuales habian recibido una dosis letal de irradiacién tras un accidente

nuclear 8,

A lo largo de los afios 60 se realizaron mas de 200 Alo-TPH de MO sin éxito a largo plazo.
En el informe realizado en 1970 por Bortin para la International Blood and Marrow
Transplant Research (IBMTR) se observaron resultados prometedores en los trasplantes
de hermanos con antigenos leucocitarios humanos (HLA) idénticos, los cuales se utilizaron

como base para el desarrollo del trasplante [® 10,

Las aplicaciones en humanos inicialmente fueron un fracaso, ya que se desconocia la
importancia de la histocompatibilidad de los HLA entre donante y receptor. En 1954
Miescher y Fauconnet describieron que los anticuerpos inducidos por transfusiones, asi
como en embarazos, reaccionaban con los antigenos presentes en los leucocitos humanos
(111 posteriormente, en 1958, Dausset y Van Rood utilizaron dichos conocimientos para
describir el primer HLA (actualmente el HLA-A2), y posteriormente describir el sistema
HLA en 1967 (1714 estudios que merecieron el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en

1980.

Con estos avances, en 1968 y 1969 se efectuaron los que se consideran los primeros Alo-
TPH de MO exitosos de la era moderna. El primero fue un paciente afecto de una
inmunodeficiencia congénita, y el segundo se trataba de uno afecto por un sindrome de

Wiskott Aldrich, ambos recibieron MO de un hermano HLA idéntico [15 161,

En Espaiia, el primer trasplante de MO se realizé en un gemelo univitelino (singénico) en
el afio 1976 en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona por el equipo del
Profesor Andreu Domingo, unos meses después se realizo el primer trasplante alogénico

en el Hospital Clinico de Barcelona por el equipo dirigido por el Profesor Ciril Rozman.

A partir de entonces, los avances en el campo del trasplante se fueron desarrollando de
forma notable. La aparicion de nuevas fuentes de progenitores surge a partir de los
hallazgos de Goodman y Hodgson en 1962 cuando demostraron la existencia de células
progenitoras en la sangre periférica de ratones (71, E| desarrollo del estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF) y su capacidad de movilizacién de los progenitores
hematopoyéticos supuso igualmente un cambio decisivo. Asi, se comenzé a finales de los

afios 80 a utilizar dicha fuente para la realizacidn de trasplantes hematopoyéticos 18], De




la misma forma, tras demostrar la presencia de progenitores hematopoyéticos en la
sangre de SCU, se sugirid su uso para la realizacién trasplantes. En 1989 la Dra. Gluckman

reportd el primer trasplante de SCU en un paciente afecto de Anemia de Fanconi 9],

Dada la baja probabilidad de encontrar donante familiares compatibles, a partir de los 70
se comenzaron a realizar los primeros trasplantes de donante no emparentado (DnE) 29,
El conocimiento mas exhaustivo del sistema HLA y su gran heterogeneidad hizo necesaria
la creacién de registros internacionales para la recogida de los datos de dichos donantes y
su puesta a disposicion para pacientes de todo el mundo. El primer registro fue el
Anthony Nolan, en Westminster Children's Hospital de Londres, que se cred en 1974. En
1991, afio de la creacién del Registro de Donantes de Médula Osea (REDMO), nuestro
pais contaba con solo 102 donantes de MO. Sin embargo, gracias a la aplicacién del Plan
Nacional de Médula Osea puesto en marcha en 2012, cuenta hoy en dia con mas de

350.000 donantes de médula y mas de 70.000 unidades de SCU almacenadas.

En esta busqueda de fuentes y alternativas, surge de una forma establecida a finales de
los 90 el trasplante haploidéntico (progenitores de donante familiar cuya compatibilidad
HLA es del 50%), hoy en dia permite que un gran numero de los pacientes sean
trasplantados de una forma rapida. Sus inicios datan de 1969 por Dameshek, sin
embargo, debido a la alta tasa de fallo de injerto, de EICR, y por lo tanto una elevada
mortalidad relacionada con el trasplante, quedo relegado su uso hasta la llegada de la

implementacién de la ciclofosfamida (Cy) postrasplante por parte del grupo de Baltimore

[21]

En los afos 90, partiendo de la premisa que gran parte del éxito curativo del trasplante
hematopoyético se debe al efecto injerto contra tumor, se comenzaron a utilizar
regimenes de acondicionamiento menos agresivos, siendo este el comienzo de los
conocidos trasplantes con acondicionamientos de intensidad reducida (AIR). Permitido

ademas ofrecer el trasplante a pacientes de mayor edad o con comorbilidades. (22241,

Todo ello unido a la mejoria en el tratamiento de soporte y de las complicaciones
infecciosas, asi como el mejor manejo de las complicaciones postrasplante,
principalmente la EICR, han contribuido a formar el perfil del trasplante que conocemos

en la actualidad, y han mejorado notablemente los resultados de supervivencia de estos
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pacientes con el paso de los afios, ampliando tanto las indicaciones como el grupo de

posibles candidatos.

1891 | Médula dsea via oral

1939 | Médula dsea intramedular

1951 | Reconstitucion hematopoyesis en modelos murinos

1956 | Primer trasplante alogénico de médula dsea en humanos

1958 | Descripcion antigenos leucocitarios

1967 | Descripcion sistema HLA

1968 | Primer trasplante alogénico con éxito

1969 | Trasplante haploidéntico

1974 | Primer registro de donantes de médula ésea

1976 | Primer trasplante en Espania

1988 | Primer trasplante de cordén umbilical

1989 | Primer trasplante alogénico de sangre periférica

1990 | Creacién del REDMO

1997 | Trasplante intensidad reducida

2012 | Plan Nacional de Médula Osea

Tabla 1. Avances en el trasplante a lo largo de los afios.




1.3 EL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO EN CIFRAS

Los constantes progresos mencionados en el apartado previo han provocado un aumento
del numero de trasplantes en los ultimos afos. Dichos datos se ven reflejados tanto en los

registros nacionales como en los internacionales.

El informe de la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) del afio 2018, ultimo
disponible hasta la fecha de redaccién de este trabajo, muestra el creciente nimero de
procedimientos realizados a lo largo de la ultima década, reflejando un notorio
incremento del empleo de fuentes de progenitores hematopoyéticos de DnE vy

haploidénticos 6raficas 1,2y3,

OAuto-TPH

@ Alo-TPH

ODnE
W DE

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Graficas 1y 2. Trasplantes realizados en Espafia en la ultima década (Auto-TPH vs Alo-TPH) (DnE vs DE). Adaptacion del
informe de la ONT 2018.
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SCU

Haploidénticos

DnE HLA 9/10

DnE HLA 10/10

DE HLA 8-9/10

DE HLA idéntico

Gréfica 3. Fuente de progenitores hematopoyéticos en Espafia en 2018. Adaptacion del informe de la ONT 2018.

Durante el afio 2018, en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA), se
realizaron un total de 132 trasplante de progenitores hematopoyéticos, de los cuales 66

fueron Auto-TPH, y otros 66 Alo-TPH (DE 47 y DnE 19).

Los datos de los registros internacionales, como el informe anual del EBMT del 2018,
sitdan el numero de Alo-TPH en 19.630 en los centros europeos, cifra que supone un
incremento del 7,4% con respecto el afio precedente, y de casi el 20% en el ultimo lustro.
Igualmente se refleja el importante aumento del uso de fuentes progenitores de DnE y de

donantes haploidénticos, incrementos del 5y 16% en el afio 2018, respectivamente.

Con respecto a la disponibilidad de los DnE, la implementaciéon del Plan Nacional de
Médula Osea promovido por el Ministerio de Sanidad desde el afio 2012 ha supuesto un
incremento del nimero de donantes tipados, con un incremento anual de 16% en el afio

2018 en el REDMO.
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1.4 COMPLICACIONES EN EL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO ALOGENICO

Los resultados del Alo-TPH han ido mejorando sustancialmente en los ultimos afios. Sin
embargo, sigue existiendo a largo plazo una no desdefiable toxicidad del procedimiento
que condiciona no sélo la mortalidad sino también una disminucidn en la calidad de vida,

por lo que existe aun mucho margen de mejora.

Dichas complicaciones se deben al resultado del dafo en érganos y tejidos producido
principalmente por el acondicionamiento, los fendmenos inmunoldgicos y a la toxicidad
secundaria a los inmunosupresores empleados para prevenir la EICR, asi como otros
tratamientos concomitantes. Ademas de condicionar una profunda alteraciéon en el
sistema inmunitario de los receptores, predisponiéndolos a padecer infecciones
oportunistas. Siendo estas las principales complicaciones causantes de la

morbimortalidad relacionada con el trasplante [2> 261,

1.4.1 INFECCIONES OPORTUNISTAS

Los eventos infecciosos presentan una clara asociacidn entre su etiologia y el periodo

temporal del trasplante:

1. Periodo de pancitopenia (dias 0 a +30). En este periodo las infecciones se ven

facilitadas por la neutropenia y el tratamiento inmunosupresor. Destacan las
infecciones de origen enddgeno, principalmente las de etiologia bacteriana (20-
50%), asociando un aumento de la morbilidad y la mortalidad 27-2°!, En los ultimos
afos se ha producido un cambio en cuanto a la epidemiologia de las infecciones
bacterias, documentandose un aumento de bacilos gramnegativos, en su mayor
parte debido a la aparicién de bacterias multirresistentes (3% 31, También
caracteristicas de esta franja temporal las infecciones micdticas localizadas,
habitualmente la afectacién oral o esofagica por Candida spp, asi como las
estomatitis herpéticas. Ambas han visto reducida notoriamente su incidencia

desde la introduccién de profilaxis farmacoldgicas 3% 33,

11

—
| —

2
o
O
O
=2
(a]
o
o
-
=




2. Periodo intermedio (dias +30 al +100). Superada la fase de neutropenia, persiste

un marcado estado de inmunodeficiencia favorecido por los inmunosupresores y
los corticoides empleados en la EICR aguda, la cual suele presentarse en este
periodo. En este momento destaca la deteccidn del citomegalovirus (CMV), con
una incidencia del 5 - 40%, presenta una mayor tasa en pacientes con receptor
CMV-seropositivo o receptor CMV-seronegativo con donante CMV-seropositivo 3%
31 En los ultimos afios se ha visto disminuida su mortalidad como consecuencia
de una mejor prevenciéon de la enfermedad por CMV, asi como la instauracion de
técnicas de monitorizaciéon de la carga viral que permiten una aplicacién precoz
del tratamiento 3% 37), Presentes también en la fase de neutropenia, se presentan
en este periodo las infecciones fungicas invasivas y las candidemias sistémicas, con
tasas de deteccidn inferiores al resto de eventos infecciosos, pero con una mayor
severidad B84, Con la introduccidn de la deteccién del antigeno soluble del
galactomanano en suero, que en combinacién con pruebas de imagenes han
permitido la aplicaciéon de tratamiento precoz en el caso del Aspergillus spp, asi
como el uso profilactico y terapéutico de nuevos antifungicos de mayor espectro,
ha permitido mejorar notablemente el prondstico de las infecciones fungicas con

afectacidn sistémica 132 36.42],

3. Periodo tardio (dias +100 en adelante). Lo frecuente, es que con el paso del

tiempo el riesgo de procesos infecciosos vaya disminuyendo progresivamente.
Siendo los factores individuales los que predisponen a mayor riesgo de
infecciones, destacando entre ellos el desarrollo de la EICR y sus tratamientos.
Siendo habitual la hipogammaglobulinemia de la inmunodeficiencia humoral. Son
frecuentes las infecciones bacterianas por coco grampositivos y encapsuladas.
También destacan las infecciones viricas, como el virus varicela-zéster (10 - 50%) y

virus respiratorios (10 - 20%) [43-431,




1.4.2 ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR
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La EICR es el resultado de la agresién inmunoldgica por parte de las células linfoides

infundidas contra los érganos del paciente. Este proceso fue descrito por primera vez

hace mas de medio siglo, denomindndose inicialmente “sindrome secundario” 1,

No fue hasta 1966 cuando Billingham formulé los requisitos necesarios para el desarrollo

de la EICR 48l

1. Elinjerto debe contener células inmunocompetentes. Actualmente, sabemos que
dichas células se corresponden con los linfocitos T (LT) maduros del donante.

2. El receptor debe de tener antigenos tisulares que no estén presentes en el
donante. La diferencia entre los complejos de histocompatibilidad (a veces en
antigenos menores) entre donante y receptor es uno de los factores principales
para el desarrollo de la EICR.

3. El receptor debe ser incapaz de producir una respuesta inmune efectiva para

eliminar las células trasplantadas.

e Fisiopatologia de la EICR aguda:

Afios mas tarde, Ferrara describié el modelo fisiopatoldgico clasico de desarrollo de la

EICR aguda en tres fases, el cual se encuentra totalmente vigente [47,48l. Figura 1.

1. Fase de dafio tisular y activacion de las células presentadoras de antigenos (CPA).

El dafio tisular secundario al acondicionamiento, a la enfermedad de base vy al
desarrollo de infecciones da lugar a la liberacién de moléculas coestimuladoras
(DAMPs, del inglés damage-associated molecular patterns y PAMPs, del inglés
pathogen-associated molecular patterns), de grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-1

(IL-1) o la IL-6 y la exposicién de moléculas de adhesidn, favoreciendo la activacién
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2.

de los LT del donante, y desencadenando la liberacion de mediadores

inflamatorios (49501,

Activacion, diferenciacidn y migracion de LT a 6rganos diana. La interaccién de las

CPA del receptor con los LT del donante mediante sefiales coestimuladoras y la
liberacion de citocinas proinflamatorias como la IL-2 31 y el interferén-y (IFN-y),
desencadenan su activacion, proliferacidon y diferenciacion, evitando que entren
en una fase anérgica 2. Tras su activacién los LT se diferencian principalmente
hacia linfocitos con actividad citotdxica. Tras ello, se produce una migracion de los
LT a los 6rganos diana donde realizan una actividad inmune efectora. El dafio
producido por la EICR en el endotelio provoca la expresion de moléculas de
adhesion celular (selectina-E) que favorecen el transvase de los LT hacia los

6rganos diana 31,

Efectores celulares e inflamatorios. Las células efectoras de este proceso son los

LT citotdxicos, que inducen la apoptosis y lisis de las células diana mediante
sistema Fas/Fas ligando y perforina/granzima % %% asi como la liberacién de
citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-1, las cuales promueve la produccién de
nuevas citocinas, produciendo una amplificacion constante de las sefales

inflamatorias 5],




Dano tisular

1. Dafo tsulary
activacion de CPA

D 3. Efectores celulares

| @ ) — - e inflamatorios
5 > J

Y \ y T

M )

o - -f,;, TNFa o
\__‘\_."., ‘; : I‘ ¥ = /
2. Activacién 'Q y

LT donante

Figura 1. Fases de la fisiopatologia de la EICR aguda. Adaptacion de Ferrara, Lancet (2009) 1471,

e Fisiopatologia de la EICR crénica:

Los mecanismos fisiopatoldgicos de la EICR crdnica no estdn completamente aclarados,
aunque se postula como origen principal, la persistencia de linfocitos aloreactivos que se
producen debido a la expansion de clones que evaden los deteriorados mecanismos de
tolerancia inmune. Estos linfocitos pueden generar dafio citotdxico directo o promover la

expansion de clones de linfocitos B (LB) que producirian anticuerpos.

Un modelo conceptual podria dividir la fisiopatologia de la EICR crénica en tres fases >’V

Figura 2.

1. Inflamacidon precoz debido al dafio tisular. Las células T se activan durante esta

fase inicial, contactando con las CPA que son reguladas positivamente por
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moléculas coestimuladoras (DAMPs, PAMPs, receptor de la IL-33 (ST2), receptores
toll-like (TLRs), NOD-R, del inglés nucleotide-binding oligomerization domain—like

receptors) como consecuencia del dafio tisular.

Inflamacidn crdnica, caracterizada por la respuesta inmune adaptativa.

Las células T reconocen los péptidos presentados por las CPA provocando su
expansion y cambio de fenotipo hacia Thl y Th17 & 3% Los LT CD4+
autorreactivos y alorreactivos que lograron evadir la regulaciéon inmunitaria por
seleccion timica producen IL-17A, la cual favorece el mantenimiento de la

inflamacion.

El dafio producido a nivel del timo por el acondicionamiento condiciona la pérdida
de células epiteliales timicas necesarias para la generacion de Treg y la eliminacién
de células T autorreactivas % 61, |os Treg (CD4+, CD25+, FOXP3+) se desarrollan
en el timo y su funcién es suprimir la proliferacién de los linfocitos autorreactivos
y regular la respuesta inmune normal. En pacientes sometidos a Alo-TPH, se ha
demostrado que los linfocitos Treg se encuentran disminuidos en los pacientes
con EICR crénica [®2, mermando la capacidad de suprimir las células reactivas,
produciéndose una proliferacion de LT y destruccién autoinmune a nivel de los

tejidos 163 641,

Tras el Alo-TPH, la reconstitucion de las células B estd comprometida,
observandose una reduccién relativa de los LB naive, asociada a niveles elevados
de BAFF (del inglés B-cell activating factor), que podrian favorecer una eliminacion
insuficiente de las células B alorreactivas y autorreactivas. Los niveles elevados de
BAFF se han correlacionan con el desarrollo y la gravedad de la EICR crénica [©3l.
Ademas, se ha observado un aumento significativo en la sefalizacién de las células
B a través de la via BCR (del inglés B cell receptor) en pacientes con EICR crdnica,
con una expresion basal elevada de componentes de sefalizacidn proximales,
como la tirosina quinasa Syk, contribuyendo a una mayor capacidad de activacion
celular %81, E| aumento de la activacidn y supervivencia de las células B en la EICR

crénico también se ha relacionado con la tirosina quinasa de Bruton, otra




molécula critica en la via de sefializacién del BCR ®7), También se ha demostrado
gue en los centros germinales, las células B sufren hipermutaciones somaticas,
produciendo inmunoglobulina con cambio de isotipo, pudiendo favorecer la

propagacion de la EICR crénica cutdnea, hepatica y la bronquiolitis obliterante &

69].

Fibrosis tisular. Se produce una reparacion tisular aberrante. Los macrdéfagos

activados conducen a la activacién de fibroblastos mediante el factor de
crecimiento de plaquetas (PDGF-a) y el factor de crecimiento transformante (TGF-
B), que da como resultado la produccidn de coldgeno de la matriz extracelular y
biglicano, que reticula el coldgeno, aumentando la rigidez del tejido (fenotipo
esclerético) 179,

La produccidn de inmunoglobulina con cambio de isotipo promovido por el BAFF
da como resultado el depédsito de inmunoglobulinas patdgenas en varios érganos,
lo que contribuye al dafio orgdnico y la fibrosis.

Se perpetla un estado de inflamacidon cronico debido a las células Th17 que

evadieron la regulacién inmune en la fase previa 71,
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Figura 2. Fases de la fisiopatologia de la EICR crénica. Adaptacién de Cooke, Biol Blood Marrow Transplant (2017).
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ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA

e Manifestaciones clinicas y su forma de presentacion:

Clasicamente se definia la EICR en funcién de la temporalidad, considerando la aguda la
que surge durante los 100 primeros dias posteriores al trasplante 72, Sin embargo, tras el
National Institute of Health Consensus Development Project en 2005 (actualizado en
2014) se define en funcidn de la sintomatologia, no del momento de aparicién, e incluso
es posible la coexistencia de signos y/o sintomas atribuibles tanto a la EICR aguda como

crénica, denominado como sindrome de solapamiento 73 74}, Tabla 2,

Sintomas de Sintomas de

Categoria Momento de apariciéon L.
EICR aguda EICR crdénica

EICR aguda

Clasica <100 dia postrasplante Si No
Persistente, recurrente o tardia  >100 dias postrasplante Si No
EICR crdnica

Clasica No Si
Mixta o solapamiento Si Si

Tabla 2. Caracteristicas de la EICR en aguda y crdnica.

Esta entidad clinico-patolégica se caracteriza por presentar afectacién cutdnea,
gastrointestinal y/o hepatica 47 7> 7%, |3 afectacién cutdnea suele manifestarse por un
eritema maculopapuloso pruriginoso localizado o generalizado, cursando en los casos
mas graves con la formacion de bullas, e incluso epidermélisis. La clinica de la afectacién
intestinal se diferencia segun la localizacién del tracto predominantemente afecto. Las
formas proximales se caracterizan por anorexia, nduseas y vomitos. Las afectaciones
distales suelen ser las mads graves, y cursan habitualmente con diarrea exudativa, siendo

indicadores de gravedad la presencia de dolor abdominal, hemorragias e ileo paralitico.
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La EICR hepdtica es una entidad que debe diferenciarse de otras causas de dafio hepatico,
como son el sindrome de obstruccién sinusoidal, las infecciones virales o la toxicidad por
farmacos. Se caracteriza clinicamente por ictericia secundaria al incremento de la
bilirrubina conjugada y en menor medida de la fosfatasa alcalina, reflejo del dafio a nivel
de los canaliculos biliares. Es rara la afectacién hepatica aislada por EICR, por lo que suele

coincidir con la afectacién de forma simultanea de la piel y/o el tubo digestivo.

La gradacién la EICR aguda se realiza en funcidén de la intensidad de afectacion de los
distintos drganos diana ™2 3 y del grado de afectacidn global. En este sentido, existen
diversos sistemas de graduacidon con capacidad prondstica. La primera clasificacion en
este ambito fue descrita por Glucksberg en 1974 7], siendo todavia la escala de
referencia debido a su correlacién con la supervivencia. Posteriormente sufrid
modificaciones realizadas tras la Consensus Conference on Acute GVHD Grading en 1995
[78], Tabla 4 "\ m3s tarde una revisidn actualizada por la International Blood and Marrow

Transplant Research en 1997 179 Tabla5,

Grado Piel Higado Intestino

Eritema maculopapuloso

Grado 1 Bilirrubina 2-3 gr/dL Diarrea 500-1000 mL/dia

25% de la sup. corporal

Eritema maculopapuloso . . . ,
Grado 2 Bilirrubina 3-6 gr/dL Diarrea 1000-1500 mL/dia

25-50% de la sup. corporal

Grado 3 Eritrodermia generalizada Bilirrubina 6-15 gr/dL Diarrea >1500 mL/dia

Eritrodermia generalizada, - ) .
Grado 4 Bilirrubina >15 gr/dL Dolor y/o ileo

con vesiculas y descamacion

Tabla 3. Gradacion de la afectacion por 6rganos de la EICR aguda.
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Glucksberg 1974. Modificacidon Consensus Conference on Acute GVHD Grading 1995*

Grado 1 Piel 1 a 2, afectacion del estado general (AEG)
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Piel 1 a 3 mas higado 1 y/o intestino 1, AEG

Grado 2 . . . . o

Piel 3 aislada o intestino 1 por biopsia*
Grado 3 Piel 2 a 3 mas higado 2 a 3 y/o intestino 2 a 3
Grado 4 Piel 2 a 4 mas higado 2 a 4 y/o intestino 2 a 4, AEG grave

Tabla 4. Gradacion de la afectacion global de la EICR aguda. Glucksberg 1974. Modificacion de 1995.

International Blood and Marrow Transplant Research 1997

Grado A Piel estadio 1, extensidon cutdnea <25%, sin afectacion hepatica ni intestinal

Piel 2, extensién cutdnea 25-50%, o
Grado B Higado 1-2, bilirrubina >2 a 6 gr/dL, o
Intestino 1-2, diarrea 500-1500 mL

Piel 3, extension cutdanea >50%, o
Grado C Higado 3, bilirrubina >6 a 15 gr/dL, o
Intestino 3, diarrea >1500 mL

Piel 4, vesiculas, o
Grado D Higado 4, bilirrubina >15 gr/dL, o
Intestino 3, dolor e ileo

Tabla 5. Gradacion de la afectacion global de la EICR aguda: International Blood and Marrow Transplant 1997.

e Factores de riesgo implicados:

La prevalencia de la EICR aguda grados Il - IV se cifra en aproximadamente en un 40%,
pero su incidencia varia considerablemente dependiendo de la naturaleza del donante y

del método de profilaxis empleada.

La incidencia depende de multiples factores, siendo uno de los mas determinantes la
disparidad HLA. Aproximadamente el 30 - 50% de los pacientes que reciben un trasplante
de DE desarrollan EICR aguda, incrementandose hasta el 60 - 80% en aquellos que reciben

un trasplante de DnE, especialmente en el caso de que exista disparidad HLA [80-84],
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Multiples factores se han visto relacionados con el desarrollo de la EICR aguda [8+%7],
siendo los mas relevantes la edad avanzada tanto de donante como de receptor 188, el
tipo de profilaxis empleada (sin profilaxis > Ciclosporina A (CsA) o Metotrexate (MTX) >
CsA con MTX > deplecion linfoide T) 89, los niveles plasmaticos de farmacos
inmunosupresores, la seropositividad del CMV del donante y del paciente %, el uso de
regimenes de acondicionamiento mieloablativos (AMA), el uso de donante femenino en
receptores masculinos, los progenitores hematopoyéticos de SP Y, asi como una mayor

celularidad de progenitores CD34+ infundidos.

En los ultimos afos se han buscado otros factores que puedan influir en el desarrollo de la
EICR aguda. Entre ellos. estan ciertos polimorfismos de genes que promueven los estados
inflamatorios (genes que codifican citocinas como los TNF, las interleucinas IL-1, IL-6 e IL-
10, el IFN-y, el TGF-B), predominio de ciertos subtipos celulares o el papel de la
microbiota, demostrando en modelos murinos una reduccién en la gravedad y en la
incidencia de la EICR que recibieron profilaxis con antibiéticos para “descontaminar” el

tracto gastrointestinal 2%,

e Tratamiento de la EICR aguda:

La primera linea terapéutica de estos pacientes se basa en dosis altas de corticoesteroides
[96-98] E| régimen esteroideo cldsico consiste en dosis de metilprednisolona a 2 mg/kg por
dia durante 7 o 14 dias, seguido de una reduccién gradual si se alcanza respuesta [*, no
demostrandose un beneficio con el uso de dosis superiores 1%, Las respuestas completas
(RC) duraderas se presentan en el 30 - 40% de los pacientes, alcanzando la mejoria clinica
significativa aproximadamente en el 50% de los pacientes con grados de EICR Il a IV [101],
Sin embargo, la tasa de respuesta disminuye a medida que aumenta la gravedad de la
enfermedad °® 102 |3 respuesta a esta primera linea terapéutica presenta una gran
influencia prondstica, de tal manera que aquellos pacientes que no han respondido tras
5-7 dias o han progresado tras 72 horas, se consideran refractarios a los esteroides. En
este grupo de pacientes se reportan tasas de mortalidad de hasta el 87% a los 2 afios de

seguimiento 193],




El gran problema de la EICR aguda surge del elevado porcentaje de pacientes que
presentan recaida o no responden tras la primera linea, que puede llegar en alguna serie
hasta cerca de 80% de los pacientes ¢, condicionando un aumento de la mortalidad
relacionada con esta complicacién. Actualmente no existe un consenso sobre el
tratamiento de rescate de los pacientes refractarios a esteroides 194197 y este es uno de
los campos de interés del presente trabajo de tesis doctoral. En este contexto clinico de la
segunda linea de tratamiento tras los esteroides, los anticuerpos, policlonales o
monoclonales, han constituido histéricamente la segunda linea terapéutica de estos

pacientes.

Existe una gran experiencia publicada del uso de la globulina antitimocitica (ATG) que
actia mediante su efecto anti-células T. Los estudios reportan tasas de respuestas
globales (RG) del 20 - 50%, llegando estas al 70% en las afectaciones cutdneas [108-110],
También se ha utilizado una amplia gama de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
marcadores pan-T. 111114 - obteniéndose buenas respuestas con algunos de ellos, como
el visilizumab, globales del 32% y una supervivencia global (SG) de 32% a los 6 meses [11°],
Se han evaluado también anticuerpos monoclonales encargados de atacar al receptor de
la IL-2 CD25 (daclizumab, basiliximab e inolimomab). En los ensayos, las tasas de
respuesta variaron del 60% al 80%, sin embargo, estas se produjeron principalmente en
pacientes con enfermedad de bajo grado 1161181 E| anticuerpo anti-CD52, alemtuzumab,
también se ha administrado para el tratamiento de la EICR aguda refractaria a esteroides
[119-122] "F| yso del anticuerpo monoclonal anti-TNFa, infliximab o entanercept, se justifica
en que los niveles elevado de esta citocina pro-inflamatoria en la EICR. Los anti-TNF
consiguen obtener tasas de respuestas entre el 50 - 60%, principalmente en afectaciones

intestinales [123-127],

De las modalidades quimioterapéuticas, el micofenolato mofetilo (MMF) ha sido uno de
los mas ampliamente estudiados. Sus tasas de respuesta oscilan entre 30% y el 67% y la
SG del 33 - 76% en varios estudios que también incluyeron pacientes con EICR crdnica
(1281311 "F] yso de MMF se comparé en un estudio observacional, frente inolimomab o
etanercept como segunda linea de la EICR aguda refractaria. La tasa de RG para MMF fue

del 55% en comparacion con el 35% (inolimomab) y el 28% (etanercept), sin observarse
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diferencias significativas en la SG [*32, La rapamicina, debido a su efecto inhibidor sobre la

respuesta a la IL-2, también se ha evaluado en la EICR aguda refractaria (133 134,

La pentostatina mediante su efecto inhibidor de la sintesis de ADN, también ha sido

utilizada. En un estudio en fase | con 23 pacientes se observaron un 63% de RC 13,

Otra estrategia, con un mecanismo de accidn diferente, es la fotoaféresis extracorpdrea
(FAE). La sangre se expone a 8-metoxipsoraleno seguido de irradiacion UVA en un equipo
externo validado antes de retornar al paciente, induciéndose la apoptosis de los
leucocitos. Estos cuerpos apoptdticos son incorporados por las CPA, y estas inducen una
reduccion de citocinas proinflamatorias, la reactividad de los LT, y el aumento de los LTreg
(136 Un estudio fase I, en 38 pacientes con EICR refractaria a esteroides o dependientes,
reporté una tasa de RC del 86% con grado Il y del 30% con EICR grado IV. Las RC en las
afectaciones cutdneas fueron cercanas al 80%, disminuyendo al 60% en las hepaticas e
intestinales. Ademas de demostrar un descenso significativo de la mortalidad (11%) en los
que alcanzaban RC (59%) [137 138l Dichos resultados se confirmaron en publicaciones

posteriores, asi como su beneficio en el tratamiento de la EICR crénica [13%-141,

Mas recientemente, han surgido con fuerza en este contexto el empleo de inhibidores de
Janus quinasa (JAK-1/2), donde destaca ruxolitinib. Estos farmacos, suprimen la
sefializacion inflamatoria que causa el dafo tisular a través de esta via y también
aumentan la produccién de células Treg. En un primer trabajo basado en resultados
preclinicos, se trataron 6 pacientes con EICR aguda refractaria a esteroides, y todos ellos
mejoraron significativamente (142, Tras ello, se reportaron resultados retrospectivos del
uso del ruxolitinib en 95 pacientes que lo habian recibido como terapia de rescate, 54
pacientes con EICR aguda grados lll o IV, el restante se trataba de EICR crénica. La tasa de
RG fue del 81%, con un 46% RC, con una supervivencia a los 6 meses del 79% 143, Estos
datos han sido confirmados en un ensayo fase |l (REACH1), en el cual se han inscrito 71
pacientes (68% EICR aguda grado Il - V). Los resultados en el dia +28 reflejaron una RG
del 55% (completas 27%), llegando al 73% (completas 56%) durante el seguimiento.
Observandose respuestas independientemente del grado de afectacion y del drgano
afecto por la EICR aguda [144 1451, Como consecuencia de los resultados alcanzados, la FDA
ha aprobado en 2019 ruxolitinib para el tratamiento de la EICR aguda refractaria a

esteroides, siendo el primer y Unico fdrmaco en esta indicacidén hasta la fecha.




ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA

e Manifestaciones clinicas y su forma de presentacion:

Uno de los aspectos mas complicados de la EICR crénica es el establecer un diagndstico
correcto. Hace cuatro décadas el grupo de Seattle clasificé a los pacientes con EICR
cronica, de acuerdo con el momento de inicio de la sintomatologia y su extensién, en
limitada o extensa 72 T2 & Esta clasificacion es facilmente reproducible, pero con gran
limitacion a la hora de graduar la gravedad de la afectacién, no permitiendo discriminar

en grupos de riesgo que influyan en la mortalidad.

Gradacion clasica de la EICR crdnica

Limitada Afectacion cutdnea localizada, y/o disfuncidn hepatica debida a EICR

Afectacion cutanea extensa de piel

Afectacion limitada de piel y/o higado mas alguno de los siguientes
e  Afectacidn ocular (test Schirmer <5 mm)

Extensa ., i . .
e Afectacion de glandulas salivares o mucosa oral demostrado por biopsia

e Histologia hepatica con hepatitis cronica agresiva, puentes de necrosis o cirrosis

e Afectacidon de otros drganos

Tabla 6. Gradacion clasica de la EICR crénica.

A lo largo de los afios, diversos grupos han propuesto factores o indices con valor
pronéstico con la finalidad de identificar a los pacientes de alto riesgo. Se ha reportado
distintos factores con valor predictivo de la respuesta al tratamiento y la evoluciéon de la
EICR crénica entre los que se incluyen la trombocitopenia (plaquetas <100 x 10°/L), la
forma progresiva, la edad avanzada, la bilirrubina elevada, la afectacion intestinal y la
afectacién cutdnea extensa 146148l Aunque se han propuesto distintos modelos
prondsticos para identificar a estos pacientes de alto riesgo, de forma reciente solo se ha
validado la respuesta utilizando los criterios diagndsticos establecidos por el National

Institute of Health Consensus Development Project (NIH) en 2014 74, probada con
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posterioridad su capacidad para predecir la supervivencia en un ensayo observacional

prospectivo 149,

El diagndstico de la EICR crdénica se realiza con la presencia de al menos un signo clinico
diagnodstico o wuna manifestacion caracteristica confirmada con una prueba
complementaria confirmatoria, ya que por si solas no son suficientes para establecer el
diagnéstico de forma inequivoca. Aunque se recomienda tener una confirmacién
histoldgica para establecer el diagndstico, esta no es obligatoria si el paciente presenta al
menos un criterio considerado diagndstico. Una vez que se estable el diagndstico
definitivo de la EICR crdnica, la extension y la gravedad de cada uno de los érganos

afectados se valora su gravedad utilizando las escalas @27 V8,

A cada drgano se le asigna una puntuaciéon en una escala de 0 a 3 segun el grado de
gravedad de la afectacion por la EICR crénica y de ese modo se clasifica en las siguientes

categorias:

1. Leve: afectacion de uno o dos drganos (excepto el pulmdn) con una puntuacion
maxima de 1. Sin repercusidn funcional significativa.

2. Moderada: al menos un drgano afecto con una repercusion clinica funcional, pero
no grave (puntacion maxima de 2). Mds de tres organos afectados con una
puntuacion maxima de 1 en todos los érganos afectados.

3. Grave: limitacion funcional grave (puntuacion de 3 en cualquier érgano), a

excepcion del pulmdn que con una afectacidon >2 se considera grave.




Sintomas o signos diagnosticos

Sintomas o signos caracteristicos

Piel

Poiquilodermia

Liquen plano-like

Liquen escleroso-like

Cambios escleréticos tipo morfea
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Despigmentacidn, lesiones papuloescamosas

Uias

Distrofia, ufias quebradizas, estrias, onicolisis,
pterigium ungueal, pérdida ungueal

Boca

Liquen plano-like

Xerostomia, mucoceles, atrofia mucosa,
pseudomenbranas, Ulceras

Cuero cabelludo y vello corporal

Alopecia con o sin erosiones, lesiones
hiperqueratodsicas, pérdida de vello corporal

Ojos

Sequedad, dolor o sensacién cuerpo extrafio,
conjuntivitis cicatricial, queratoconjuntivitis seca
(test Schirmer)

Tracto gastrointestinal

Membrana esofagica
Estenosis alta o tercio medio eséfago

Genitales

Liquen plano-like
Liquen escleroso-like
Fimosis o estenosis uretral / vaginal

Erosiones, fisuras, Ulceras

Pulmones

Bronquiolitis obliterante por biopsia

Atrapamiento aéreo y bronquiectasias por TC

Aparato locomotor

Fascitis
Rigidez o contractura articular por esclerosis

Miositis o polimiositis por biopsia

Tabla 7. Criterios diagndsticos: sintomas y signos de la EICR crénica.
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Puntuacion

0

1

2

3

ESTADO GENERAL
ECOG
Karnofsky (KPS)

Asintomatico o
totalmente activo
(ECOG 0, KPS 100%)

Sintomatico, ambulatorio,
limitacion actividad fisica
extenuante

(ECOG 1, KPS 80-90%)

Sintomatico, ambulatorio, se
vale por si mismo, deambula
>50% del tiempo

(ECOG 2, KPS 60-70%)

Sintomadtico, dificultad para
el propio cuidado deambula
>50% cama-sillén

(ECOG 3-4, KPS <60%)

PIEL (% superficie)
o Rash maculopapular /

Eritema

| Liquen plano-like

o Esclerosis

o Lesidn paulo-escamosa
o ictiosis

| Queratosis pilaris-like

Manifestaciones

No afectacion

No lesiones

1-18% superficie corporal

19-50% superficie corporal

Esclerosis superficial

>50% superficie corporal

o Esclerosis profunda
o Esclerosis con fijacién
dsea

cutaneas esclercticas O Movilidad limitada
0 Ulceracion
B_OCA . , Sintomas moderados que si Sintomas graves con
Liquen plano-like presente . Sintomas leves que no L ) [
A No sintomas . ) limitan parcialmente la limitacion grave de la
m] Si dificultan la ingesta . .
ingesta ingesta
O No
o0los o Sequedad ocular moderada
Queratoconjuntivitis seca L Sequedad ocular graves que
) ) Sequedad ocular leve que que afecta a la actividad L
confirmada por oftalmélogo L L . afecta a la actividad (dolor)
X , no afecta a la actividad (colirio lubricante > 3 veces . .
u] Si No sintomas L . . X o incapacidad laboral por
(colirio lubricante <3 veces | al dia o tapones lacrimales) . -
o No , L sintomas o pérdida de
al dia) Sin pérdida de agudeza L,
u] No explorada . vision
visual
TRACTO
GASTROINTESTINAL
o Membre.analesofaglc?/ Sintomas con pérdida peso
Ester.105|s alta o tercio (>15%), requiere
m.e]:ho. Sintomas que ocasionan una suplemento nutricional-
= Dis agla.\ No sintomas Sintomas sin pérdida peso pérdida de peso (5-15%) caldrico adicional
o Ar}orema (<5%) Diarrea moderada sin Dilataciones esofégicas
= N'i)us'eas interferencia en la actividad Diarrea grave que interfiere
= V9m|tos de forma significativa en la
O D|larr.ea vida diaria
o Pérdida de peso >5%
o Imposibilidad
alimentacion
Funcidén hepatica Bilirrubina total normal
. Bili i 1< L
HIGADO normal con ALT 3-5x VN o FA >3 x FX:;bX":thOta 3me/dLo Bilirrubina total >3 mg/dL
con ALT o FA<3 x VN VN
2 Sintomas leves (taquipnea Sintomas moderados Sintomas graves (taquipnea
PULMON . . ) .
R , No sintomas tras subir un tramo de (taquipnea al andar en suelo de reposo, necesidad de
Sintomatologia . .
escaleras) llano) oxigenoterapia)
FEV1% FEV1 280% FEV1 60-79% FEV1 40-59% FEV1 <39%

APARATO LOCOMOTOR
Puntacién P-ROM (rango

Rigidez leve en brazos o
piernas. Rango de

Rigidez en brazos o piernas o contracturas en articulaciones,

movilidad articulaciones): No sintomas movimiento normal o fascitis, reduccion moderada del rango de la movilidad y no
hombro, codo, mufieca, reduccion leve y no afectacion de la actividad de la vida diaria
dedos, cadera (escala 1-7) afectacion de la actividad
TRACTO GENITAL
u] No explorado Signos leves y mujeres con | Signos moderados y puedan . .
) ) ) ) ) Signos graves y con o sin
Sexualmente activo No signos o sin molestias en la tener molestias en la h L.
K L P molestias en la exploracion
O Si exploracion exploracion
O No
OTRAS ALTERACIONES, | © (" U080, o Newopati perféics o Eosinofiia >500/mL
DATOS CLINICOS O P iropatia p o Plaquetas <100.000/mL
[u] Derrame pleural m] Polimiositis 5 Otros
COMPLICACIONES o Sindrome nefrético o Pérdida peso > 5% sin sintomas

Tabla 8. Valoracion de la gravedad de la EICR crénica por érganos.
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e Factores de riesgo implicados:

El desarrollo de la EICR crénica la presentan aproximadamente un 40 - 50% de los
pacientes que han recibido un Alo-TPH, incidencia que ha aumentado en los Ultimos afios
debido al aumento de la edad del paciente y al aumento uso de donantes no relacionados
y / o incompatibles (01, Aproximadamente un 40% de los trasplantes de DE HLA idéntico,
el 50% de los sometidos a trasplante de DE con disparidad HLA y hasta un 70% de los
trasplantes de DnE desarrollaran esta complicacion [88 1511521 Ademas, tanto la edad del
donante como la del receptor influyen en su desarrollo 88, Mientras que la incidencia es
menor (20 - 40%) en nifios, su incidencia aumenta a medida que aumenta la edad (60%)
(1531 pero el predictor prondstico mas potente es el antecedente de EICR aguda, de tal
forma que la desarrollan el 60% de los que habian presentado EICR aguda grado |, un 80%
de los grados II-VI, frente al 20 - 30% en los pacientes sin EICR aguda previa (EICR crdnica
de novo) 1541551 Otro factor que favorece el desarrollo de la EICR crénica es la infusién de
progenitores de SP, asi como una mayor cantidad de progenitores hematopoyéticos
infundidos (CD34+ >8 x 108/kg) 1°6-160] E| sexo también es un factor determinante, en los
casos en los que se produce la infusiéon de un producto de donante mujer en receptor
vardn se reporta un incremento del desarrollo de la EICR crénica, atribuible a anticuerpos
dirigidos contra antigenos menores codificados por el cromosoma Y 261, Por otro lado, se
ha reportado que la deplecidon de LT del producto infundido disminuye de manera
significativa la incidencia y gravedad tanto de la EICR aguda como crénica. Esto es valido
para la deplecidn producida ex vivo con reduccion de LT del inéculo, como la inducida in

vivo por el uso de mediante el uso de ATG o alemtuzumab [162 1631,

e Tratamiento de la EICR crénica:

A la hora del manejo terapéutico de la EICR crénica hay que tener en cuenta tanto la
gravedad de la afectacién, como el riesgo de recaida de la enfermedad hematoldgica. En
este sentido se ha observado la relacidn existente entre la EICR crdénica y el efecto injerto
contra leucemia, de tal manera que su desarrollo puede tener un efecto beneficioso en la

supervivencia [164-1661,
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El tratamiento de primera linea de la EICR crénica se basa en la combinacion de
prednisona y un inhibidor de calcineurina, como CsA o tracrolimus. Dicha combinacidn
demostré un beneficio en la SG en pacientes de alto riesgo (EICR crénica extensa y
trombocitopenia). A los 5 afios, un 26% los pacientes tratados uUnicamente con
prednisona estaba vivo frente a un 48% en la terapia combinada con CsA 1671, Ademas, la
terapia combinada con agentes inmunosupresores se considera para minimizar la
toxicidad del tratamiento prolongado con corticosteroides (osteoporosis, osteonecrosis,
diabetes mellitus). El tratamiento sistémico generalmente se inicia a una dosis de
prednisona de 0,5 a 1 mg/kg por dia, seguido de una disminucidn gradual para alcanzar
un régimen de dias alternos hasta su suspension. La tasa de remisiones completas en

estos pacientes es de aproximadamente 30 - 50% [168],

Aproximadamente, el 50 - 60% de los pacientes con EICR crdnica requieren una segunda
linea de tratamiento dentro de los 2 afios posteriores al tratamiento sistémico inicial 169,
Recientemente, un estudio prospectivo demostré que al afio del inicio de la terapia
sistémica menos del 20% de los pacientes presentaban una respuesta duradera sin
terapia sistémica adicional. Se observo asi, que la EICR crdnica resistente es relativamente

frecuente y que probablemente se requieran tratamientos de forma continuada 79,

En estos pacientes no respondedores a la primera linea terapéutica, no existe ninguna
linea estandar de rescate, de manera que siempre que sea posible en estos pacientes
deberia valorarse la inclusidon en ensayos clinicos. Al no existir un orden establecido entre
las distintas opciones posteriores, debera escogerse de manera individualizada en funcién
de las caracteristicas de cada paciente, asi como de la experiencia y la disponibilidad de

cada centro. Las opciones terapéuticas mas utilizadas son las siguientes 1711721

Los inhibidores de la via de activacion linfocitaria mTOR (del inglés mammalian target of
rapamycin), como el caso del sirolimus que ha reportado tasas de RG del 60% siendo un
20% de ellas completas 173174 El MMF suprime la proliferacion linfocitaria mediante su
efecto inhibitorio de la inosina monofosfato deshidrogenasa, asi bloqueando la sintesis de
purinas. Los estudios han reportado RG del 60 - 70% en pacientes refractarios [12% 130, 175],
pero no se ha visto un beneficio en su adicién al tratamiento sistémico inicial [17¢l. Los
estudios con el rituximab (anti-CD20) han demostrado tasas de RG del 70 - 80%, siendo

estas principalmente a nivel cutdneo y musculo-esquelético [177-179], L FAE es una de las




lineas terapéuticas mas contrastadas, diversos estudios han descrito RG del 60 - 70%,
siendo completas en un 30% de estas y observandose un mayor beneficio en las
afectaciones cutaneas y de la mucosa oral. Se observé una reduccidén o suspension del
tratamiento inmunosupresor concomitante en un 80% de los pacientes [140, 141, 180-182]
Imatinib mesilato se ha empleado basdandose en su capacidad de inhibicion de la
sefializacion intracelular de otras tirosina quinasas diferentes de BCR-ABL como TGF-B y
del PDGF, que estdn involucradas en los cambios fibréticos de estos pacientes. Se han
descrito cerca de un 80% de respuestas a los 6 meses tras su inicio (dosis de 100 mg/dia)
en una serie de 19 pacientes con EICR crénica refractaria al menos 2 lineas terapéuticas
(1831 Dicho beneficio se observé principalmente en los pacientes que presentaban formas
esclerosantes de la enfermedad [18% 1851 |prutinib, mediante su efecto inhibidor de la
tirosina quinasa Bruton en las células B, induciendo su apoptosis, asi como la inhibicidn
irreversible de la quinasa inducible por IL-2 en las células T ha sido utilizado en pacientes
con EICR crdnica refractaria (1861, En un estudio con 42 pacientes tratados con una dosis de
420 mg se alcanzaron tasas de RG del 69%, siendo el 31% RC, a los 26 meses. El beneficio
predominante se observd en los pacientes con cambios escleréticos. Ocho pacientes
lograron suspender de forma completa el tratamiento con corticosteroides 87 1881, Como
consecuencia de estos estudios, la FDA decidié aprobar en 2017 ibrutinib en el
tratamiento de la EICR crdnica resistente a primera linea, siendo el primero en alcanzar
este hito. Al igual que en EICR aguda, ruxolitinib se ha evaluado en EICR crénica. Asi,
Spoerl informd de su beneficio en 2 pacientes con afectacion cutdnea por EICR crdnica
(142 posteriormente, en un estudio alemdn, se analizd retrospectivamente su uso en 41
pacientes EICR crdnica refractaria (mediana de 3 lineas previas de terapia). La tasa de
respuesta definida como 50% de disminucidon de la inmunosupresion o ausencia de
sintomas de EICR crénica fue del 85% tras una mediana de 3 semanas, con respuestas en
multiples érganos afectos (143, Ademéas de reportar discontinuaciones de la terapia

inmunosupresora en el 68%, y la disminucién en el 21% de los pacientes [187],

La EICR cronica con sintomatologia leve principalmente se trata con terapias tdpicas,

aunque estos agentes también se pueden usar como complementos de la terapia

sistémica para mejorar y acelerar la respuesta local 190191,
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1.4.3 FALLO DE INJERTO

Se define como fallo de injerto primario la falta de injerto inicial de las células donantes y
como fallo de injerto secundario a la pérdida de células del donante después del injerto
inicial. El fallo del injerto mediado principalmente por la respuesta inmune del receptor a
las células hematopoyéticas del donante se denomina rechazo del injerto. El fallo de
injerto es una complicacion menos frecuente que la EICR en el Alo-TPH, en torno al 5 -

10% de los casos dependiendo de las series 192 193],

e Factores de riesgo implicados:

Entre los factores asociados al fallo del injerto se incluye la disparidad HLA. En el contexto
del trasplante de DnE se ha evidenciado una mayor tasa de fallo de injerto, siendo aln

mayor cuando hay dos o més disparidades de los antigenos de HLA (194,

Ademas, la presencia de anticuerpos anti-HLA especificos frente al donante esta asociado
con un mayor riesgo de fallo de injerto en el contexto de trasplante de DnE y muy
especialmente en el trasplante haploidéntico, observandose una reduccién de la SG %>
191 Su alta prevalencia, el 10 - 40% 1%7], y el incremento de este tipo de donantes ha

llevado a la publicacién de algunos documentos de consenso sobre su manejo 198,

En cuanto a la fuente celular, se han reportado tasas superiores en la infusion de MO con
respecto a la SP [160. 199, 2001 ‘sjendo cercanas al 20% con el uso de la SCU 2°U, qunque en
este ultimo caso la cantidad insuficiente de progenitores hematopoyéticos igualmente es
otro factor predisponente, sin existir un claro limite inferior de progenitores CD34+ a
partir del que se asocie el fallo. La criopreservacién de los progenitores hematopoyéticos

también es un factor condicionante, asi como la deplecién de LT del indculo.

La tasa de fallo del injerto después de los regimenes AIR ronda el 5 - 20%, en comparacion
con los valores del 1 - 5% de los regimenes AMA [202204] E| yso de ATG [29% ¢ irradiacion
corporal total (ICT) ha demostrado una reduccién de la tasa de fallo de injerto.
Igualmente, la administracion postrasplante de Cy en dosis altas que se emplea en el
trasplante haploidéntico y en muchos programas de trasplante de DnE con disparidad

HLA ha demostrado disminuir los LT aloreactivos del receptor favoreciendo el injerto 2961,




Otros factores de riesgo predisponentes del fallo de injerto son la incompatibilidad del
grupo ABO [2%7] trastornos sanguineos no malignos como la anemia apldsica y la talasemia

mayor, el uso de farmacos mielotéxicos, el desarrollo de EICR, o las infecciones viricas.

e Tratamiento del fallo de injerto:

Las medidas preventivas y la identificaciéon temprana de causas potenciales para tratar de
revertirlas son los aspectos clave para tratarla. Las primeras se centran en una correcta
seleccion de donante, garantizar la calidad de los progenitores hematopoyéticos,
depleccionar los anticuerpos anti-HLA (o usar donantes alternativos en estos casos), uso
de acondicionamientos de mayor intensidad, uso de ATG, ICT o Cy postrasplante,

evaluacidn del quimerismo en los AIR o evitar farmacos mielotdxicos.

En el caso de producirse el fallo de injerto se han de tomar medidas con vistas a la
recuperacion de este. El uso de factores de crecimiento como el G-CSF [2%1 o los anélogos
del receptor de la trombopoyetina (TPO) [29°-211] se ha empleado en este contexto. Es
importante también el ajuste de la terapia inmunosupresora en el caso de aparicién de
guimerismo mixto. La infusién de linfocitos del donante (ILD) ha demostrado reducir el
riesgo de fallo del injerto 212, especialmente en casos de linfodeplecién T y quimera

mixta [213,214],

Finalmente, en casos refractarios, se ha optado por una infusion de CD34+ (boost) con
tasas de recuperacién del injerto de hasta el 75% 2> 218 o bien un segundo Alo-TPH. En
este ultimo caso las series reportan tasas de injerto de entre 60 - 90% con una SG a los 3 -

5 afios que oscila entre el 30 y el 60% segun los estudios [217-219],
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1.4.4 CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE

Las citopenias tras la realizacién de un Alo-TPH son una complicaciéon que confiere una
gran morbimortalidad. Su etiologia suele ser multifactorial, con un gran abanico de
posibles factores causantes o predisponentes, incluyendo el fallo de injerto, la recaida de
la enfermedad hematolégica, la EICR, la infeccion por CMV, las toxicidades

medicamentosas.

Dentro de ese origen multifactorial, los trastornos autoinmunes desempefian un
importante papel. Se postula que el mecanismo subyacente para el desarrollo de los
fendmenos de autoinmunidad se deba a una funcién deteriorada de los Treg que
permitan que las LT autorreactivas actien sin control 229, La recuperacién temprana de
los LB con una reconstitucion tardia de los Treg después del trasplante puede predisponer
a los pacientes al desarrollo de trastornos autoinmunes 221, La desregulacién de la
reconstituciéon linfocitaria en el periodo posterior al trasplante podria favorecer la
proliferaciéon oligoclonal y que los anticuerpos resultantes desencadenen el desarrollo de
citopenias inmunes. Ademas, la afectacién del nicho hematopoyético tras la deplecién de
los osteoblastos del endostio (que siguen siendo del receptor) como consecuencia de la

EICR influye igualmente en la disminucidn en la capacidad hematopoyética postrasplante

[222]

e Factores de riesgo implicados:

Su incidencia no esta definitivamente establecida, pero se estima que ocurre entre un 5-
10% de los pacientes. Se expresan generalmente por citopenias Unicas, y menos
frecuentemente bilineales, siendo la pancitopenia un evento escasamente reportado en
la literatura [223], Las lineas mds frecuentemente afectas la eritropoyética y la

trombopoyética.

Distintos trabajos han observado tasas superiores en la poblacidon pediatrica, asi como en
los pacientes que padecian enfermedades no malignas [224 2251, También se ha
demostrado su asociacién con los trasplantes de DnE y el uso de SCU como fuente

progenitora (2262271 Ademds, como se ha mencionado, existe un incremento del riesgo en




los pacientes que han desarrollado EICR aguda o crénica 2222301 Un estudio mas reciente
ha identificado el incremento de la cifra de inmunoglobulinas (Ig) como predictor del

desarrollo de citopenias inmunomediadas 239,

e Abordaje vy tratamiento de las citopenias periféricas postrasplante:

Ante la aparicion de citopenias de SP tras la realizacidon de un Alo-TPH ha de realizarse un
correcto diagndstico etioldgico, antes de atribuir el cuadro a la presencia de un trastorno
inmune agudo. Es fundamental excluir la recaida de la enfermedad hematoldgica, las
infecciones como el CMV vy la mielosupresidn inducida por farmacos. Ademas, el analisis
del quimerismo medular y periférico es una herramienta muy valiosa a la hora de realizar

el diagnéstico diferencial.

En cuanto al tratamiento, los corticoesteroides son generalmente la primera opcion
terapéutica, reportando tasas variables de respuesta a la primera linea (25 - 60%). Para
los pacientes refractarios se han observado respuestas a diversas opciones terapéuticas
empleadas, donde destacan las Ig 23U y el rituximab 232 233 E| uso reciente de los
analogos de TPO en la trombocitopenia ha demostrado alcanzar respuestas favorables,
reportdndose recuperaciones de plaquetas por encima de 50 x 10%/L sin necesidad de
soporte transfusional en mas del 70% de los pacientes [2%% 211 Sin embargo, en un
porcentaje elevado de los pacientes se produce una pérdida de la respuesta, o ausencia
de respuesta inicial. Dado que ademas TPO estd implicada en el mantenimiento de la
célula hematopoyética y eltrombopag estd aprobado en la aplasia medular 234, se ha
empleado también para otras citopenias postrasplante (leucopenia y anemia) [233,

ademds de los factores de crecimiento hematopoyéticos clasicos (G-CSF, EPQ) [208, 2361,

—
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1.4.5 CISTITIS HEMORRAGICA

La cistitis hemorragica es una complicacion relativamente frecuente en el contexto del
Alo-TPH, que suele producirse durante las primeras semanas postrasplante. Su
etiopatogenia es multifactorial, incluyendo la combinacién del dafio citopatico sobre la
mucosa vesical debido a la replicacién de Poliomavirus BK, y en ocasiones el JC, el dafio

guimico producido por el régimen de acondicionamiento y la aloreactividad del donante.

Se produce en aproximadamente el 20% de los pacientes, siendo su desarrollo favorecido
por la presencia de varios factores de riesgo, tales como la SCU como fuente progenitora,
el donante haploidéntico, el régimen de acondicionamiento mieloablativo, asi como el

uso de ATG, Cy, ICT o busulfan, ademds de la intercurrencia de EICR aguda [237],
Se clasifica en funciéon de su grado de afectacion en:

e Grado I: hematuria microscdpica.

e Grado ll: hematuria macroscdpica sin expulsidon de codgulos.

e Grado lll: hematuria macroscépica con expulsién de codgulos sin obstruccién.

e Grado IV: hematuria macroscépica con coagulos que pueden o causan retencién

urinaria.

El tratamiento de esta complicacidn se base principalmente en realizar lavados vesicales
con suero para evitar la obstruccidn por la formaciéon de coagulos. Ademas se centra en
controlar la replicacién viral con el uso de un antiviral andlogo de nucleétido, el cidofovir,

tras el cual se observaron RC del 70 - 80% [238, 2391

En los casos refractarios se han probado mdltiples lineas, como es el caso acido
hialurénico intravesical, el concentrado de factor Xlll, la aplicacion tépica de cola de

fibrina, la cdmara hiperbarica, presentando una gran variabilidad en sus respuestas 2491,




1.5 LAS CELULAS MESENQUIMALES

Su descripcidn original, en el nicho hematopoyético, data de la década de los 60 del siglo
anterior. Friedenstein y sus colaboradores aislaron, mediante cultivo celular, células de
MO de ratones y de cerdos. Sus resultados mostraron la existencia de unas células
adherentes, de aspecto fibroblastico, capacidad de diferenciacion hacia células
osteogénicas y condrogénicas, asi como la capacidad para formar colonias, por lo que las

denominaron inicialmente como unidades formadoras de colonias fibroblasticas (CFU-F)

[241-243]

Las células mesenquimales son reguladoras del nicho hematopoyético y por lo tanto
desempeiian un papel clave en el contexto del Alo-TPH, influyendo en el injerto medular

de los progenitores y disminuyen la aloreactividad.

Desde el punto de vista nominal, se reconocen por el acronimo MSC, del inglés
mesenchymal stromal cells o mesenchymal stem cells, aunque la International Society for
Cellular Therapy (ISCT) promueve el uso de la primera para cerrar debates sobre su

capacidad multipotencial [244 2431,

1.5.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LAS MSC

La ISCT describidé en el afio 2006 los criterios minimos para definir a las MSC, basados en

sus principales caracteristicas bioldgicas 2461,

1. Su capacidad de adherencia al plastico, la cual le permite su aislamiento, cultivo y

expansion celular in vitro fot° 1,

2. Un perfil inmunofenotipico caracteristico mediante citometria de flujo, basado en
la ausencia de expresién de marcadores hematopoyéticos (<5%), como CD11b,
CD34, CD14 y CDA45, por la presencia de positividad (>95%) para los marcadores
CD29, CDh44, CD73, CD90, CD105, CD106 y CD166, asi mismo como la negatividad

de los HLA de clase 2 [247],
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3. Capacidad diferenciacién multilineal in vitro hacia osteoblastos, adipocitos y

condrocitos [248) Foto 2 h3io unas condiciones estandar de cultivo.

Foto 1. Evolucion de la adherencia al plastico de las MSC durante el cultivo in vitro.

Foto 2. Diferenciacion in vitro de las MSC a osteoblastos, adipocitos y condrocitos (respectivamente).

1.5.2 PROPIEDADES INMUNO-REGULADORAS DE LAS MSC

El efecto inmunomodulador de las MSC, que no fue destacado inicialmente tras su
descripcidn inicial, se ha convertido probablemente en su mayor atractivo desde el punto
de vista terapéutico, a la vista de las indicaciones donde su empleo ha avanzado mas en el
desarrollo clinico, como la colitis ulcerosa o la EICR, dos enfermedades de base inmune
evidente (2491, Se postula que su efecto se produce mediante el contacto directo célula-
célula, pero también mediante la liberacién de multiples citocinas y otros factores

solubles, ademas de la secrecidn de vesiculas extracelulares y nanotubos [2°9],
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e Mecanismo de accidn de las MSC in vitro:

El grupo de Krampera fue uno de los primeros en determinar que la relacién entre el
niumero de MSC y el de linfocitos es fundamental para cumplir con su funcion
inmunosupresora, es decir, que el efecto producido es dependiente de la dosis, siendo

mayor su efecto a mayor cantidad de MSC 231,

Mas tarde, Augello y colaboradores observaron que la via de sefalizacion de la proteina
inhibitoria PD-1 (Programmed Death 1) al unirse con sus ligandos PD-L1 y PD-L2 modula la
liberacion de citocinas por parte de los linfocitos, demostrando asi la importancia del

contacto directo en la inmunomodulacién ejercida por las MSC 12521,

Posteriormente, Gonzdlez y su equipo determinaron que el efecto supresor no solo es
dependiente del contacto celular, ya que al cultivar de forma conjunta las MSC con
linfocitos separados de una membrana semipermeable, el efecto inhibidor persistia en
menor medida. De la misma forma, en condiciones de contacto celular directo el bloqueo
de la liberacién de ciertos factores solubles secretados por las MSC (PGE-2 e IL-10) el
efecto disminuia de manera significativa [2°3. Con este antecedente surgié la idea de que
los factores solubles secretados por las MSC juegan un papel predominante como

inmunomoduladores.

Entre estos factores inmunomoduladores destacan diversos factores de crecimiento y
citocinas, incluidos TGF-B1, prostaglandina E2 (PGE-2), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), factor estimulante de colonias de

macréfagos (GM-CSF), G-CSF o IL-10 [254],

e Regulacidn de la respuesta inmune de las MSC in vitro Figura 3.

Los primeros estudios con respecto a la regulacidon inmunitaria demostraron un efecto
supresor sobre la proliferacidon de linfocitos estimulados. Asi, el co-cultivo de MSC con
linfocitos activados demostré una reduccidn de la tasa de proliferaciéon de estos en mas
del 50% 251 2531y este efecto se revertia tras retirar las MSC y volver a estimular la
activacién linfocitaria [2%°]. Esta propiedad fue confirmada en los estudios de Glennie,

quien describido ademas que el efecto inhibidor de las MSC sobre la proliferacién
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linfocitaria se debe a la supresién que estas ejercen sobre la ciclina D2 y la sobreexpresion
de p27 a nivel del LT, que se traduce en una parada en fase GO/G1 del ciclo celular (258,
Asimismo, para actuar sobre los linfocitos, no requerian de la presencia de CPA ni de
células reguladoras 21, Ademds, se reporté que dicha capacidad inhibitoria es
independiente del HLA, ya que los resultados obtenidos eran similares usando MSC

alogénicas 2°71,

Mds tarde, Aggarwal y Pittenger realizaron cultivos de MSC con LT en presencia de
citocinas promotoras de la diferenciacion hacia estirpes de linfocitos Thl y Th2.
Observaron que los Thl disminuian la secrecién de citocinas proinflamatorias como el
IFN-y, mientras que los Th2 aumentaban la secrecién de IL-4, una citocina con efecto
antiinflamatorio. En este estudio, también se determiné que el mismo cultivo en
presencia de IL-2, aumenta significativamente los niveles de los Treg [2°8l. Por otro lado,
Ghannam realizé dichos cultivos con linfocitos Th17. Reportd la capacidad de las MSC de
inhibir la actividad de los Th17, lo que provocdé una disminucién de la secrecién de las
citocinas proinflamatorias, ademds de un leve aumento de las antiinflamatorias. Incluso,
se observo la diferenciacion hacia un fenotipo Treg cuando se realizaba el cultivo en

presencia de células Th17 completamente diferenciadas 2.

Multiples estudios han demostrado que las MSC no solo suprimen la proliferacién y
activacion de las células T, sino que también juegan un papel fundamental en la
expansion de las Treg (CD4+, CD25+, FOXP3+), células que realizan un papel primordial en
la induccidn de la tolerancia inmune periférica. Ademas, el HLA-G5 secretado por las MSC

contribuye a la expansion de dichas células 260,

En otros estudios se describié un efecto supresor sobre la diferenciacion de los
precursores hacia células dendriticas, asi como la maduracidon de estas. Observandose
una disminucion de la produccién de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la IL-12, y un aumento en la produccién de citocinas

antiinflamatorias como IL-10 (2611,

Las MSC actuan también sobre los linfocitos B. Asi, tras la estimulacién de LB con Ig, junto
con CD40 ligando, IL-2 e IL-4, se demostré que tras el co-cultivo con MSC, los LB ven

inhibida su proliferacidon y su maduracidon hacia célula plasmatica, disminuyendo asi la




produccién de Ig 2621, M3as recientemente, se demostré que la IL-10 producida por las

MSC aumenta de forma notoria significativamente la produccién de LB reguladores CD5+
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(2631 Ademds, pueden aumentar el nimero de LB de memoria y mejorar el nivel de

expresion del receptor del BAFF en los LB 264,

También se ha demostrado un efecto inhibitorio sobre los neutréfilos atenuando su

activacion 29y sobre las células NK suprimiendo su proliferacidn 2661,
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1.5.3 USOS TERAPEUTICOS EN HEMATOLOGIA

Como se ha mencionado, y teniendo en cuenta el papel de las MSC en la funcidn
hematopoyética, ademas de sus propiedades inmunomoduladoras, es totalmente
esperable que uno de los campos de potencial desarrollo terapéutico de estas células
haya sido la hematologia. Desde los primeros estudios in vitro, progresivamente se ha ido
extendiendo su evaluacion en estudios in vivo, en primer lugar, en modelos preclinicos
animales, y su posterior traslacién a ensayos clinicos en humanos, destacando (dentro de
la hematologia) su empleo en las complicaciones mas caracteristicas del Alo-TPH, que

constituyen el objeto de esta tesis doctoral.

e Estudios preclinicos en modelos animales:

Los primeros estudios se centraron en la mejoria del injerto, utilizando MSC humanas.
Almeida-Porada y colaboradores observaron que el xenotrasplante de MSC humanas en
modelos ovinos mejoraba el injerto a largo plazo en la MO de la oveja y se alcanzaba
también injerto hematopoyético humano 268, Posteriormente, en modelos murinos se
demostré que el cotrasplante de MSC y células madre derivadas de SCU favorecia el
injerto de las células hematopoyéticas humanas en la MO de los ratones 1261, No solo se
demostré la mejoria en el injerto, en modelos murinos, también se reportd una menor
tasa de EICR aguda tras la infusion de MSC alogénicas, cuando se administraban de

manera precoz y repetida 270271,

En la mayoria de los estudios con animales se utilizé la radiacién como acondicionamiento
para el trasplante. Sin embargo, al estudiar la distribucién de las MSC después del
trasplante en ratones no irradiados y sin ningun tipo de acondicionamiento, se demostrd
su presencia en MO y bazo, incluso tras un afio del trasplante. Estos resultados apoyan el
trasplante de MSC sin la necesidad de aplicar una terapia de acondicionamiento o

linfodepletiva 2721,




e Primeros usos en seres humanos:

Los primeros ensayos con infusiones de MSC en humanos datan de finales de los afios 90,
dentro del contexto de ensayos clinicos fase |, donde se intentaba demostrar la seguridad
y la factibilidad de su uso. En 1995 Lazarus fue el primero en reportar la recoleccion, la
expansion y la administracion exitosa de células mesenquimales humanas. Obtuvo
muestras de MO de 23 pacientes con neoplasias hematoldgicas en remisién completa, se
aislaron las células mononucleadas (CMN) con una mediana de 364 x 10° células, y se
expandieron in vitro durante 4-7 semanas obteniendo como producto final las MSC
(mediana 59 x 10°). Posteriormente, se realizd una Unica infusién intravenosa de MSC
autdlogas en los 15 pacientes que se cultivaron con éxito, divididos en tres grupos segun
la dosis administrada (1, 10 y 50 x 10% MSC), tras 28 a 49 dias de la extraccién medular.
Asi, se demostrd su tolerancia y la ausencia de efectos adversos 273 y un perfil de

seguridad favorable que se corroboré en otros estudios 274 273,

e Administracion en la EICR aguda:

Tras demostrar que su administracién era segura, en los afios posteriores los estudios con
MSC se centraron en la prevencion del desarrollo y el tratamiento de la EICR. El primer
trabajo reportado en este ambito, centrado en la profilaxis, fue en el afio 2002, cuando
Francesco Frassoni y su equipo realizaron la infusidn conjunta de progenitores
hematopoyéticos y MSC en 31 trasplantes HLA idénticos en pacientes con leucemia
aguda, los que recibian MSC presentaban una incidencia significativamente menor de
EICR, tanto aguda como cronica [27%1. Mas tarde, Katarina Le Blanc y sus colaboradores
reportaron el primer caso de tratamiento de la EICR aguda con MSC, en un paciente de 9
aflos con EICR aguda grado IV refractaria a los corticoesteroides, con clinica a nivel
intestinal y hepatica tras la realizacion de un Alo-TPH de DnE. Tras la infusion de MSC
haploidénticas por via intravenosa (2 x 10%/kg) presentd una respuesta inicial,

necesitando una segunda dosis (1 x 108/kg) tras la cual desarrollé una respuesta sostenida

[277].

El EBMT constituyé un grupo de trabajo que desarrolld un ensayo clinico multicéntrico

fase Il, en el cual se incorporaron un total de 55 pacientes (30 adultos y 25 nifios) que
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presentaban EICR aguda refractaria a corticoesteroides, grados Il - IV. La mayoria de MSC
se obtuvieron de MO alogénica (n=69). La dosis mediana de MSC fue de 1,4 x 10°%/kg. En
cuanto al numero de dosis, 27 pacientes recibieron 1 dosis, 22 de ellos 2 dosis y los 6
restantes entre 3 y 5 dosis. Mds de la mitad de los pacientes obtuvieron una RC (68% de
los nifios, 43% de los adultos) y 17% presentaron una respuesta parcial (RP) (24% de los
ninos, 38% de los adultos), siendo la tasa de RG del 72%. La mediana de dias desde la
primera infusion a la respuesta fue de 18 dias (3 - 63). Los pacientes que logran alcanzar
una RC presentaron una menor mortalidad relacionada con el trasplante al afio, frente a
los que presentaban RP o ausencia de respuesta (37% frente 72%, p=0,002), ademas de
lograr una mayor tasa de SG (53% frente 16%, p=0,018). Cabe destacar, que el grado de
compatibilidad HLA del donante de las MSC con el paciente no influyé en la respuesta
alcanzada. En cuanto al perfil de seguridad, no se reportaron efectos secundarios durante

o en el periodo precoz después de las infusiones [278l,

La experiencia de nuestro grupo, que coincide con la del GETH y la red TerCel del Instituto
de Salud Carlos lll, se inicid con un primer ensayo clinico publicado en 2011. En este
estudio se incluyeron 10 pacientes con EICR aguda refractaria (grados Il - IV). Todos ellos
recibieron las MSC tras dos lineas previas. A una dosis media de 1,3 x 10%/kg, 2 pacientes
recibieron una Unica infusion, 4 pacientes recibieron dos dosis, uno de ellos recibio tres, y
3 pacientes recibieron cuatro infusiones después de haber obtenido una RP a la primera
infusion. Un paciente obtuvo una RC (2 dosis), 6 obtuvieron una RP y 3 pacientes no
respondieron a la infusién de MSC. Al ultimo seguimiento, 2 pacientes estaban vivos y 8

habian fallecido, 2 de ellos a causa de la EICR aguda y los demas por causas distintas 279,

De lo aprendido en este primer ensayo clinico, se disefié un segundo estudio basado en el
empleo de células alogénicas de un donante alternativo, procedentes de médula dsea y
expandidas con lisado plaquetario en lugar de suero fetal o autdélogo. Ademas, se
plantearon cuatro dosis secuenciales, para mejorar la tasa de respuestas, pues en el
estudio previo y por la dindmica de las células administradas por via intravenosa, parecia
una estrategia adecuada. En este ensayo clinico se analizé la viabilidad, la seguridad y la
eficacia de la infusion de 4 dosis secuenciales administradas por via intravenosa (dias 1, 4,
11 y 18) de MSC de MO alogénica, expandidas con lisado de plaquetario, como

tratamiento de segunda linea en pacientes con EICR aguda refractaria grave. El ensayo




clinico incluyé a 25 pacientes adultos, de los cuales 18 recibieron las cuatro dosis
inicialmente previstas. La mediana de dosis administrada fue de 1,1 x 108/kg. La respuesta
fue analizada a los 60 dias después de la primera infusidon, en este momento la RG fue del
71% (46% RCy 25% RP), con un tiempo medio hasta la respuesta de 28 dias después de la
primera dosis. En el ultimo seguimiento del estudio, 12 de los 17 pacientes que habian
alcanzado alguna respuesta, mantenian la misma tras una mediana de seguimiento de
10,3 meses. Cabe destacar, que la tasa de respuestas fue superior en las afectaciones
cutaneas (superiores al 80%) y de tracto gastrointestinal (mas del 70%) en comparacién
con las hepaticas, donde solo se observé una tasa del 33%. Ademas, se demostré una

mayor SG en los pacientes que alcanzaban una RC [289,

Posteriormente, el grupo del Hospital Puerta de Hierro publicd los resultados de la
experiencia en su centro. Un total de 33 pacientes recibieron MSC para la EICR aguda
grave refractaria a esteroides con una mediana de 4 dosis (1,1 x 10%/kg). Al dia 28, la tasa
de RG fue del 84% (con 34% de RC). Los pacientes que lograron alcanzar RC presentaron
una SG incrementada en el dia 90 (100% frente a 48%, p=0,006), y al afio (79% frente a
25%, p=0,002) 2811,

De la misma forma, se han publicado estudios en pacientes pediatricos, donde las
respuestas descritas han sido en general superiores. Ball y colaboradores presentaron los
resultados de 37 pacientes en edad pediatrica que recibieron infusiones de MSC para
EICR aguda refractaria a esteroides de grados Il - IV. La tasa de RC fue del 65%, siendo
superior en los pacientes que recibieron multiples dosis de MSC. Ademas, estos pacientes
presentaron una mortalidad relacionada con el trasplante del 17%, frente al 69% en
pacientes que no alcanzaron dicha respuesta (p=0,001), asi como una SG del 65% (frente

0%) tras un seguimiento cercano a los tres afios 1282,

A lo largo de estos anos, multiples estudios han utilizado la infusion de MSC para
tratamiento de la EICR aguda refractaria, con una gran heterogeneidad en sus

caracteristicas Tbla9,

Incluso, en el contexto de la profilaxis de la EICR aguda, los estudios mostraron que la

coinfusién de MSC con los progenitores hematopoyéticos se asocid con una menor
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incidencia de EICR aguda de grados Il - IV. Ademads, demostraron una incidencia reducida

de EICR crénica y una tendencia a una menor incidencia de su forma extensa 2832871,

EICR agudo MSC
Estudio N Respuesta dia +28 Supervivencia
Hi-1v x108/kg

LeBlanc 2008 1278 55 mixto 50 1,4 RG: 72% (RC: 54%) SG 2 afios: 35%
Von Bonin 2009 288! 13 adultos 13 0,9 RG: 45% SG 257 dias: 45%
Lucchini 2010 (289 11 nifos 4 1,2 RG: 71,4% (RC: 23,8%) SG 8 meses: 73%
Pérez-Simén 2011 279 10 adultos 7 1-2 RG: 61% (RC: 11%) SG 2 afios: 33%
Prasad 2011 12°0 12 nifos 12 2-8 RG: 67% (RC: 17%) SG 2 afios: 40%
Herrmann 2012 %4 19 adultos 19 2 RG: 79% (RC: 47%) SG 30 meses: 55%
Ball 2013 (282 37 nifios 37 1-2 RG: 86,5% (RC: 65%) SG 3 afios: 65%
Introna 2014 2°2 40 mixto 20 1,5 RG: 67,5% (RC: 27,5%) SG 2 afios: 38,6%
Sanchez-Guijo 2014 1229 25 adultos 16 1,1 RG: 71% (RC: 44%) SG 1 afio: 44%
Kurtzberg 2014 1293 75 nifios 66 2 RG: 61,3% SG 100 dias: 57%
Von Dalowski 2016 °4! 58 adultos 54 0,9 RG: 47% (RC: 9%) SG 2 afios: 16,6%
Maqueda 2017 281 33 adultos 33 1,1 RG: 84% (RC: 34%) SG 1 afios: 79%
Dotoli 2017 2% 46 adultos 46 0,9 RG: 50% (RC: 7%) SG 2 afios: 17,4%
Bader 2018 2% 69 adultos 66 1-2 RG:82,6% (RC:31,9%)  SG 6 meses: 71%

Tabla 9. Estudios del uso de MSC en EICR aguda refractaria.

e Administracion en la EICR crénica:

En el caso de la EICR crénica existe mucha menor experiencia publicada. Uno de los

primeros casos reportados fue el de un paciente con EICR crénica extensa con afectacion

cutanea liquenoide y hepatica leve, sin presentar respuesta a nivel cutanea, pero si con

franca mejoria de las pruebas de funcién hepatica 2%7],

—

46

—



Posteriormente, destacd el trabajo de Zhou, donde el uso de MSC infundidas por via
intradsea en 4 pacientes con EICR crénica esclerodermiforme se siguié de una mejoria de
la sintomatologia demostrando un buen perfil de seguridad, aunque sin poder objetivarse

respuestas contrastadas [2°8],

Resultados mas alentadores en este ambito fueron los reportados por Weng y su equipo,
qgue publicaron el uso de MSC en 19 pacientes con EICR crénica refractaria, donde
observaron respuesta en 14 pacientes (74%), siendo ésta completa en el 34%. Las tasas
de respuesta fueron superiores cuando afectacidén se producia a nivel cutaneo o de la
mucosa oral. Destaca en este trabajo la suspensién completa de la inmunosupresién en 5

pacientes, tras una mediana de 324 dias desde la administracion de las MSC [2%9,

En el ensayo preliminar de nuestro grupo al que hemos hecho referencia en el apartado
anterior, también incluia un subgrupo con EICR crénica. Asi, en las mismas condiciones se
trataron a 8 pacientes con EICR crénica refractaria, cuatro de ellos como segunda linea y
el resto en lineas posteriores. La mitad de los pacientes recibieron una Unica dosis, 3
recibieron dos dosis y un paciente recibié tres dosis de MSC, con una cantidad media de 2
x 108/kg. Se obtuvo una RCy 3 RP, las cuales se mantuvieron al menos durante 3 meses
en el peor de los casos. Cabe destacar en caso particular del paciente que logré una
remisidon completa, que en el contexto de la EICR crdénica padecia de trombocitopenia

severa que se resolvio por completo tras la administracion de las MSC 2791,

Mas reciente, el trabajo del grupo de Granada liderado por Manuel Jurado publicé los
resultados de un estudio fase I/Il, donde se utilizaron MSC de tejido adiposo afiadido al
tratamiento estandar con prednisona y CsA en pacientes con EICR moderado-severo. Se
incluyeron 14 pacientes, divididos en dos grupos en funcidn de la dosis de 1 o 3 x 10%/kg
de MSC. Cuatro pacientes abandonaron el ensayo clinico, y tras 56 semanas de
seguimiento 8 pacientes se encontraban en RCy 2 RP, sin diferencias entre los grupos. El
tiempo medio para alcanzar la RC fue de 36 semanas. Cabe destacar que en la semana 56
todos los pacientes habian podido suspender el tratamiento con la prednisona, y 9
continuaban con la CsA. Once de 14 pacientes estaban vivos al final del estudio (71%), sin

diferencias significativas entre los dos grupos 3%,
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También se han publicado estudios del uso de MSC con intencién profilactica en la EICR
cronica, observandose reduccién de la incidencia y severidad de esta en comparacién con

los grupos control [28> 286, 301]

e Administracién en la prevencién o tratamiento del injerto pobre o fallo de injerto:

En 2002 Kog reporté en 32 pacientes con neoplasia de mama sometidos a un Auto-TPH
una rapida recuperacidon hematopoyética tras la infusidon intravenosa de MSC autdlogas.
La mediana del tiempo para lograr un recuento absoluto de neutréfilos >500/ulL fue de 8

dias (6 - 11), y un recuento plaquetario >20 x 10°/L con una mediana de 9 dias (4 - 19)

[274]

En el contexto del Alo-TPH, el primer ensayo clinico de coinfusion de MSC se realizd en
trasplante emparentado HLA idéntico. La infusion de las MSC se realizé cuatro horas
antes de la infusion de los progenitores. Se trataron 46 pacientes sin observarse
complicaciones relacionadas con la infusidon, pero en la comparacién con las cortes
historicas no se observé una reduccion del tiempo del injerto, ni reduccién de la

incidencia de EICR aguda o crénica 277,

El equipo de Ball realizé la infusién conjunta de progenitores hematopoyéticos
haploidénticos y MSC. Dichas infusiones se llevaron a cabo en 14 pacientes pediatricos,
logrando injerto sostenido en todos ellos, frente al 15% de la corte histdrica. Los autores
concluyeron que la infusidon conjunta de progenitores hematopoyéticos con MSC, podria
reducir la incidencia de fallo de injerto [3%2, De la misma forma, McMillan y su equipo en
el contexto de un ensayo clinico fase I/1l realizaron cotrasplante de MSC con progenitores
de SCU en 8 nifos. La totalidad de los pacientes alcanzaron el injerto de neutréfilos, asi
como al 75% del plaquetario, datos que reflejaban una ligera mejoria con respecto a la
corte histdrica 3%, Otro grupo reportd el tratamiento de 13 infantes realizaron la misma
infusidon conjunta que el ensayo previamente mencionado. En este caso a incidencia
acumulada de rechazo del injerto fue favorable al grupo histérico con respecto a de las
MSC (3% vs 15%). Pero obtuvieron otras conclusiones resefiables, la incidencia de EICR
aguda grado Il - IV y de EICR crénica fue de 0% en el grupo de los pacientes tratados con

MSC, frente al 26% y 11%, respectivamente, en las cortes histéricas 234,




También cabe destacar el trabajo realizado por Baron y sus colaboradores, quienes
reflejaron los resultados de un estudio que analizé la coinfusion de MSC en Alo-TPH de
DnE en 20 pacientes en comparacién con una corte histdrica. En cuanto al fallo de injerto,
no se observaron diferencias significativas frente al grupo histérico. No obstante, se
reporté una reduccién de la mortalidad relacionado con la EICR aguda al afio siendo del

10% en el grupo de MSC, frente al 31% en el grupo histdrico 283,

De la misma forma, el grupo del Hospital Puerta de Hierro realizé la infusion profilactica
de MSC (dosis 1 - 2 x 10%/kg) de MO expandida ex vivo en 9 pacientes que realizaban un
Alo-TPH de SCU. La administracion se realizé inmediatamente después de la infusidn de
los progenitores hematopoyéticos. Los resultados no evidenciaron diferencias

significativas en el injerto, ni en la incidencia de EICR aguda severa 3041,

El conjunto de estos datos parece indicar que la infusidon conjunta de MSC y progenitores
hematopoyéticos no presenta un beneficio claro en el injerto. Sin embargo, en algunos

estudios si se observé una reduccién resefiable de la incidencia de EICR aguda 1283, 2841,

En cuanto al tratamiento del fallo de injerto, en un estudio piloto de Meuleman y su
equipo trataron con MSC (dosis 1 x 10%/kg) a 6 pacientes con fallo de injerto primario tras
el trasplante. Dos de los seis pacientes tratados lograron alcanzar una recuperacién
hematopoyética después de la infusion de MSC B%l, Basidndose en este estudio, se
reclutaron a 22 pacientes con fallo de injerto primario para ser randomizados en dos
grupos, dos dosis de MSC combinadas con SCU o solas. Después de la primera dosis, 7 de
11 pacientes en el grupo MSC alcanzaron respuesta, mientras que 9 de 11 en el grupo de
MSC con SCU, con una tasa de RG del 86% tras la segunda dosis, sugiriendo que estas

podrian ser dos estrategias potencialmente Gtiles para el fallo de injerto 3%,

Debido a las experiencias descritas por su capacidad progenitora sobre el nicho
hematopoyético, y como tratamiento de la EICR, posiblemente implicada en la aparicion
de las citopenias, se sugiere que las MSC podrian ser un tratamiento factible vy
potencialmente eficaz en el contexto de las citopenias periféricas postrasplante, siendo la
experiencia en este ambito muy limitada. Destacamos en este caso el trabajo muy
preliminar realizado por nuestro grupo, en el cual se publicaron por primera vez cuatro

pacientes con citopenias periféricas después de la recuperacién hematoldgica completa
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tras un Alo-TPH: 3 trombocitopenia y una neutropenia, refractarios a varias lineas
terapéuticas. La mayoria de los pacientes recibieron mas de una dosis, con una media de
MSC de 1 x 10%/kg. En los cuatro pacientes se observé una recuperacién completa de las
cifras periféricas 13%7], En este trabajo de tesis se analizaran los resultados posteriores de

nuestro grupo.

e Administracién en la cistitis hemorragica:

La experiencia en este campo es igualmente muy escasa. En la serie mas grande
publicada, el tratamiento de 7 pacientes con cistitis hemorragica grados 2 a 4 con MSC a
una dosis media de 1 x 10%/kg por via intravenosa. En cinco pacientes (71%), la cistitis
hemorragica respondié de forma completa después de la infusién. La hematuria
macroscopica desaparecié después de una mediana de 3 dias (1 - 14). En los dos
pacientes restantes se logré una reduccién de las necesidades transfusionales [,
Similares resultados se observaron en otros estudios y reportes de casos 3% pero sin ser

comprobados dentro de un ensayo clinico.




1.5.4 REGULACION LEGAL DE LA PRODUCCION DE MSC PARA USO CLINICO

La administracién de MSC, aunque inicialmente se encuadré en el contexto de la terapia
celular en el entorno del trasplante hematopoyético de forma similar a otras estrategias
como la infusién de linfocitos del donante, fue englobada en la primera década del siglo
XXI dentro de la legislaciéon que aplica a los medicamentos de terapia avanzada, donde se

incluye la terapia celular, la terapia génica y la ingenieria tisular.
Los principales ambitos legislativos son [319]:

- Ley 30/1979, de 27 de octubre, de extraccién y trasplante de érganos establece el
marco legislativo por el que se regula la realizaciéon de implantes experimentales
de drganos, tejidos y células de origen humano.

- Real Decreto 2070/1999 de 30 de diciembre, que desarrolla la ley anterior y el
Real Decreto Ley 9/2014, de 4 de julio, sobre las aplicaciones clinicas del uso de
tejidos y células en humanos.

- Real Decreto 477/2014, de 13 de junio, por el que se regula la autorizacion de
medicamentos de terapia avanzada de fabricacion no industrial (BOE nium. 144, de
14 de junio).

- En Europa, en el Reglamento CE nimero 1394/2007 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 13 de noviembre de 2007, sobre medicamentos de terapia avanzada
otorga cierta libertad a los estados para la elaboracion de legislaciones propias
gue permitan o restrinjan el uso de células madre embrionarias humanas, asi

como la comercializacion de farmacos y productos derivados.

En este contexto, como se ha indicado, a partir del Reglamento CE niimero 1394/2007 se
defini6 como medicamento de terapia celular a los productos celulares que han sido
sometidos a manipulacion sustancial in vitro o bien aquellos que, sin sufrir esta

manipulacién, se emplean para unas funciones distintas a la que realizan en el organismo.

Al pasar a ser un medicamento, la produccién celular a nivel clinico estd obligada a
hacerse en Unidades de Produccién Celular (UPC) que trabajaran con Normas de Correcta

Fabricacion (GMP del inglés good manufacturing practice) y acreditadas por las
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autoridades regulatorias (en Espaia la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios). Estas Unidades comenzaron a construirse en los centros asistenciales donde

estas células se estaban empleando.

Las normas GMP, se traducen en un listado de requerimientos para las UPC, centradas
principalmente en su disefio y construccion, asi como en el personal adscrito y la
documentacién manejada y forma de trabajo. En este contexto La Comisién Europea
adoptd la Directiva 2003/94/CE, de 8 de octubre de 2003 de medicamentos vy
medicamentos en investigacién para uso humano. La transposicion de la citada Directiva
al ordenamiento juridico espafiol se realizé a través del Real Decreto 2183/2004, de 12 de
noviembre, por el que se modifica el Real Decreto 1564/1992, de 18 de diciembre, por el
gue se desarrolla y regula el régimen de autorizacién de los laboratorios farmacéuticos e
importadores de medicamentos y la garantia de calidad en su fabricacion industrial. Estos
reales decretos han sido derogados total o parcialmente por el Real Decreto 824/2010, de
25 de junio, por el que se regulan los laboratorios farmacéuticos, los fabricantes de
principios activos de uso farmacéutico y el comercio exterior de medicamentos y
medicamentos en investigacidon que, en su capitulo 1V, recoge los principios y directrices

de las GMP.

Como se ha indicado, las UPC han de estar correctamente acreditadas por la autoridad
competente, en nuestro caso por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS). Han de poseer programas de control de calidad que garantice que los

medicamentos producidos son adecuados para el uso al que estan destinados.

Puesto que en la mayoria de estos medicamentos de terapia celular no esta aprobados
para uso clinico, ha de solicitarse a la AEMPS la autorizacién para su aplicacién como
productos en investigacion (PEl), siempre vinculados al desarrollo de un ensayo clinico
por el Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, se regulan los ensayos clinicos con
medicamentos, los Comités de ética de la Investigacidn con medicamentos y el Registro

Espanol de Estudios Clinicos.

e https://www.aemps.gob.es/medicamentos-de-uso-humano/




1.5.5 SELECCION DE DONANTES PARA LA PRODUCCION CLINICA DE MSC

Con el auge de la terapia con MSC se ha investigado en la busqueda de las fuentes
celulares y los donantes con un mejor perfil que se traduzca en una ventaja clinica,
siempre bajo el amparo del Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de Julio, por el que se
establecen las normas de calidad y seguridad para la donacién, la obtencion, la
evaluacion, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucién de
células y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento

para su uso en humanos.

e Fuentes celulares:

Desde su aislamiento en MO a mediados del siglo pasado, se ha logrado el aislamiento de
MSC a partir de multiples tejidos como SCU B, tejidos fetales 312, tejidos placentarios
[313,314] ‘nulpa dental, entre otros. La fuente alternativa a la médula 6sea mas empleada es

el tejido adiposo.

Halvorsen aislé por primera vez MSC a partir del estroma del tejido adiposo [31°],
Posteriormente, Zuc demostrd que sus propiedades son muy similares a las MSC aisladas

en la MO [3%6] extendiéndose su uso en la terapia celular debido a su disponibilidad.

Las MSC de los distintos tejidos comparten las mismas caracteristicas, cumpliendo la
definicion comun de MSC 2%l sin embargo, poseen perfiles de expresidon génica
diferenciados, asi como variaciones en los niveles de produccién de citocinas, ademas de

su capacidad de diferenciacién en diferentes tejidos 3171,

e (Células autologas o alogénicas en complicaciones postrasplante:

Aunque en medicina regenerativa el debate entre el uso de células autdlogas y alogénicas
sigue estando abierto, pues cada una de estas fuentes tiene sus ventajas y desventajas
bioldgicas y logisticas [318320 este debate a la hora de seleccionar uno u otro tipo en el

contexto del postrasplante hematopoyético esta resuelto.
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Dado que el estroma tras el Alo-TPH sigue siendo del receptor 321323 nyestro grupo y
otros muchos ha demostrado que las MSC de pacientes con hemopatias malignas son
portadoras de alteraciones gendmicas incluso ya en el momento del diagndstico. Asi,
estas alteraciones se han descrito en pacientes con mieloma multiple (MM) [324-326],
leucemia mielobldstica aguda (LMA) 327 328 sindrome mielodisplasico (SMD) [329 330
aplasia medular 331, Ademads, diversos estudios ponen de manifiesto el dafio en el
estroma inducido por diversas terapias. Un estudio demostré una reduccién significativa
de la expansién de MSC derivadas de pacientes que recibieron quimioterapia a altas dosis
(Cy y melfaldn) (3323331 También se han reportado estudios de los efectos deletéreos de la

radioterapia sobre las MSC [334-336],

Por este motivo, las MSC que se empleen el programas terapéuticos de terapia celular en

el contexto del Alo-TPH han de ser alogénicas.

e [nfluencia de las caracteristicas de los donantes:

Ciertos estudios sugieren que las caracteristicas demograficos y biométricas pueden ser

particularmente importantes a la hora de identificar los donantes dptimos de MSC.

Estudios recientes han mostrado que los individuos de mayor edad producen una menor
cantidad de MSC, ademas de presentar un tiempo de duplicacién ligeramente mayor. Aun
asi, se obtienen productos celulares satisfactorios independientemente de la cohorte de
edad. Las diferencias significativas se encontraron en relacién con el corte de edad de 18
afios, y Unicamente a partir del tercer pase de cultivo 3371, En otro estudio, se comprobé
gue el aislamiento y la expansién de las MSC de MO presenté una tasa de fracaso mayor

en los donantes mayores de 60 afios 1338,

En funcidon del género no se han demostrado diferencias significativas en cuanto a la
produccién de MSC, presentando tasas de crecimientos insuficiente similares (hombre
27% y mujeres 28%) en un estudio con 53 sujetos. Si se observd en este estudio, que las

donantes producian MSC con una mayor capacidad inmunomoduladora sobre las células

T [339].




Ademas, otros estudios revelan que los donantes con un indice de masa corporal (IMC)
elevado (>30) presentan una diferenciacién osteogénica y adipogénica deteriorada, tasas
de proliferacién disminuidas, aumento de la senescencia y expresiéon elevada de genes
relacionados con el estrés del reticulo endoplasmico, frente a los que presentan IMC
normales (<25). Ademas, la activacion de las MSC en donantes con IMC alto expresa
niveles mas elevados de ARNm de citocinas proinflamatorias, mejoraron notoriamente la
proliferacion y diferenciacidon de las células T. Estos resultados indican que la obesidad
reduce o elimina los efectos antiinflamatorios de las MSC de tal forma que pueden no ser

una fuente celular funcionalmente adecuada [340: 3411,

También se han evaluado biomarcadores para la identificacion de donantes con alto
potencial de diferenciacion. Se han analizado donantes de MSC en funcidn de la expresion
de microARN implicados en la condrogénesis y la homeostasis del cartilago, demostrando
que ciertos perfiles especificos pueden tener un valor pronéstico para seleccionar

donantes con alto potencial de diferenciacion 342,
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS






2.1 HIPOTESIS

Debido a sus propiedades inmunomoduladoras, las MSC han demostrado su eficacia en el
tratamiento de la EICR, tanto aguda como crénica, asi como en las citopenias

postrasplante.

Los estudios realizados han puesto en evidencia una alta tasa de respuestas en los
pacientes refractarios a la primera linea terapéutica y, por lo tanto, un aumento de la SG
en los pacientes respondedores. La actividad de la UPC del CAUSA, con una serie amplia
de pacientes tratados para diversas complicaciones postrasplante, no ha sido analizada
en profundidad. El estudio y andlisis de la produccion celular en el periodo 2009-2018 nos
puede permitir conocer la factibilidad y la seguridad de este procedimiento, ademas de

obtener resultados preliminares de eficacia en este contexto.
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2.2 OBIJETIVOS

e General:

Analizar la actividad de la UPC del CAUSA en el periodo 2009-2018 en el empleo de MSC

para el tratamiento de diversas complicaciones del Alo-TPH.

e Especificos:

- Analizar la factibilidad del proceso de produccién celular en todos sus apartados,
analizando los pormenores de los procedimientos de donacién, expansion,

caracterizacion y validacién del producto celular.

- Recoger y analizar los detalles de la administracién celular, y los efectos
secundarios relacionados con la infusion de las MSC que se hayan objetivado en el

periodo de estudio (2009-2018).

- Evaluar las respuestas obtenidas tras el tratamiento celular, tanto en el
tratamiento de la EICR aguda como de la EICR crénica, en el tratamiento de las
citopenias postrasplante, ademas de otras complicaciones como la cistitis
hemorrégica, y su potencial correlacion con otros parametros clinicos y/o

bioldgicos.
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3 MATERIALY METODOS






3.1 MATERIAL

Para la elaboracion del presente trabajo se ha realizado un andlisis descriptivo
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retrospectivo sobre la actividad de produccion celular de la UPC del CAUSA en el empleo

de MSC como uso compasivo, para el tratamiento de complicaciones derivadas del Alo-

TPH.

3.1.1 DONANTES

Se ha recopilado la informaciéon de 92 donaciones de MO para obtencién de MSC

realizadas en el periodo comprendido entre febrero de 2010 y noviembre de 2018.

3.1.2 PACIENTES

Se ha hecho una revision de 126 pacientes (115 adultos y 11 pediatricos) que han recibido
MSC para una complicacidn secundaria al trasplante alogénico desde julio de 2009 hasta

diciembre de 2018.

Agrupamos a los pacientes segun la complicaciéon subsidiaria de recibir el producto

celular:

- EICR aguda: 67 pacientes (60 adultos y 7 pediatricos).
- EICR crdnica: 20 pacientes adultos.
- Citopenias periférica post-Alo-TPH: 32 pacientes (30 adultos y 2 pediatricos).

- Cistitis hemorragica: 7 pacientes (5 adultos y 2 pediatricos).

Para la recogida de los datos se accedid a los programas informatizados del CAUSA,
siendo necesario el acceso a los programas de analisis clinicos, microbiologia y farmacia,
las historias clinicas de los pacientes y donantes, asi como a las guias de fabricacion de la

UPC.
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La creacion de las bases de realizadas, asi como el andlisis estadistico de los parametros
demograficos, clinicos y de laboratorio se llevd a cabo mediante los programas
estadisticos SPSS Software 22.0 de la empresa IBM (SPSS Inc, Chicago, EEUU) y GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, California, EEUU).

Las figuras se realizaron mediante la aplicacion BioRender (Biorender Inc, Torondo,

Canada).

Las referencias bibliograficas se introdujeron mediante el programa informdtico EndNote

X7 (Clarivate Analytics, Filadelfia, EEUU).

66

—
| —



3.2 METODOS

La metodologia de la recopilacion y analisis de los datos se divide en diversas secciones en
funcién de las fases de recoleccién, procesamiento y elaboracién, y administracién final

del producto de terapia celular obtenido.

3.2.1 CONSULTA DE SELECCION DEL DONANTE

Se revisaron las historias clinicas de los donantes, con especial interés en el episodio de la
consulta previa a la donacién, de la cual se recopilaron las siguientes caracteristicas de los
donantes: antecedentes médico-quirurgicos, el historial gestacional (en caso de las
mujeres) y transfusional, asi como la toma medicacidn, el género, la edad, el peso, la talla,
la superficie corporal y el indice de masa corporal. Ademds se revisaron los siguientes
pardmetros analiticos: hemograma, bioquimica (funcién renal, ionograma y perfil
hepatico), coagulacion, estudio de grupo sanguineo, escrutinio de anticuerpos irregulares
y test de embarazo (que se realizd si procedia), ademas de las serologias obligatorias para
la donacidn (virus hepatotropos B y C, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), sifilis y
virus linfotrépico humano de células T (HTLV I/1l), segin especifica el Real Decreto
1088/2005, de 16 de septiembre, por el que se establecen los requisitos técnicos y

condiciones minimas de la hemodonacion y de los centros y servicios de transfusion.

Todos los donantes firmaron previamente el consentimiento informado para Ia
realizacion de la extraccidn de médula dsea para obtencion de células mesenquimales de
médula ésea de acuerdo con las directrices institucionales y aprobado por el Comité Etico

de Investigacién Clinica del Area de Salud de Salamanca.

3.2.2 EXTRACCION DE MEDULA OSEA

En este apartado se ha evaluado la aparicion de complicaciones derivadas del

procedimiento, su duracion y el volumen de médula extraido.
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3.2.3 PRODUCCION CELULAR

Los datos analizados en este apartado se han dividido en secciones, segiin el momento de

la produccién.

e Cultivo inicial:
En esta fase de la produccion se han analizado las siguientes variables:

- Volumen de MO obtenida.

- Cantidad total de CMN presentes en la muestra, y su nimero por ml. de sangre
medular.

- Viabilidad de las CMN.

- Dias transcurridos durante el cultivo inicial.

- Numero de frascos en los que se han sembrado las CMN, y su superficie de cultivo en
cm?, obteniendo asi la concentracidn en la que se ha realizado la siembra.

- Cantidad total de MSC obtenidas tras el cultivo inicial, cantidad de MSC obtenidas por
cada 10° CMN plantadas y por ml de medula inicial procesada.

- Viabilidad de las MSC obtenidas.

e Primer, segundo vy tercer pase de cultivo.

En lo sucesivos pases de cultivo se han analizado las siguientes variables.

- Dias transcurridos entre cada pase de cultivo.

- Cantidad de MSC plantadas tras el pase de cultivo previo.

- Numero de factorias en las que se han sembrado las MSC y su superficie de cultivo en
cm?, obteniendo asi la concentracién en las que se ha realizado la siembra.

- MSC obtenidas tras finalizar el pase de cultivo.

- MSC tedricas obtenidas, si hubiésemos plantado la cantidad de total de células
obtenidas en el cultivo previo, y por ml de médula inicial y por cada 10° CMN iniciales.

- Tiempo de duplicaciéon del cultivo celular (doubling time). Para dicho calculo se

empled la siguiente féormula:
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Doubling time = Tiempo (dias) * Log (2) / Log (MSC finales) - Log (MSC iniciales)
e http://www.doubling-time.com/compute.php
- Dosis de MSC obtenidas tras finalizar el pase de cultivo, y en cuantos lotes se han

criopreservado, asi como la viabilidad de estas.

Con el objetivo de poder predecir un mejor donante se buscaron relaciones estadisticas
entre las caracteristicas de estos y los datos obtenidos de la produccién celular. Las
caracteristicas de los donantes analizadas fueron el género, la edad (punto de corte de
mediana edad: 38 afios) y el IMC (punto de corte de IMC 25 y 30). Los datos de
produccién analizados en el cultivo inicial fueron las MSC, las MSC/ml de MO, las MSC por
cada 10° CMN sembradas en el cultivo inicial. En los sucesivos pases de cultivo se
analizaron las MSC tedricas, las MSC tedricas/ml de MO, MSC tedricas por cada 10° CMN

sembradas en el cultivo inicial y el doubling time.

El andlisis estadistico se realizé en todos los casos mediante la prueba de U de Mann-
Whitney, ya que las variables cuantitativas presentaban una distribucién no paramétrica

segun la prueba de normalidad de Kolmogdérov-Smirnov.

El concepto de MSC tedricas hace referencia al supuesto caso en el que se realizase la
siembra del total de células obtenidas en cada uno de los pases. Parte de estas células
deben ser utilizadas para los distintos controles de calidad del producto obtenido
(fenotipo, test de esterilidad, viabilidad, estabilidad genética y ensayo de diferenciacién),

asi como para su muestreo y criopreservacion cuando estd indicado.

También se analizé la factibilidad del procedimiento haciendo una revision de los
productos desechados, evaluando los motivos por los cuales se tuvo que discontinuar la

produccién.

Para comprender el andlisis en este apartado es imprescindible conocer el procedimiento

de elaboracion del producto celular, el cual se detalla a continuacion.
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http://www.doubling-time.com/compute.php

3.2.4 PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE LAS MSC

En el siguiente apartado se resume el protocolo de fabricacion del medicamento en
investigacion, “Células mesenquimales obtenidas de médula ésea de donantes sanos”,
segln el expediente del PElI 06-076 autorizado por la AEMPS en nuestra Unidad de

Produccion Celular.

El procedimiento consta, en términos generales, de los siguientes pasos:

1. Extraccidny transporte:

La bolsa con el contenido de MO extraida en el quiréfano se recibe en la UPC, la cual

dispone de certificacién de GMP para la fabricacion del medicamento.

2. Aislamiento de CMN (dia 0):

Para la obtencién de CMN a partir de la muestra obtenida se realiza una centrifugacién
por gradiente de densidad (Ficoll). Las células obtenidas se cuantifican empleando una

camara de Neubauer tras tincién con Azul de Trypan.

3. Establecimiento del cultivo primario:

Estas CMN se siembran en frascos de cultivo celular de 175 cm?, a una concentracidn
aproximada de 171.000 células/cm?. El medio de cultivo empleado fue el a-MEM
(Minimum Essential Medium) suplementado con un 5% de lisado plaquetario, 1.000 Ul de
heparina y 1% penicilina-estreptomicina. El cultivo se mantuvo a una temperatura de 379

Cy con una concentracion del 5% de CO,.

Tras un periodo de entre 7 a 14 dias se observé la formacién de colonias de células

adherentes.
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4. Primer pase de cultivo:

Cuando la confluencia celular alcanzé un 70 - 80% de la superficie del frasco de cultivo, las
células fueron tripsinizadas y se subcultivaron a una concentracién de entre 1.000 - 5.000

células/cm?.
Los controles de calidad en este punto fueron los siguientes:

- Morfologia: las células debian ser adherentes de aspecto fibrobdastico.

- Fenotipo: se comprobd por citometria de flujo la expresidon positiva para CD166,
CD105, CD44, CD73 y CD90. Asimismo, las células debian de carecer de expresién para
CD34, CD45, CD19, CD14 y HLA-DR.

- Esterilidad: el producto debia ser estéril.

- Ausencia de contaminacién por Mycoplasma.

- Viabilidad: aunque en este punto no es una especificacion del producto obtenido, si

que es un dato relevante para futuros pases.

5. Segundo vy tercer pase de cultivo:

El procedimiento fue similar al del primer pase. A partir del segundo pase, en caso de
obtener un nimero adecuado de células, parte se recogieron y criopreservaron en dosis

de tamafio adecuado para su posterior infusion.

6. Recogiday criopreservacion de las MSC:

El medio de criopreservacion utilizado y posteriormente infundido fue plasma humano AB

suplementado con un 10% de dimetil sulféxido (DMSO).
Las especificaciones que debia cumplir el producto final fueron las siguientes:

- Morfologia: las células debian ser adherentes de aspecto fibrobastico.

- Fenotipo: se comprobd por citometria de flujo la expresion positiva de mas del 70%
de las células para CD166, CD105, CD44, CD73 y CD90 y negativa para CD34, CD45,
CD19, CD14 y HLA-DR.

- Esterilidad: el producto debia ser estéril.
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- Ausencia de contaminacion por Mycoplasma.
- Viabilidad > 70%.

- Estabilidad genética por cariotipo o CGH-Arrays.

3.2.5 ANALISIS DE LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Dentro del siguiente apartado se han evaluado las 506 dosis de MSC administradas en los
126 pacientes con complicaciones surgidas tras la realizacion de un Alo-TPH, tratados

entre julio de 2009 y diciembre de 2018.
Para cada uno de los productos administrados se han analizado los siguientes puntos:

- El motivo de la administraciéon: EICR aguda, EICR crdnica, citopenias periféricas post-
Alo-TPH y cistitis hemorragica.

- La dosis de MSC infundidas por peso del receptor.

- El ndmero de dosis administradas en cada paciente, asi como la pauta de
administracion: secuencial (dias 1, 4, 11 y 18), semanal (dias 1, 8, 15 y 22) o sin pauta
establecida.

- El nimero de tandas/ciclos de MSC administradas en cada receptor.

- El analisis de las complicaciones inmediatas, relacionadas con la administracién. Cabe
destacar, que, segun el protocolo de administracién, las infusiones se realizaron con

premedicacién con actocortina 100 mg y dexclorfeniramina 10 mg 30 minutos antes.

3.2.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

El andlisis de los resultados se realizé segun la indicacidn de la administracion.
Para todas las infusiones fueron recogidos los siguientes datos:

- Caracteristicas del paciente: el género, la fecha de nacimiento, la edad, el peso y la
talla.
- Caracteristicas de la enfermedad hematoldgica: el diagndstico, los tratamientos

recibidos para la misma y estado de la enfermedad en el momento del trasplante.
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- Caracteristicas relacionadas con el trasplante: el tipo de donante, la compatibilidad
HLA, la fuente celular de los progenitores hematopoyéticos, la intensidad del

acondicionamiento, asi como el esquema utilizado, la inmunosupresién administrada
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y la fecha de infusidn de los progenitores hematopoyéticos.

Los bloques en los que se ha dividido el analisis segun la indicacién del tratamiento celular

fueron los siguientes:

- EICR aguda.
- EICR cronica.
- Citopenias periféricas post-Alo-TPH.

- Cistitis hemorragica.

ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA

En este punto han sido evaluados los siguientes datos para los 67 pacientes (60 adultos y
7 pediatricos) que han recibido MSC para EICR aguda como uso compasivo entre julio de

2009 y diciembre de 2018.

- Andlisis del primer episodio de EICR aguda: la fecha del episodio, el 6rgano afecto y su
grado de afectacién, el tratamiento recibido para dicha complicacion y la respuesta
alcanzada con el tratamiento administrado.

- Episodio de EICR aguda por el cual recibié MSC: la fecha del episodio, el 6rgano(s)
afecto(s) y su grado de extensién, el grado de afectacidon clinica global, la
inmunosupresion recibida en dicho momento, y su dosificacién, asi como el nimero
de lineas terapéuticas recibidas previamente a las MSC.

- Estado de la enfermedad hematoldgica previamente a recibir MSC.

- Estado seroldgico del CMV previamente a recibir MSC.

- Caracteristicas de la administracion de las MSC: la fecha de administracion de las MSC,
la dosis de MSC infundidas por kg de peso del receptor, el nimero de dosis

administradas en cada paciente y la pauta de administracién recibida.
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En el andlisis de la evolucidn del paciente tras recibir las MSC se recopilaron los siguientes

datos:

- Respuesta alcanzada a nivel de cada érgano afecto, asi como la RG lograda. Esta
respuesta se evalud en el dia 28 tras recibir la primera dosis del producto celular. Para
valorar la respuesta al tratamiento se utilizaron los siguientes criterios:

e RC: resolucién de completa de toda manifestacién.

e RP: mejoria de al menos de un érgano, sin mejoria ni empeoramiento de los
demas.

e Sin respuesta: ausencia de mejoria, pero sin presentar empeoramiento a ningun
nivel.

e Progresion: empeoramiento de al menos un drgano afecto, sin presentar mejoria

en otros érganos.

- Reaparicion de un nuevo brote de EICR, la fecha de aparicidn, su extensidn, su grado
de afectacion, y la respuesta a nuevas lineas de tratamiento.

- Documentaciones microbioldgicas hasta 6 meses tras la primera dosis de MSC.

- Reactivaciones de CMV hasta 6 meses tras la primera administracién de las MSC.

- Hemograma a los 90 dias de la infusion del producto celular.

- Estado de la enfermedad hematolégica, asi como posibles recaidas de la misma vy la
fecha.

- Fecha de ultimo seguimiento del paciente.

- En caso de éxitus, la causa de este y su fecha.

- Estado de la EICR en el momento en el dltimo seguimiento.

Para evaluar los érganos afectos por la EICR aguda se utilizé la escala de estadiaje descrita
en el apartado de introduccidn, y para catalogar el grado de afectacién de global se ha
utilizado la clasificacién de Glucksberg (1974) con modificaciones de la Conferencia

Consenso de 1995, descritos en el apartado de Introduccion.

74

—
| —



ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA

En este dmbito, han sido evaluadas las caracteristicas de los 20 pacientes que han
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recibido MSC para EICR crénica como uso compasivo, entre julio de 2010 y septiembre de

2018.

En estos pacientes se recogieron los siguientes datos:

- Andlisis de posible episodio de EICR aguda previo: la fecha del episodio, el érgano
afecto y su grado de afectacioén, el tratamiento recibido y la respuesta alcanzada con
el tratamiento administrado.

- Episodio de EICR crénica por el cual recibi6 MSC: la fecha del episodio, el érgano(s)
afecto(s) y su grado de extensién, el grado de afectacién clinica global, el tratamiento
inmunosupresor recibiendo, y su dosificacién, asi como las lineas de tratamientos
recibidos previamente a las MSC.

- Estado de la enfermedad hematoldgica previamente a recibir MSC.

- Estado seroldgico del CMV previamente a recibir MSC.

- Caracteristicas de la administracion de las MSC: |la fecha de administracién de las MSC,
la dosis de MSC infundidas por kg de peso del receptor, el nimero de dosis

administradas en cada paciente y la pauta de administracién recibida.

En el andlisis de la evolucidn del paciente tras recibir las MSC se recopilaron los siguientes

datos:

- Respuesta alcanzada de cada érgano afecto, asi como la RG.
- Para valorar la respuesta al tratamiento se utilizaron los criterios de Response Criteria
Working Group:
e RC: resolucidon de todas las manifestaciones relacionadas con la EICR crénica.
Categoria no aplicable a drganos con dafio irreversible.
e RP: se considera la mejoria de un érgano, sin progresién en cualquier otro. En un
drgano especifico se evaltua en funcién de la mejoria sobre la puntuacién basal (NIH

2014), considerandose una mejora de 1 o mas puntos en una escala de 4 a 7
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puntos, o una mejora de 2 o mds puntos en una escala de 10-12 puntos. A nivel
hepatico se requiere la mejoria de al menos el 50% de los valores de bilirrubina
total, ALT y FA. En los pacientes con afectacién por BO, una mejoria absoluta del
FEV1 del 10%.

e Falta de respuesta:

- Progresion: para la piel, los ojos, el eséfago y el tracto Gl se considera un
empeoramiento de 1 punto o mas sobre una escala de 0 a 3. Para los
pacientes con afectacién pulmonar, un empeoramiento de FEV1 en un 10%
0 mas.

- Respuesta mixta: presencia de RC o RP en un érgano acompafiada de
progresién en otro.

- Sin cambios: los resultados que no cumplen los criterios de RC, RP,

progresidn o respuesta mixta.

Se analizé la RG del conjunto de la afectacién, considerando RC a la resolucién completa
de toda manifestaciones clinicas, RP a la mejoria de al menos un drgano sin
empeoramiento de los demas, y se calificd sin respuesta a la ausencia de mejoria o

empeoramiento de la clinica de los érganos afectos.

El estado de la respuesta se evalud de forma continuada en el periodo correspondiente a
los 90 dias posteriores a la administracién de la primera infusion de las MSC. En dicha
fecha se analizdé la terapia actual de inmunosupresores y corticoesteroides, y su

dosificacién con respecto al inicio de la terapia con MSC.

- Reaparicion de un nuevo brote de EICR, la fecha de aparicidn, su extension, su grado
de afectacién, y la respuesta a nuevas lineas de tratamiento.

- Documentaciones microbioldgicas hasta 6 meses tras la primera dosis de MSC.

- Reactivaciones de CMV hasta 6 meses tras la primera administracién de las MSC.

- Hemograma a los 90 dias de la infusion del producto celular.

- Estado de la enfermedad hematolégica, asi como posibles recaidas de la misma y la

fecha.
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- Fecha de ultimo seguimiento del paciente.
- En caso de éxitus, la causa de este y su fecha.

- Estado de la EICR en el momento en el ultimo seguimiento.

Para evaluar el estado de la EICR crénica se empled la escala de estadiaje y graduacion
descrita en la clasificacion establecida por el National Institute of Health Consensus

Development Project en 2014, que se detalla en la introduccion.

CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE

Se ha recopilado la siguiente informacion de los 32 pacientes (30 adultos y 2 pedidtricos)

tratados para esta complicacion entre julio de 2008 y de octubre del 2018.

Para ser candidatos a recibir la administraciéon del producto debian cumplir ciertas
premisas, basadas en los criterios de inclusién y exclusion del “Ensayo clinico en fase Il de
tratamiento de citopenias postrasplante alogénico con infusion secuencial de células
mesenquimales alogénicas expandidas in vitro”; Cdédigo EudraCT: 2013-000534-35;
Cdodigo NTC: 02104440; Cédigo ensayo: CSM/CIT; Fase Il; Promotor: FUCALHH (Fundacion
Castellano-Leonesa de Hematologia y Hemoterapia), entre los que destacan: quimerismo
de MO completo en los 28 dias previos, haber descartado probables causas secundarias
de la citopenia (téxica, microangiopatia trombdtica, enfermedad hematoldgica activa,
infecciones concurrentes como la reactivacion del CMV), y presentar al menos una linea
celular afectada, considerando citopenia a la hemoglobina <8 gr/dL, los neutrdfilos

<1.000/uL y las plaquetas <50 x 10°/L.

En estos pacientes se revisaron los siguientes datos:

- Valoracién del injerto tras el Alo-TPH, comprobando la recuperacion de las cifras
hemoperiféricas del injerto del donante. Fecha de injerto de los neutrdfilos (>500/ul)

y fecha de injerto plaquetar (>20 x 10%/L).
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- Caracteristicas de las citopenias: linea(s) celular(es) afectadas (hemoglobina,
neutrdéfilos o plaquetas) y los tratamientos (nimero de lineas) recibidos previamente
a las MSC.

- Estado de la enfermedad hematoldgica previamente a recibir MSC.

- Estado seroldgico del CMV previamente a recibir MSC.

- Episodios de EICR padecido y su estado de actividad en el momento de recibir el
producto celular.

- Caracteristicas de la administracion de las MSC: |la fecha de administracién de las MSC,
la dosis de MSC infundidas por kg de peso del receptor, el nimero de dosis
administradas en cada paciente, el nUmero de dosis administradas en cada paciente y

la pauta de administracion recibida.

En el andlisis de la evolucidn del paciente tras recibir las MSC se recopilaron los siguientes

datos:

- Analisis de las respuestas alcanzadas, las cuales se catalogaron como:
e RC: hemoglobina >10 gr/dL, neutrdfilos >500/ulL y plaquetas >50 x 10°/L.
e RP: hemoglobina >8 gr/dL, neutrdfilos >1.000/ul y plaquetas >100 x 10°/L.

e Falta de respuesta.

Las respuestas se han evaluado en distintos momentos, durante el transcurso hasta el
dia 90 de recibir la primera dosis de MSC, en el dia 90 y seguimientos posteriores. Se
recopilaron las cifras periféricas en los dias 30, 60 y 90. Asi como el andlisis del

momento en el cual se alcanzé las RCy RP.

- Reaparicion de la citopenia, la fecha y la respuesta a nuevas lineas de tratamiento.

- Episodios de EICR, la fecha de aparicidn, su extension y su grado de afectacion.

- Documentaciones microbioldgicas hasta 6 meses tras la primera dosis de MSC.

- Reactivaciones de CMV hasta 6 meses tras la primera administracién de las MSC.

- Estado de la enfermedad hematoldgica, asi como posibles recaidas de la misma vy la

fecha.
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- Fecha de ultimo seguimiento del paciente.
- En caso de éxitus, la causa de este y su fecha.

- Estado de las cifras hemoperiféricas en el momento en el ultimo seguimiento.

CISTITIS HEMORRAGICA

Se ha recopilado la siguiente informacidon de los 5 pacientes adultos que recibieron la

administraciéon de MSC para esta complicacidn entre abril de 2012 y junio del 2018.

En estos pacientes se recopilaron los siguientes datos:

- Caracteristicas de la cistitis hemorrdgica: grado de afectacién, asi como las lineas de
tratamientos (nimero de lineas) recibidos previamente a las MSC.

- Estado de la enfermedad hematoldgica previamente a recibir MSC.

- Determinacién de virus predisponentes en la cistitis hemorragica antes de recibir las
MSC.

- Episodios de EICR padecido y su estado de actividad en el momento de recibir el
producto celular.

- Caracteristicas de la administracion de las MSC: la fecha de administracién de las MSC,
la dosis de MSC infundidas por kg de peso del receptor, el nimero de dosis

administradas en cada paciente, y la pauta de administracién recibida.

En el andlisis de la evolucidn del paciente tras recibir las MSC se recopilaron los siguientes

datos:

- Analisis de las respuestas alcanzadas tras la administracion de MSC, las cuales se
catalogaron como:
e RC: resolucién de completa de toda manifestacidon clinica, en este caso cese de la
hematuria y desaparicion de los codgulos.
e RP: mejoria de la clinica con desapariciéon de los codgulos, pero persistencia de

hematuria macroscdpica, pero en descenso con respecto al estado inicial.
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e Sin respuesta: ausencia de mejoria de las manifestaciones clinicas.

Episodios de EICR o documentaciones microbioldgicas relacionadas con la infusion de
MSC.

Estado de la enfermedad hematoldgica, asi como posibles recaidas de la misma y la
fecha.

Fecha de ultimo seguimiento del paciente.

En caso de éxitus, la causa de este y su fecha.

—
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3.3 ANALISIS ESTADISTICO

La creacion de las bases de datos utilizadas, asi como el analisis estadistico se realizd
mediante el programa estadistico SPSS Software 22.0 (SPSS Inc, Chicago, EEUU), como

habiamos mencionado previamente. minimo - maximo
En las variables continuas se calcularon mediante la mediana (rango intercuartil).

Para comparar variables cualitativas se utilizé la prueba de chi-cuadrado de Pearson. Las
variables cuantitativas se calcularon mediante la prueba U de Mann-Whitney, ya que
todas las variables presentaban una distribucién no paramétrica segun la prueba de

normalidad de Kolmogdérov-Smirnov.

La SG se estimdé mediante el método de Kaplan-Meier y la prueba de Log-rank para
estimar la significacién estadistica. Para conocer el riesgo asociado a la supervivencia se
empled la regresidon de Cox. Las fechas de episodios de la EICR aguda, la EICR crdénica y las
citopenias periféricas postrasplante fueron calculadas a partir de la fecha de infusion de
progenitores hematopoyéticos hasta la fecha de diagndstico de cada una de ellas. La SG
se calculé a partir de la fecha de la primera infusion de las MSC hasta el ultimo

seguimiento o éxitus del paciente.

Se censuraron todos los pacientes que no alcanzaron los tiempos marcados para el
analisis en cada una de las etiologia por las que recibieron las MSC (EICR agudo +28 dias,

EICR crdénico +90 dias y citopenias periféricas postrasplante +90 dias).

Las curvas de supervivencia se realizaron mediante el programa estadistico GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, California, EEUU).

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de p

era <0,05.
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4 RESULTADOS






4.1 DONANTES

En el periodo comprendido entre febrero de 2010 y noviembre de 2018 realizaron 92
donaciones de MO de donantes sanos para este programa de terapias avanzadas, todas

ellas fueron procesadas y cultivadas bajo las mismas condiciones de produccidn, de

acuerdo con el PEI 06-076 aprobado por la AEMPS.

4.1.1 CARACTERISTICAS DE LOS DONANTES
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El procedimiento de extraccién de MO se realizé a un total de 51 varones (55,4%) y 41

mujeres (44,6%). Su mediana de edad fue de 38 aflos con un rango de 27 a 47.

En cuanto a sus caracteristicas biométricas, se recopilaron los datos del peso, la talla, la

superficie corporal (SC) por el calculo de Du Bois y el indice de masa corporal (IMC),

obteniendo los siguientes datos T2 10,

Caracteristicas biométricas en funcion del sexo

Parametro Peso (kg) Talla (cm) SC (cm?)* IMC*
Varén 85 (78 -90) 177 (173 - 183) 2,02 (1,94-2,10) | 26,81 (25,70 - 28,01)
Mujer 65 (58 - 76) 166 (160 - 170) 1,74 (1,65 - 1,84) 22,95 (21,70 - 27,64)
Global 79 (64 - 86) 173 (165 - 178) 1,90 (1,73 - 2,05) 26,30 (22,84 - 27,78)

Tabla 10. Caracteristicas biométricas de los donantes en funcion del sexo.

* En 21 pacientes no se pudo recopilar peso y/o talla para el célculo del IMC.
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4,1.2 EXTRACCION DE MELULA OSEA

Los 92 procesos de extraccion realizados tuvieron lugar en el quiréfano asignado al
Servicio de Hematologia para este fin, por parte del equipo de extraccion de MO y con el
personal de quiréfano formado, bajo sedacion con propofol y/o midazolam, por parte del

Servicio de Anestesiologia.

El procedimiento tuvo una mediana de duraciéon de 30 minutos (25 - 35), obteniéndose

tras su finalizacién una mediana de volumen de MO de 95 ml (88 - 100).

En ningln caso se reporté complicaciones durante el procedimiento, ni en las 4 horas
posteriores en las cuales el donante estuvo en observacién, asi como la ausencia de
ingreso hospitalario, ni de atencion médica tras el alta, aunque todos los donantes son
contactados en los 7 dias posteriores por el equipo de coordinacion de trasplante/terapia

celular, no registrandose efectos adversos posteriores.

4.1.3 PRODUCCION CELULAR

En este apartado se van a describir los resultados obtenidos en funcién de la etapa de

produccién.

Como se ha indicado, para el andlisis de los siguientes datos se utilizé de guia el

expediente del PEl autorizado por la AEMPS con nimero 06-076.

e Aislamiento de CMN:

El volumen medular inicial fue 95 ml (88 - 100), y la mediana de CMN 431,00 x 10° (285,75
- 665,92), lo que supone una cantidad celular por ml de volumen medular de 4,49 x

10%/ml (3,11 - 6,79), con una viabilidad de 95% (91 - 98).

A partir de las CMN obtenidas se establecio el cultivo inicial.
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e Cultivo inicial:
Las CMN obtenidas en el cultivo inicial se sembraron a una concentracion de 0,1750 x

105/cm? (0,1710 - 0,1800).

Tras 12 dias de cultivo (11 - 13), se obtuvieron 51,20 x 10° (30,25 - 102,00) MSC por
donante, siendo 0,60 x 10%/ml (0,35 - 1,10) en funcién del volumen de MO, con una

viabilidad del 98% (96 - 100).

Si tenemos como referencia las CSM obtenidas por cada 10° MNC plantadas, se

obtuvieron 12,29 x 10° (7,72 - 17,96).

En este punto, una de las expansiones no alcanzé un numero suficiente de células como
para proseguir el cultivo por lo que tuvo que desecharse segun el procedimiento

correspondiente aprobado en la UPC.

e Primer pase de cultivo 72211

Se analizd el producto de los 91 donantes que pasaron al primer pase de cultivo. Se
sembraron 49,00 x 10° (29,00 - 100,00) MSC a una concentracién de 0,0048 x 10%/cm?
(0,0025 - 0,0052).

A los 7 dias (7 - 9), se obtuvieron 284,00 x 10° (161,00 - 384,00) MSC con una viabilidad
celular del 98% (95 - 100). El doubling time fue de 3,28 (2,49 - 4,60) dias.

En este pase de cultivo se criopreservaron MSC de 74 donantes, un total de 278 dosis con
una cantidad de 63,85 x 10° (60,00 - 73,25) MSC cada una, aportando cada donante 4
dosis celulares (3 - 4) ™R 13| Sjete donantes pasaron al siguiente pase de cultivo sin

criopreservar material celular

Los 10 donantes no prosiguieron el procedimiento. En 9 de ellos se decidid criopreservar
todo el producto celular obtenido y cesar el cultivo. En el restante se tuvo que desechar el

producto por crecimiento de colonias de Staphilococcus sp. en el cultivo inicial.
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e Segundo pase de cultivo ™11

En el segundo pase de cultivo se cultivaron células de los 81 donantes restantes. Se
plantaron 67,00 x 10° (63,50 - 93,50) MSC a una concentracién de 0,0050 x 10%/cm?
(0,0049 - 0,0055).

Tras 7 dias (5 - 8) se obtuvieron 237,00 x 10° (158,10 - 345,00) MSC, con una viabilidad del
98% (95 - 100). El doubling time fue de 3,36 (2,70 - 4,76) dias.

Tras el segundo pase de cultivo, 73 de los donantes obtuvieron producto para
criopreservar, con un total de 252 bolsas con una cantidad de 66,00 x 10° (60,00 - 76,10)

en cada una de ellas, recolectando 4 bolsas por cada donante (2 - 4) Tebla 13,

Después de finalizar el segundo pase de cultivo 5 donantes pasaron directamente al
tercer pase al no obtener suficiente cantidad para criopreservar, 55 donantes no
siguieron el procedimiento tras haber decidido no continuar tras recolectar producto, y
en 3 de ellos no se obtuvo una cantidad suficiente de producto para recolectar o cultivar
(2 habian criopreservado MSC en el pase previo y uno de ellos no se consiguid

criopreservar producto en ningun pase).

e Tercer pase de cultivo T2 11

El tercer pase de cultivo se realizé en muestras de 23 donantes. Se sembré una mediana
de 68,00 x 10° (67,00 - 94,00) MSC a una concentracién de 0,0051 x 10%/cm? (0,0050 -
0,0063).

Tras 7 dias (4 - 7) se obtuvieron 232,00 x 108 (159,00 - 315,00) MSC, con una viabilidad del
100% (97 - 100). El doubling time fue de 3,95 (2,52 - 6,59) dias.

Tras este pase de cultivo se obtuvo un total de 82 bolsas de 23 donantes, 3 (2 - 4) bolsas

por cada donante, con una cantidad de MSC por bolsa de 60,00 x 10° (58,00 - 65,70) T2l

13
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Caracteristicas de los sucesivos pases de cultivo

Primer pase n=91

Segundo pase n=81

Tercer pase n=23
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Dias de cultivo

7(7-9)

7(5-8)

7(4-7)

MSC plantadas

49,00 x 10°
(29,00 - 100,00)

67,00 x 106
(63,50 - 93,50)

68,00 x 10°
(67,00 - 94,00)

Concentracion

0,0048 x 10%/cm?
(0,0025 - 0,0052).

0,0048 x 10%/cm?
(0,0049 - 0,0055)

0,0051 x 10%/cm?
(0,0050 - 0,0063)

MSC obtenidas

284,00 x 10°
(161,00 - 384,00)

237,00 x 10°
(158,10 - 345,00)

232,00 x 10°
(159,00 - 315,00)

Doubling time (dias)

3,28 (2,49 - 4,60)

3,36 (2,70 - 4,76)

3,95 (2,52 - 6,59)

Viabilidad

98% (95 - 100)

Tabla 11. Caracteristicas de los sucesivos pases de cultivo.

98% (95 - 100)

100% (97 - 100)

El nimero de MSC tedricas (concepto explicado en el apartado de Material y Métodos),

MSC tedricas/ml de MO y MSC tedricas por cada 10° CMN sembradas en el cultivo en

cada uno de los pases de cultivo estan reflejados en la siguiente tabla T212,

MSC obtenidas en los sucesivos pases de cultivo

Primer pase n=91

Segundo pase n=81

Tercer pase n=23

MSC obtenidas

284,00 x 10°
(161,00 - 384,00)

237,00 x 10°
(158,10 - 345,00)

232,00 x 10°
(159,00 - 315,00)

296,91 x 10°

902,57 x 10°

1.795,36 x 10°

MSC tedricas
(175,80 - 408,10) (499,60 - 1.605,24) (944,79 - 5.646,48)
. 3,29 x 10% /ml 9,91 x 106 /ml 18,78 x 10% /ml
MSC teéricas/ml
(1,74 - 4,38) (5,30 - 16,50) (10,50 -57,37)
L. 62,10 x 10° 205,70 x 10° 516,20 x 10°
MSC tedricas/10° CMN

(39,40 - 99,00)

Tabla 12. MSC obtenidas en los sucesivos pases de cultivo.
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e Recoleccién final:

Tras todo el proceso de produccién se obtuvieron 612 bolsas, 4 (2 - 4) por donante, con

65,00 x 108 (60,00 - 73,25) MSC/bolsa, con una viabilidad del 98% (95 - 100).

Las caracteristicas de los productos obtenidos en funcién de cada uno de los pases de

cultivo se reflejan en la siguiente tabla T2 13,

De los 92 donantes iniciales, en 89 (96,7%) de ellos se obtuvo al menos una bolsa para
criopreservar: 17 (19,1%) en un Unico pase de cultivo, 63 (70,8%) en dos pases y 9 (10,1%)

en los tres pases de cultivo.

De los 3 donantes de los que no se obtuvieron células, en dos de ellos el motivo fue un
fallo de produccién y en el restante una contaminacién microbioldgica del cultivo inicial

(serdan comentados en sus apartados correspondientes).

MSC criopreservadas en cada pase de cultivo

Primer pase n=91 Segundo pase n=81 Tercer pase n=23
Donantes recolectan 74 73 23
Bolsas totales 278 252 82
Bolsas/donante 4(3-4) 4(2-4) 3(2-4)
63,85 x 10° 66,00 x 10° 60,00 x 10°
MSC/bolsa
(60,00 - 73,25) (60,00 - 76,10) (58,00 - 65,70)
Viabilidad 98% (95 - 100) 98% (95 - 100) 100% (97 - 100)

Tabla 13. MSC criopreservadas en cada pase de cultivo.

e Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccion celular:

Con el objetivo de poder predecir un mejor donante se buscaron relaciones estadisticas

entre las caracteristicas de estos y los datos obtenidos de la produccién celular Tabla 14,15, 16

y17
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Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccion celular: cultivo inicial

Cabe destacar que los donantes que lograron criopreservar producto en todos los pases
de cultivo presentaban un predominio hacia el género masculino (7; 77,8%), y una clara

tendencia hacia donantes jévenes, con una mediana de edad de 29 afios (24 - 33).

Varon (n=51) Mujer (n=41) P valor

MscC 59,80 x 10° 42,60 x 10° 0,37

MSC/ml 0,66 x 10% /ml 0,48 x 10% /ml 0,29

MSC/10° CMN 12,56 x 10° 11,64 x 10° 0,80
<38 aios (n=46) >38 afios (n=46)

MscC 56,90 x 10° 43,00 x 10° 0,07

MSC/ml 0,70 x 108 /ml 0,48 x 108 /ml 0,07

MSC/10° CMN 12,71x 10° 10,55 x 10° 0,03
IMC<25 (n=28)* IMC>25 (n=43)*

MsC 46,95 x 10° 59,80 x 10° 0,97

MSC/ml 0,49 x 108 /ml 0,66 x 108 /ml 0,78

MSC/10° CMN 12,24 x 10° 11,64 x 10° 0,20
IMC<30 (n=61)* IMC>30 (n=10)*

MscC 60,00 x 10° 36,30 x 10° 0,17

MSC/ml 0,66 x 10° /ml 0,39 x 10%/ml 0,27

MSC/10° CMN 12,33 x 10° 7,86 x 10° 0,06
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* En 21 pacientes no se pudo recopilar peso y/o talla para el célculo del IMC.

Tabla 14. Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccidn celular: cultivo inicial.

'

7]
o
(a)]
=
—
>
n
w
(a's




Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccién celular: primer pase

Varon (n=51) Mujer (n=40) P valor
MSC tedricas 296,53 x 10° 314,99 x 10° 0,85
MSC tedricas/ml 3,22 x 10% /ml 3,43 x 10% /ml 0,96
MSC tedricas/10° CMN 60,01 x 10° 73,29 x 10° 0,34
Doubling time 3,46 dias 3,27 x 10%/ml 0,68
<38 aios (n=48) >38 afios (n=43)
MSC tedricas 314,99 x 10° 289,66 x 10° 0,54
MSC tedricas/ml 3,50 x 10% /ml 2,86 x 10% /ml 0,41
MSC teéricas/10° CMN 70,62 x 10° 55,70 x 10° 0,32
Doubling time 3,40 dias 3,18 dias 0,65
IMC<25 (n=28)* IMC>25 (n=43)*
MSC tedricas 296,31 x 10° 344,32 x 10° 0,10
MSC tedricas/ml 3,04 x 10°% /ml 3,91 x 10% /ml 0,02
MSC teédricas/10° CMN 63,89 x 10° 60,81 x 10° 0,89
Doubling time 3,34 dias 3,18 dias 0,52
IMC<30 (n=61)* IMC>30 (n=10)*
MSC tedricas 316,77 x 10° 316,18 x 10° 0,86
MSC tedricas/ml 3,49 x 10°% /ml 4,00 x 106 /ml 0,47
MSC teédricas/10° CMN 62,10 x 10° 64,33 x 10° 0,78
Doubling time 3,42 dias 2,83 dias 0,38

Tabla 15. Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccion celular: primer pase de cultivo.

* En 21 pacientes no se pudo recopilar peso y/o talla para el calculo del IMC.
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Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccién celular: segundo pase

Varon (n=47) Mujer (n=34) P valor
MSC tedricas 1.106,85 x 10° 818,69 x 10° 0,14
MSC tedricas/ml 11,65 x 106 /ml 7,63 x 10% /ml 0,16
MSC tedricas/10° CMN 242,03 x 10° 177,83 x 10° 0,55
Doubling time 3,34 dias 3,57 dias 0,19
<38 aios (n=45) >38 afios (n=36)
MSC tedricas 1.117,14 x 10° 800,53 x 10° 0,09
MSC tedricas/ml 12,63 x 106 /ml 8,01 x 106 /ml 0,09
MSC tedricas/10° CMN 287,65 x 10° 174,52 x 10° 0,13
Doubling time 3,11 dias 3,69 dias 0,07
IMC<25 (n=24)* IMC>25 (n=10)*
MSC tedricas 834,66 x 10° 1.117,14 x 10° 0,06
MSC tedricas/ml 7,63 x 10% /ml 12,90 x 10%/ml 0,03
MSC teédricas/10° CMN 199,05 x 10° 249,50 x 10° 0,61
Doubling time 3,53 dias 3,36 dias 0,32
IMC<30 (n=55)* IMC>30 (n=10)*
MSC tedricas 1.034,90 x 10° 741,25 x 10° 0,40
MSC tedricas/ml 10,89 x 106 /ml 8,90 x 106 /ml 0,55
MSC teédricas/10° CMN 223,10 x 10° 177,83 x 10° 0,69
Doubling time 3,39 dias 3,76 dias 0,75

Tabla 16. Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccion celular: segundo pase de cultivo.

* En 16 pacientes no se pudo recopilar peso y/o talla para el célculo del IMC.
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Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccidn celular: tercer pase

Varon (n=15) Mujer (n=8) P valor
MSC tedricas 1.847,99 x 10° 1.378,37 x 10° 0,37
MSC tedricas/ml 20,74 x 108 /ml 15,36 x 10°/ml 0,26
MSC teéricas/10° CMN 516,20 x 10° 448,91 x 10° 0,92
Doubling time 3,78 dias 4,18 dias 0,97
<38 aios (n=15) >38 afios (n=8)
MSC tedricas 1.847,99 x 10° 1.695,82 x 10° 0,11
MSC tedricas/ml 20,74 x 108 /ml 18,60 x 10°/ml 0,15
MSC teéricas/10° CMN 555,84 x 10° 371,45 x10° 0,15
Doubling time 4,05 dias 3,15 dias 0,73
IMC<25 (n=5)* IMC>25 (n=11)*
MSC tedricas 1.596,29 x 10° 2.963,57 x 10° 0,23
MSC tedricas/ml 16,92 x 106 /ml 31,20 x 108 /ml 0,34
MSC teédricas/10° CMN 372,73 x 10° 516,20 x 10° 0,95
Doubling time 4,44 dias 3,40 dias 0,95
IMC<30 (n=13)* IMC>30 (n=3)*
MSC teéricas 1.843,46 x 10° 1.847,99 x 10° 0,74
MSC tedricas/ml 19,51 x 106 /ml 18,48 x 10° /ml 0,64
MSC teédricas/10° CMN 458,95 x 10° 516,20 x 10° 0,84
Doubling time 3,40 dias 4,05 dias 0,74

Tabla 17. Influencia de las caracteristicas de los donantes en la produccidn celular: tercer pase de cultivo.

* En 7 pacientes no se pudo recopilar peso y/o talla para el célculo del IMC.
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4.1.4 FALLOS DE PRODUCCION

Unicamente 2 (2,2%) donantes no lograron una expansion celular éptima para obtener
producto. En uno de los donantes no se obtuvo suficiente cantidad de MSC para realizar
la siembra del primer pase después del cultivo inicial (1,6 x 10°8), y en el otro se ceso el
cultivo tras obtener una cifra de MSC insuficiente para continuar los cultivos tras el

primer pase, se habian sembrado 15,6 x 10° y se obtuvieron 10,8 x 10°.

4.1.5 PRODUCTOS DESECHADOS

Cuatro de los productos finales producidos tuvieron que ser desechados por completo
(4,3%) por no cumplir con las especificaciones. En dos de ellos se reportaron alteraciones
citogenéticas, uno con un 50% de cariotipo triploide y otro con presencia de roturas
cromosémicas. En los otros dos donantes se documentaron crecimientos microbiolégicos,
en uno de ellos un Staphilococcus sp. en el cultivo inicial y en el otro el crecimiento de un

hongo filamentoso en el Unico lote criopresevado al finalizar el primer pase.

De la misma forma también se desechd un lote en el cual las determinaciones de la

esterilidad del procedimiento fueron comprometidas.

Durante todos los procedimientos se tuvieron que descartar 11 factorias de 636 cm?y 6

frascos T-175 cm? por motivos técnicos.
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4.2 ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA

Desde julio de 2009 hasta diciembre de 2018 se realizé la infusion de CMS como uso

compasivo para un total de 60 pacientes adultos con EICR aguda refractaria.

4.2.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
Las infusiones de producto celular se realizaron en 37 varones (61,7%) y 23 mujeres
(38,3%), presentando una mediana de edad de 51 afios (41 - 58).

Los pacientes presentaban variedad en cuanto a la enfermedad hematoldgica por la que

se realizo el Alo-TPH, predominando las leucemias ¢réfica4,

Otras
LLC E
LNH

SMD

LLA

LMA

Gréfica 4. Distribucion de las enfermedades hematoldgica en los pacientes tratados con MSC en la EICR aguda.

Otras: Mieloma Multiple (3); Beta-talasemia (2); Leucemia mieloide crénica (1); Linfoma Hodgkin (1).
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4.2.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE
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Se reflejan las caracteristicas relacionadas con el donante y la fuente de progenitores, asi

como el acondicionamiento y la inmunosupresién empleadas en el Alo-TPH Tabla 18,

Caracteristicas del Alo-TPH N (%)

Estado enfermedad al trasplante

RC 31(51,7)
RP 7(11,7)
Enfermedad activa 22 (36,6)
Tipo de donante

DnE 36 (60,0)
DE 24 (40,0)
Compatibilidad HLA

Idéntico 43 (71,7)
Haploidéntico 5(8,3)
1 Miss-match 11 (18,3)
2 Miss-match 1(1,7)
Régimen de acondicionamiento

AMA 28 (46,7)
AIR 32(53,3)
Fuente de infusion

Sp 58 (96,7)
MO 2(3,3)
Profilaxis de EICR

Tacrolimus - MTX 21 (35,0)
Tacrolimus - Rapamicina 25 (41,6)
CsA - MTX 6(10,0)
Tacrolimus - MMF - Ciclofosfamida 4(6,7)
Otros 4(6,7)

Tabla 18. Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la EICR aguda.
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4.2.3 EPISODIO DE ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA

ESTADO DEL PACIENTE PREVIO TRATAMIENTO CON MSC

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

La evaluacion de la enfermedad por la que se realizd el Alo-TPH estaba en RC en 51
(86,7%) y 4 (6,7%) presentaban la enfermedad activa previo a recibir el tratamiento con

MSC.

En 5 (8,3%) pacientes no fue valorable, ya que no se habia revalorado debido a la

proximidad con la infusion de los progenitores hematopoyéticos.

e Estado de los inmunosupresores:

Los niveles de inmunosupresores en la determinacion previa a la aparicion del episodio de
EICR aguda por el cual se administraron las MSC se encontraban en rangos éptimos en 31
(51,7%) de los pacientes, en 17 (28,3%) estaban en rango infraterapéutico y en 12 (20,0%)

en descenso o sin inmunosupresores.

Cabe destacar que en 2 (3,3%) pacientes se produjo el episodio de EICR aguda tras la

administracion de ILD.

e Episodio previo de EICR aguda:

Veintinueve (48,3%) pacientes presentaron un episodio de EICR aguda previo a la
apariciéon del brote por el cual recibieron las MSC, separados ambos episodios por una

mediana de 71 dias (26 - 125).
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CARACTERISTICAS DEL EPISODIO DE EICR AGUDA

7]
o
(a)]
=
—
>
n
w
(a's

e Fecha de aparicion:

El episodio de EICR aguda aparecid tras 37 dias (23 - 102) desde la infusién de los

progenitores hematopoyéticos.

e Numero de drganos afectados ™bla1°;

En 40 (66,7%) pacientes se realizd la infusién de MSC por afectacion de un solo érgano, 16
(26,7%) presentaban afectacion de dos d6rganos; y Unicamente 4 (6,6%) pacientes

presentaron afectacion de los tres érganos.

e Organos afectados T2 19

El tracto gastrointestinal fue el érgano mas afectado, siendo 50 (83,3%) pacientes los que

presentaban dicha clinica, 23 (36,7%) tenian afectacion cutdnea; y 12 (20,0%) hepatica.

Cabe destacar, que ningun paciente presenté afectacién hepatica aislada.

Caracteristicas del episodio de EICR aguda

EICR Digestiva EICR Cutanea EICR Hepatica
1 0rgano n=40 31 9 0
2 Organos n=16 15 9 8
3 Organos n=4 4 4 4
Total n=60 50 22 12

Tabla 19. Caracteristicas clinicas del episodio de la EICR aguda de los pacientes tratados con MSC.
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e Afectacion global:

La afectacion global fue de grado Il en 9 (15%) pacientes, grado Ill en 25 (41,7%) y grado
IV en los 26 (43,3%) restantes.

e Lineas terapéuticas previas a las MSC:

Los pacientes recibieron una mediana de 2 (1 - 3) lineas de tratamiento para el episodio
de EICR aguda previas a las MSC. En todos los casos los corticoesteroides fueron la

primera linea, y 50 (83,3%) pacientes iniciaron a una dosis de 2 mg/kg.

El resto de los tratamientos utilizados se reflejan a continuacién ¢réfica3,

Ruxolitinib 3]

Pentostatina 3]

Anti-TNF [4]
MMF

FAE

Gréfica 5. Lineas terapéuticas previas al tratamiento con MSC para la EICR aguda

100

—
| —



4.2.4 CARACTERISTICAS DE LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las MSC se administraron tras una mediana de 16 dias (9 - 32) desde la aparicién de la

clinica de la EICR aguda.

Se infundié una dosis de MSC de 1,00 x 108/ kg (0,91 - 1,18) de peso del receptor en cada
administracion, siendo la pauta mds utilizada la secuencial; infundiendo cuatro dosis de
MSC en los dias 1, 4, 11 y 18, pauta que se siguié en 46 pacientes (76,7%). Dos (3,3%)
pacientes recibieron una pauta semanal, y 12 (20,0%) recibieron las infusiones sin una
pauta concreta establecida. El numero de dosis fue de 4 (1 - 8), recibiendo 4 dosis 42

(70,0%) pacientes.

Treinta y cuatro pacientes (56,7%) recibieron todas las dosis de MSC del mismo donante,
mientras que 21 (35,0%) las recibieron de dos donantes distintos, y 5 (8,3%) de tres

donantes.

En ningln paciente se detectaron complicaciones, ni efectos secundarios relacionados

con la infusion de las MSC.

4.2.5 RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las respuestas se analizaron en el dia 28 tras la infusidén de las MSC, y fue evaluable en 52
pacientes (86,7%) que alcanzaron dicha fecha. Siete pacientes (11,7%) fallecieron antes
del dia 28, 5 de ellos como consecuencia de la EICR aguda y en los otros dos restantes
debido a otras complicaciones del Alo-TPH habiendo presentado una RP al tratamiento
con MSC. El paciente restante no habia llegado al dia 28 de seguimiento al cerrar el
analisis en diciembre de 2018, pero cabe destacar que habia alcanzado RC tras recibir 4

dosis con MSC.

Al analizar las respuestas en el dia +28 se observé una tasa de RG de 42/52 (80,8%),
siendo de ellas 25 (48,1%) RCy 17 (32,7%) RP. En ese momento 7 (11,5%) pacientes no

habian respondido y 4 (7,7%) progresaron clinicamente ¢réfica®,
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ERC
25; 48% ORp
O Sin respuesta

B Progresion

Grafica 6. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC para la EICR aguda.

e Tasa de respuesta en funcién del nUmero de drganos afectados:

La tasa de RG fue inferior cuanto mayor fue el nimero de drganos afectos (82%, 80% y

50%); siendo estas similares en funcién de la RC (50%, 47% y 50%) Créfica7,

Un érgano Dos drganos Tres organos

17; 50%

ERC ORP OSinrespuesta B Progresion

Grdfica 7. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del nimero de drganos.
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® Tasa de respuestas en funcion del drgano afecto:
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Al analizar las respuestas en funcién del érgano afectado comprobamos que la tasa de RG

en el tubo digestivo y en la afectacion cutanea es de 82% en ambas, siendo la tasa de RC

ligeramente superior en la cutanea (59% frente 50%). En cambio, en las afectaciones

hepaticas no se aprecid ninguna RC, pero si un 50% de pacientes sin respuesta 6réfica8,

Digestiva Cutaena Hepatica

22; 50%

ERC ORP OSinrespuesta M Progresion

Grafica 8. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del érgano.

® Tasa de respuestas en funcion del grado global de EICR:

En funcién de grado de afectacidon global de la EICR aguda, se ha apreciado que a mayor

grado de afectacion se observa un menor nimero de RG, asi como RC ¢réficas,

e Tratamientos concomitantes a las MSC:

De los 42 pacientes que habian obtenido algun tipo respuesta tras la administracién de
las MSC comprobamos que 32 (76,2%) respondieron a la administracion de MSC sin otro
tratamiento concomitante, por 10 pacientes que si tenian asociada otra terapia (7 con

MMF y/o FAE).
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e Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta:

Se analizaron distintos parametros relacionados con el paciente y el trasplante, y su
correlacién con el alcanzar o no RC a la administracién con MSC en el dia +28 tras la

administracién de la primera dosis T2 20,

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta

RC (n=25) No RC (n=27) P valor
Edad
<40 afios 8 6
0,06
40 - 60 aflos 10 19
> 60 afios 7 2
Género
Hombre 16 16 0,78
Mujer 9 11
Estado enfermedad al trasplante
RC 8 16
0,12
RP 3 3
Enfermedad activa 14 8
Tipo de donante
DE 7 14 0,09
DnE 18 13
Compatibilidad HLA
Idéntico 19 19
0,22
MissMatch 6 5
Haploidéntico 0 3
Acondicionamiento
AMA 9 18 0,03
AIR 16 9
Grado global EICR aguda
Grado Il 7 2
0,08
Grado lll 10 10
Grado IV 8 15

Tabla 20. Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a las MSC en la EICR aguda.
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Grado Il Grado Il Grado IV

ERC ORP @OSinrespuesta B Progresion

Grafica 9. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en funcién del grado de afectacion global.

e Reaparicidn de un nuevo episodio de EICR aguda:

Tras una mediana de 64 dias (43 - 109) 21 (50% de los que habian alcanzado algun grado
de respuesta) pacientes padecieron un nuevo brote de EICR aguda. Al ultimo seguimiento
9 de ellos habian fallecido, estando con la EICR aguda activa en el momento del éxitus,

siendo la causa de este.

En estos pacientes que sufrieron un rebrote de la EICR aguda, en 8 (15,4%) se empled de

nuevo como linea terapéutica las MSC.

Se trata de 5 (62,5%) varones y 3 (37,5%) mujeres con una mediana de edad de 49 afios
(25 - 56) que recibieron el primer tratamiento con MSC por una afectacion de la EICR
aguda grave (7 con afectacion grado lll - IV), predominantemente con clinica del tracto
digestivo (7). Tras la primera tanda de MSC todos ellos alcanzaron algun tipo de respuesta
(3 RCy 5 RP). Tras una mediana de 76 dias (48 - 128) reapareci6 clinica compatible con
EICR aguda. En 5 de ellos se administrd una segunda tanda de MSC como primera opcion
en la recaida de la EICR aguda (en uno de ellos asociada a MMF), los otros 3 recibieron
otras lineas antes de la segunda tanda de MSC (uno ruxolitinib, otro infliximab y el tercero

varias lineas entre las que se incluyen la FAE, PUVA y MMF).
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En este subgrupo, el tiempo mediano entre ambas tandas de MSC fue de 96 dias (55 -
161). En la segunda tanda, todos ellos recibieron 4 dosis de MSC con una pauta
secuencial, a excepcidn de un paciente que recibid 3 dosis. Las caracteristicas del nuevo

episodio de EICR aguda por el que se administraron las MSC se describen a continuacion

Tabla 21

Cabe destacar, que los pacientes que lograron RC con la segunda tanda de MSC
permanecian vivos en el ultimo seguimiento, frente a los otros que habian fallecido,

siendo el precipitante del éxitus la EICR aguda activa en 4 de ellos.

Segunda tanda de MSC

EICR 12 MSC Respuesta MSC EICR 22 MSC Respuesta MSC Exitus
EICR 12 MSC EICR 22 MSC
Digestiva lll RC Digestiva Il RC No
Digestiva IV RC Digestiva IV RP *Si
Digestiva lll . .
) RP Digestiva IV RC No
Cutanea IV
i Digestiva IV . .
Cutanea lll RP ) Sin respuesta *Si
Cutanea IV
Digestiva Ill RP Digestiva IV Sin respuesta Si
Digestiva IV RP Digestiva IV RP *Si
Digestiva IV RP Digestiva IV Sin respuesta *Si
. . Digestiva IV
Digestiva lll RC ) RC No
Cutanea IV

Tabla 21. Caracteristica del episodio de la EICR aguda de la segunda tanda con MSC.

* Exitus a causa de la EICR aguda.

e Ultimo seguimiento:

Tras 220 dias (84 - 998) 37 (71,1%) pacientes habian fallecido, presentando EICR aguda

activa en 21 (40,4%), siendo esta la causa precipitante del éxitus.

La tasa de respuestas al Gltimo seguimiento se aprecia en la siguiente grafica ¢rafica10,
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Es importante destacar que los pacientes que no respondieron inicialmente a la MSC (10),
los que padecieron una recaida de EICR aguda (21), asi como los que desarrollaron EICR
cronica (13) siguieron recibiendo lineas de tratamiento adicionales para la EICR, por lo
que estos datos de respuesta al ultimo seguimiento no reflejan Unicamente las respuestas

a las MSC.

Doce pacientes (23,1%) mantenian la respuesta alcanzada, 8 pacientes (5 RC y 3 RP) tras
la primera tanda de MSC; y 4 (3 RCy 1 RP) tras la segunda tanda, sin necesidad de mas

lineas de tratamiento.

mRC
25; 48% ORP
O Activa

Grafica 10. Tasa de respuesta en la EICR aguda en el dltimo seguimiento.

Al analizar el estado de los pacientes en el uUltimo seguimiento segun la respuesta
alcanzada en el dia 28 de la infusidon de las MSC comprobamos que practicamente todos
los pacientes que no alcanzaron la RC habian fallecido, frente a la mitad del grupo que si

alcanzaron dicha respuesta 1222,
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Ultimo seguimiento en funcion de la respuesta dia +28

Respuesta dia 28 Ultimo seguimiento Porcentaje (%)
RC 12 vivos 48
n=25 . .
13 éxitus (4 EICR aguda activa) 52
1 vivo 6
n=17 16 éxitus (10 EICR aguda activa) 94
Sin respuesta / 2 vivos 20
Progresion
n=10 8 éxitus (47 EICR aguda activa) 80

Tabla 22. Estado del paciente en el ultimo seguimiento en funcidn de la respuesta a las MSC en el dia +28 en la EICR

aguda.

e Andlisis de la supervivencia:

Al analizar la SG en funcién del grado de respuesta en el dia 28 tras el tratamiento con

MSC se observé que los pacientes que alcanzaban RC presentaban una mayor SG, frente a

los que solamente lograban RP o falta de respuesta Tabla 23, Gréfica 11,

SG en funcion de la respuesta alcanzada +28 dias

12 24
Grupo N N eventos Mediana (IC 95%) v v Sv36 P valor
meses meses | meses
RC 25 13 28,23 (0,00 - 76,26) 0,58 0,49 0,49
RP 17 16 6,29 (4,44 - 8,15) 0,24 0,00 0,00 0,007
Sin respuesta 10 8 2,20 (1,09 - 3,31) 0,20 0,20 0,20

Tabla 23. Supervivencia global en funcion de la respuesta alcanzada a las MSC en el dia +28 en la EICR aguda.
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Grdéfica 11. Supervivencia global en funcion de la respuesta alcanzada a las MSC en el dia +28 en la EICR aguda.

Los pacientes que alcanzaron RP y los que no lograron respuesta alguna asociaron de

manera significativa una menor SG, con una HR de 2,98 (IC 95%, 1,38 - 6,45; p=0,007) y de

2,99 (IC95%, 1,22 - 7,39; p=0,007) frente a los que alcanzaron RC, respectivamente.

Dichas diferencias se apreciaron de forma mas notoria cuando se analiz6 de forma

independiente a los pacientes que habian alcanzado RC frente a los que no la lograron, las

cuales demostraban un claro beneficio en los pacientes que alcanzaban la RC en el dia

+28 tras recibir las MSC Tabla 24, Grafica 12

SG en funcion de la respuesta alcanzada (RC vs no RC) +28 dias

Grupo N N eventos Mediana (IC 95%) Sv12 Sv24 Sv36 P valor
meses meses | meses
RC 25 13 28,23 (0,00 - 76,26) 0,58 0,49 0,49
0,002
No RC 27 24 5,21 (4,16 - 6,27) 0,22 0,13 0,09

Tabla 24. Supervivencia global en funcidon de la respuesta (RC vs no RC) a las MSC en el dia +28 en la EICR aguda.
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Grafica 12. Supervivencia global en funcidn de la respuesta (RC vs no RC) a las MSC en el dia +28 en la EICR aguda.

Los pacientes que no alcanzaron RC presentaron de manera significativa una menor SG

con una HR 2,99 (IC 95%, 1,47 - 6,08; p=0,002).

4.2.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

e Complicaciones infecciosas:

Las documentaciones microbiolégicas en los 6 meses posteriores a la infusién de las MSC
se presentaron en 42 (80,8%) pacientes y todos ellos estaban con tratamiento con

inmunosupresores y EICR activa.

Los crecimientos bacterianos mas frecuentes fueron el crecimiento de Staphylococcus
coagulasa negativo y enterobacterias (Klebsiella, Enterobacter y Escherichia). Se
documentaron 8 (15,4%) infecciones fungicas sistémicas, siendo la mas frecuente la
determinacion de Aspergillus (4). En 11 (21,2%) pacientes se confirmd la replicacién de

CMV tras 33 dias (8 - 126), cuando previamente era negativa.
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e Estado de la enfermedad hematoldégica:

En 5 (9,6%) pacientes reaparecié la enfermedad hematoldgica tras la administracion de
MSC, tras una mediana de 99 dias (42 - 1101) desde la infusién. Cuatro se encontraban en

RC en la reevaluacién previa al tratamiento con la terapia celular, el otro paciente todavia
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no habia sido evaluado debido a la cercania a la infusion de los progenitores.

En ninguno de caso se puede relacionar la recaida de la enfermedad con la infusion del

producto, ya que se trataban de pacientes con enfermedades de alto riesgo de recaida y

mal prondstico 201225,

Recaida de la enfermedad hematolégica tras MSC

Enfermedad hematoldgica Motivo de la recaida Dia de I;\:;acida tras
Leucemia bifenotipica Alto riesgo citogenético 42
LNH Burkitt Enfermedad activa al TPH 43
LLA Enfermedad activa al TPH 99
LMA Enfermedad activa al TPH 364
LLA Alto riesgo 1839

Tabla 25. Caracteristica de la enfermedad hematoldgica que ha recaido tras la infusion con MSC en la EICR aguda.

e Cifras hemoperiféricas a los 90 dias:

Las cifras hemoperiféricas a los 90 dias tras recibir la infusién de las MSC fueron las

siguientes: plaquetas 87 x 10°/L (41 - 178), neutrdfilos 3.250/uL (1.990 - 5.422) y

hemoglobina 10,0 gr/dL (9,1 - 11,1).

111

—
| —



e Ingresos hospitalarios:

Durante el primer afio tras la infusion de las MSC 49 (94,2%) de los pacientes precisaron
ingreso hospitalario, siendo el motivo mas frecuentes de ingreso un nuevo brote de EICR

aguda, seguida de infecciones aisladas o concomitantes a la EICR.

e Exitus:

Al Ultimo seguimiento, del total de pacientes que recibieron MSC para la EICR aguda
refractaria, 44 (73,3%) habian fallecido tras 125 dias (52 - 283) desde la infusién, 7 de

ellos de forma previa al dia 28 del andlisis.

El motivo del éxitus mas frecuente fue la presencia de EICR activa en mas de la mitad de

los casos, como se muestra en la gréfica siguiente Gréfica 13,

Otras IEI

Enf. Hematoldgica IEI

Infeccidn
EICR E

Gréfica 13. Motivo de éxitus de los pacientes tratados con MSC en la EICR aguda.

Otras: Diatesis hemorragica (2), Infarto agudo de miocardio, Sindrome de obstruccion sinusoidal
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4.3 ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA

Desde julio de 2010 hasta septiembre de 2018 se administraron MSC como uso

compasivo en 20 pacientes adultos con EICR crénica.

4.3.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
Las MSC se administraron en un total de 13 varones (65,0%) y 7 mujeres (35,0%), con una
mediana de edad de 50 afios (48 - 62).

La enfermedad hematoldgica por la que se realizé el Alo-TPH fueron predominantemente

SMD y LMA. Se representan en el gréfico siguiente 6réfical4,

Otras IEI
LMA
SMD E

Grafica 14. Distribucidon de las enfermedades hematoldgica en los pacientes tratados con MSC en la EICR crénica.

Otros: Linfoma no Hodgkin (x1), Leucemia linfatica crdnica (x1) y Aplasia medular (x1).
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4.3.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

En la siguiente tabla se reflejan las caracteristicas relacionadas con el donante y la fuente
de progenitores, asi como el acondicionamiento y la inmunosupresion empleadas en el

Alo-TPH Tebla 26,

Caracteristicas del Alo-TPH N (%)

Estado enfermedad al trasplante

RC 10 (50,0)
RP 2 (10,0)
Enfermedad activa 8(40,0)
Tipo de donante

DnE 10 (50,0)
DE 10 (50,0)
Compatibilidad HLA

Idéntico 18 (90,0)
1 Miss-match 2 (10,0)
Régimen de acondicionamiento

AMA 9 (45,0)
AIR 11 (55,0)
Fuente de infusion

sp 19(95,0)
MO 1(5,0)
Profilaxis de EICR

Tacrolimus - MTX 6(30,0)
Tacrolimus - Rapamicina 8 (40,0)
CsA - MTX 5 (25,0)
Otros 1(5,0)

Tabla 26. Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la EICR crénica.
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4.3.3 EPISODIO DE ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR CRONICA

ESTADO DEL PACIENTE PREVIO TRATAMIENTO CON MSC

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

En la reevaluaciéon de la enfermedad hematoldgica previo a recibir la infusion con MSC la

totalidad de los pacientes de encontraban en RC con quimerismo de MO completo.

e Estado de los inmunosupresores:

En el momento de la administracidon de las MSC 15 (75,0%) pacientes estaban recibiendo
tratamiento con algin inmunosupresor sistémico (8 rapamicina, 5 tacrdlimus y 2 CsA),

solamente estando 5 sin ellos.

e Episodio de EICR aguda previo:

Dieciséis pacientes (80,0%) fueron diagnosticados de un episodio de EICR aguda tras una
mediana de 36 dias (6 - 77) desde el Alo-TPH. En su gran mayoria afectaciones digestivas
grados | - Il (15 pacientes), siendo las afectaciones globales de grados Il - Ill. Todos los
pacientes alcanzaron RC de la clinica con tratamientos corticoideos tépicos y/o

sistémicos.

CARACTERISTICAS DEL ESPISODIO DE EICR CRONICA

La dificultad de la valoracidn de la clinica de la EICR crdnica reside en la recogida de datos
de forma retrospectiva, lo que limita adecuar la situacidon de los pacientes a las escalas

validadas para la caracterizacién y graduacién de la clinica.
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e Fecha de aparicion:

El episodio de EICR crénica aparecid tras 332 dias (246 - 574) desde la infusién de los

progenitores hematopoyéticos.

e Organos afectados:

En funcidn de la clinica del érgano afectado por la EICR crénica se clasificé segin el NIH

2014 Grafica 15_

Unicamente 3 pacientes padecian afectacién de un solo érgano en el momento de recibir
las MSC (2 afectaciones oculares y 1 de la mucosa oral), el resto de los pacientes padecian
afectacién de varios érganos a la vez: 2 drganos (7, 35%), 3 érganos (8, 40%) y mas de 3

organos (2, 10%).

Pulmdn IEI
Higado IEI
Tracto Gl EI

Piel

Boca

Ojos

Grafica 15. Caracteristicas clinicas de la EICR crénica segun el NIH 2014 en los pacientes tratados con MSC.

e Afectacion global:

Segun la gradacion del NIH la afectacion global fue moderada en 9 (45,0%) de los
pacientes y grave en 11 (55,0%). No se llegd a realizar ninguna infusién con MSC

afectaciones leves.
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e Lineas terapéuticas previas a las MSC:
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A la hora de evaluar las lineas de tratamientos que han recibido los pacientes, los hemos
agrupado en sistémicos, tdépicos y colirios, evaluando si su principio activo era

corticoesteroide o inmunosupresion, ademds de otro tipo de lineas terapéuticas ¢r#fica 16,

Recibieron una mediana de 4 (3 - 4) lineas de tratamientos previas a las MSC, habiendo

concomitancia de varias lineas de tratamiento en todos los pacientes.

1S colirio I[5]
IS tépico |
IS sistémico I[15]

Grdfica 16. Lineas terapéuticas para la EICR crénica previas al tratamiento con MSC.

Otros: Imatinib (1), Ruxolitinib (1), Rituximab (1), BO (3); tratamiento especifico para la bronquiolitis obliterante (inhaladores,

corticoides, Inhibidor de leucotrienos, azitromicina), FAE (1); fotoaféresis extracorporea.

4.3.4 ADMINISTRACION DE LAS MSC

Los pacientes recibieron la administraron tras una mediana de 352 dias (106 - 1092)
desde la aparicion de la clinica de la EICR crdénica. Se administrd una dosis de MSC de 1,10
x 10%/ kg (0,95 - 1,19) de peso del receptor en cada infusion. En cuando a la pauta de
administraciéon la mas usada fue la secuencial, pauta recibida por 10 pacientes (50,0%), 6

(30,0%) pacientes recibieron una pauta semanal, y 4 (20,0%) recibieron las infusiones sin
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una pauta establecida. La mediana de nimero de dosis fue de 4 (2 - 4), recibiendo 4 dosis

17 (85,0%) pacientes.
Quince (75%) de los pacientes recibieron todas las dosis del mismo donante.

En cuanto a la infusion de las MSC, en ningln caso se detecté complicaciones, ni efectos

secundarios derivados de su administracion.

4.3.5 RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

La respuesta se analizé durante los 90 dias siguientes a recibir la primera infusién de MSC,
siendo baja del analisis dos pacientes por éxitus previo a la fecha marcada. En el analisis
global de la afectacion se observd algun grado de respuesta en 15 (75,0%) pacientes,
siendo en su practica totalidad RP, ya que en la mayoria de los pacientes se produjo una
mejoria franca de la sintomatologia sin una resolucion completa de la misma,

principalmente por la persistencia de sintomatologia a nivel de la mucosa oral y ocular

Grafica 17

ERC
ORP

OSin respuesta

Gréfica 17. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR crdnica a los 90 dias.
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e Tasa de respuestas por érgano afecto:

La tasa de RG son similares en todos los érganos (70 - 80%), pero difieren en la RC, siendo
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muy superiores en el tracto gastrointestinal (67,0%) con respecto a la afectacion cutanea

(33%) y de la mucosa oral (39%), siendo practicamente ausentes en el resto de
afectaciones. Cabe destarcar que las respuestas alcanzadas a nivel ocular en muchos de

los casos se aproximaban a la RC 6réfica 18,

Tracto Gl Piel Boca

Ojos Pulmoén Higado

ERC ORP OSinrespuesta

Gréfica 18. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR crénica_en funcién del érgano.
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e Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta:

Se analizaron distintos pardmetros del paciente y del trasplante, y su relacién con el

alcanzar o no respuesta a la administracidon con MSC al episodio de EICR crénica @227,

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta

Respuesta (n=17) | No respuesta (n=3) P valor
Edad
<40 afios 2 0
0,06
40 - 60 afos 9 2
> 60 afios 6 1
Género
Hombre 11 2 0,99
Mujer 6 1
Estado enfermedad al trasplante
RC 7 2
0,14
RP 1 1
Enfermedad activa 9 0
Tipo de donante
DE 10 0 0,06
DnE 7 3
Compatibilidad HLA
Idéntico 15 3 0,99
MissMatch 2 0
Acondicionamiento
AMA 9 0 0,23
AIR 8 3
Grado global EICR crénica
Moderado 8 1 0,99
Severo 9 2

Tabla 27. Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a las MSC en la EICR crdénica.
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e Manejo de los tratamientos concomitantes:

La totalidad de los pacientes en el momento de la administracién de MSC estaban

recibiendo otros tratamientos concomitantes.

El analisis del manejo y la dosificacion de los tratamientos sistémicos a los 90 dias de la
administracion de las MSC mostr6 que de los 15 pacientes que recibian
inmunosupresores sistémicos, 5 de ellos habian podido reducir la dosis mas de un 50% vy
uno logré una suspension completa, mientras en el resto no se logré un descenso
significativo de la dosis. En cambio, de los 18 pacientes que recibian corticoesteroides
sistémicos, se observé un descenso superior al 50% de la dosis en 5 de ellos, ademas de 9

que lograron cesar su administracién de forma completa a los 90 dias de recibir las MSC.

e Nuevas lineas terapéuticas para la EICR crdnica tras las MSC:

Un total de 10 (55,6%) pacientes precisaron nuevas lineas de tratamiento para la EICR
cronica. Como Unicamente 2 pacientes alcanzaron RC de la sintomatologia tras la
administracién de las MSC, no podemos considerar como recaida de la EICR crénica la

necesidad de nuevas lineas terapéuticas.

En 4 (22,2%) pacientes se administré una nueva tanda de MSC tras una mediana de 208
dias (91 - 612) desde la primera infusién de estas. En tres se trataba de un
empeoramiento de la afectacion mucosa ocular y bucal, en la que previamente habian
respondido favorablemente a las MSC. Tras esta segunda administracién alcanzaron 1 RC
y 2 RP. La restante se trataba de una afectacién extensa (mucosa, cutanea, digestiva y

hepatica) que no presentd respuesta a ninguna de las administraciones de MSC.

El resto de las lineas terapéuticas utilizadas fueron: 4 FAE, 2 imatinib, 1 PUVA y otro
desarrollo BO precisando tratamiento dirigido. Ademas de la necesidad de pautas

sistémicas de corticoesteroides e inmunosupresores.
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e Ultimo seguimiento:

Tras 923 dias (264 - 1688) 7 (38,9%) pacientes habian fallecido, presentando EICR crénica

activa 4 de ellos.

De los 18 pacientes analizables, 10 precisaron nuevas lineas terapéuticas, 6 continuaron
con tratamiento sistémico con corticoesteroides e inmunosupresores sin precisar nuevas
lineas, y Unicamente 2 pacientes lograron suspender de forma completa los tratamiento

sistémicos sin la necesidad de nuevos tratamientos, ambos vivos al ultimo seguimiento.

e Analisis de la supervivencia:

Al evaluar la SG de los pacientes segun la respuesta alcanzada a los 90 dias de recibir las
MSC se observod que los pacientes que presentan algin grado de respuesta presentaban

una ventaja en la SG frente a los pacientes no respondedores a MSC Tabla 28, Grafica 19,

SG en funcion de la respuesta alcanzada (respuesta vs no respuesta) +90 dias

Grupo N N eventos Mediana (IC 95%) Svi2 Sv24 Sv36 P valor

meses meses meses

Respondedores 15 5 58,43 (55,93 - 60,92) 0,86 0,76 0,76

0,034
No respondedores 3 2 8,88 (5,95 - 11,82) 0,33 0,33 0,33

Tabla 28. Supervivencia global en funcidon de la respuesta a las MSC a los 90 dias en la EICR cronica.

Los pacientes que no alcanzaron respuesta a las MSC en la EICR crdnica asociaron de

manera significativa una menor SG con una HR 5,80 (IC 95%, 0,94 - 35,95; p=0,034).
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Grafica 19. Supervivencia global en funcidn de la respuesta alcanzada a las MSC a los 90 dias en la EICR crénica.

4.3.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

e Complicaciones infecciosas:

Las documentaciones microbiolégicas en los 6 meses posteriores a la infusién de las MSC
se observaron en 8 (44,4%) pacientes, y todos ellos estaban con tratamiento con

inmunosupresores y EICR activa.

Los crecimientos bacterianos mas frecuentes fueron las enterobacterias (Klebsiella,
Enterobacter y Escherichia), siendo el foco predominante el urinario. No se documentd
ninguna infeccién flngica sistémica. Unicamente en un paciente se produjo replicacién de
CMV tras 5 meses de la infusidén, cuando previo al tratamiento con MSC también se habia

documentado y tratado su replicacion.

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

En dos pacientes se produjo recaida de la enfermedad hematoldgica después de 242 y
884 dias de la infusién de MSC, tratandose de dos pacientes con LMA de alto riesgo por

marcadores citogenéticos y moleculares de mal prondstico.
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e Cifras hemoperiféricas a los 90 dias:

Las cifras hemoperiféricas a los 90 dias tras recibir la infusién de las MSC fueron las
siguientes: plaquetas 211 x 10°/L (149 - 267), neutrdfilos 3.785/ul (2.755 - 5.155) y
hemoglobina 14,3 gr/dL (11,5 - 15,0).

e Ingresos hospitalarios:

Durante el primer afio tras la infusion de las MSC cinco pacientes precisaron ingreso

hospitalario, siendo el motivo mas frecuente de ingreso las infecciones.

e Exitus:

Al Ultimo seguimiento, del total de pacientes que recibieron MSC para la EICR crénica, 9
(45,0%) pacientes habian fallecido tras 293 dias (147 - 1230) desde la infusidn de las MSC,

2 de ellos previamente a los 90 dias (momento en el que se realizé el analisis).

El motivo del éxitus de los pacientes fueron los procesos infeccién secundarios al
tratamiento de la EICR crdénica activa (6) y el resto por progresién de la enfermedad

hematoldgica.
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4.4 CITOPENIAS PERIFERICAS POSTRASPLANTE
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Entre octubre de 2009 y octubre de 2018 se han analizado los tratamientos con MSC para

esta complicacién, siendo un total de 30 pacientes (18 en uso compasivo y 12 dentro del

ensayo clinico CIT-HUS; EudraCT: 2013-000534-35; NTC02104440).

44,1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
Se trataron un total de 21 varones (70,0%) y 9 mujeres (30,0%), la mediana de edad fue
de 49 anos (39 - 58).

En cuanto a la hemopatia de base, predominan las enfermedades mieloides, siendo un

tercio de los pacientes leucemias mieloblasticas agudas ¢réfica 20,

Otras [4]
LMC 3]
o

LLA [4]

SMD 5]

LMA

Gréfica 20. Distribucién de la enfermedad hematoldgica en los pacientes tratados con MSC en las citopenias periféricas.

Otras: Leucemia linfatica crénica (1); Leucemia mielomonocitica crdnica (1); Linfoma Hodgkin (1); Aplasia medular (1).
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4.4.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

En la siguiente tabla se reflejan las caracteristicas del Alo-TPH ™2 22 en |os pacientes

tratados.

Caracteristicas del Alo-TPH N (%)

Estado enfermedad al trasplante

RC 21 (70,0)
RP 4(13,3)
Enfermedad activa 5(16,7)
Tipo de donante

DnE 18 (60,0)
DE 12 (40,0)
Compatibilidad HLA

Idéntico 20 (66,7)
Haploidéntico 4(13,3)
1 Miss-match 3(10,0)
2 Miss-match 4 (13,3)
Régimen de acondicionamiento

AMA 14 (46,7)
AIR 16 (53,3)
Fuente de infusion

sp 23 (76,7)
MO 3(10,0)
Scu 4(13,3)
Profilaxis de EICR

Tacrolimus - MTX 9(30,0)
Tacrolimus - Rapamicina 10(33,3)
CsA - MTX 4(13,3)
Otros 7(23,3)

Tabla 29. Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en las citopenias periféricas postrasplante.

126

—
| —



4.4.3 EPISODIO DE CITOPENIA PERIFERICA POSTRASPLANTE

ESTADO DEL PACIENTE PREVIO TRATAMIENTO CON MSC

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

Todos los pacientes tratados habian injertado inicialmente tras el Alo-TPH y se
encontraban en situaciéon de RC morfolégica con quimerismo de MO completo en los 28

dias previos a recibir las MSC.

e Enfermedad injerto contra receptor:

Siendo una de las causas secundarias frecuentes de citopenia postrasplante se analizaron
los episodios de EICR: 21 (67,7%) de los pacientes habian desarrollado EICR previamente a
la administracién de MSC en los 113 dias (27 - 195) previos, pudiendo ser el motivo
desencadenante de la citopenia en 16 de ellos, por la proximidad entre los eventos, ya
gue los episodios de EICR se desarrollaron menos de 3 meses con respecto a la infusién
de las MSC. Los episodios de EICR fueron 17 de EICR aguda y 4 de EICR crdnica, todos en

grados leves.

e Reactivacion de CMV:

Todos los pacientes a excepcion de uno tenian la carga viral del CMV negativa mediante
determinacién de PCR cuantitativa previamente a la administraciéon de las MSC, y no
habian recibido tratamiento antiviral en las semanas previas al desarrollo de la/s

citopenia/s y al tratamiento celular.

CARACTERISTICAS DE LA CITOPENIA PERIFERICA POSTRASPLANTE

La mayor parte los casos (20 pacientes; 80,6%) tenian una Unica citopenia: 20
trombocitopenia, 3 neutropenia y 2 anemia. Cinco pacientes tenian bicitopenias, y

solamente un paciente presentaba afectacion de las tres lineas.
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Globalmente, 26 pacientes (83,9%) tenian trombocitopenia, seguido de la neutropenia en

8 (25,8%) y la anemia en 4 (12,9%) réfica 21,

Anemia IEI
Neutropenia

Grafica 21. Caracteristicas de la citopenia periférica postrasplante en los pacientes tratados con MSC.

La mediana de las cifras hemoperiféricas previamente a recibir la infusién de las MSC
fueron las siguientes: plaquetas 17 x 10°/L (10 - 24), neutrdfilos 475/ul (162 - 592) y
hemoglobina 7,0 gr/dL (6,2 - 7,1).

e Lineas terapéuticas previas a las MSC:

Previamente a las MSC los pacientes recibieron una mediana de 2 (0 - 5) lineas de
tratamiento dirigida para las citopenias. Siendo el mas utilizado el corticoesteroide en 21

pacientes (67,7%), seguido de los reflejados en el grafico que se indica a continuacion

Grafica 22

De la mismas forma, varios pacientes recibieron tratamientos concomitantes con
estimulantes de los progenitores: EPO 11 pacientes, G-CSF en 14, asi como 5 analogos de

TPO.
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Otros Izl

Anilogos TPO IEI

Rituximab IEI

CE

Grafica 22. Lineas terapéuticas previas a las MSC en las citopenias periféricas postrasplante.

Otros: Azatioprina (1), Bortezomib (1).

Ademas, 2 pacientes recibieron MSC para un episodio de EICR aguda digestiva grado IV
los 3 meses (47 y 82 dias) previos a la infusion de MSC para las citopenias. Ambos
pacientes alcanzaron una respuesta inicial de la EICR aguda (RC y RP), tras la cual
presentaron una reaparicion de la clinica de EICR, esta vez junto a la presencia de

citopenias periféricas, motivo este ultimo por el que fueron tratados con MSC.

4.4.4 ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las MSC se administraron tras una mediana de 120 dias (61 - 293) desde la realizacién del
Alo-TPH. Recibiéndolas 25 (80,6%) de los pacientes antes de cumplir el primer ano del

trasplante.

Se infundié una dosis de MSC de 0,94 x 108/ kg (0,87 - 1,03) de peso del receptor en cada
administracion, siendo la pauta mas utilizada la secuencial (dias 1, 4, 11 y 18), que se
empled en 25 pacientes (80,6%), y solamente un paciente recibié una pauta de
administracion semanal. Todo estos pacientes recibieron 4 dosis de MSC. Los 5 pacientes

restantes (16,1%) no siguieron una pauta de administracién establecida, ya que por
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diversos motivos ninguno completé 4 dosis (un paciente 3 dosis, dos de ellos 2 dosis y

otros dos 1 dosis).

Al revisar la trazabilidad de la UPC, en 22 de los casos (71.0%) el paciente recibié todas las

dosis del mismo donante.

Tras revisar las hojas de infusidon, no se detecté ninguna complicacién, ni efecto

secundario relacionado con la administracion de las MSC.

4.4.5 RESULTADOS CON LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las respuestas se analizaron en el dia 90 tras la primera infusién. Durante el seguimiento
hasta dicho dia se observé una tasa de respuestas de 24/30 (80,0%), siendo 14 RCy 10
RP. Al dia 90 se pudieron evaluar 27 pacientes, 12 mantenian la RC y 8 la RP (RG de

75,0%), ademds otros 7 que no presentaban respuesta ©réfica23,

Un paciente recuperé cifras hemoperiféricas forma tardia (dia +283) sin recibir ningun

otro tratamiento posterior para la citopenia.

ERC
ORP

12; 44%

O Sin respuesta

Grafica 23. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en las citopenias periféricas postrasplante en el dia +90.
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Al analizar las respuestas en funcién del tipo de citopenia, se observa que las respuestas
alcanzadas son superiores en las trombocitopenias y las neutropenias. Ademads, las
citopenias Unicas presentan mejores tasas de respuesta. En las bicitopenias se observd
generalmente la mejoria o respuesta de una de las lineas afectadas y ausencia de
respuesta de la otra, en los 4 casos donde se cataloga la bicitopenia con RP, la linea
celular que no respondid o solamente alcanzé la RP fue la trombocitopenia, y en un caso

la anemia Grafica 24

Trombocitopenia Neutropenia Anemia

1 linea celular 2 lineas celulares 3 lineas celulares

11; 52%

4; 19%
1; 100%

ERC ORP OSinrespuesta

Gréfica 24. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en las citopenias periféricas postrasplante en el dia +90 en

funcidn de la linea celular afectada y el nimero de lineas.
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Las citopenias son una complicacion severa, por lo que en muchas ocasiones se asocian
varias lineas terapéuticas de forma concomitante, de esta forma a veces es complicado
valorar la respuesta a las lineas de tratamiento. Al revisar los pacientes que alcanzaron
alguna respuesta con MSC se comprobd que 12 (44,4%) de ellos no tenian asociado otra
tratamiento frente a 8 (29,6%) que, si lo tenian, siendo en la mitad de los casos un

analogo TPO.

El tiempo para alcanzar una respuesta varia seglun la linea celular afectada. En la
neutropenias la RP se alcanza tras 13 + 5 dias, y la RC después de 38 + 29 dias. En el caso
de las trombocitopenias los tiempos son mayores, alcanzandose la RP en el dia 18 + 15, y

la RC con 44 + 23 dias en los pacientes que responden.

La evolucién de las cifras hemoperiféricas tras recibir la infusién de las MSC fueron las

siguientes T2b1a30;

Evolucion cifras hemoperiféricas tras la administracion de las MSC

Dia evaluacion Hemoglobina Neutrdfilos Plaquetas
0 7,0 gr/dL 475/uL 17 x 10°/L
(6,2-7,1) (162 - 592) (10 - 24)

+30 10,3 gr/dL 1.725/uL 56 x 10°/L
(9,0-11,6) (1.137 - 3.065) (36 -94)

+60 10,8 gr/dL 1.770/uL 41 x 10°/L
(8,9-11,9) (890 - 3.170) (21-126)

+90 11,3 gr/dL 2.333/uL 74 x 10°/L
(9,8 - 13,4) (1.250 - 3.680) (20 - 145)

Ultimo 13,2 gr/dL 2.670/ulL 118 x 10°/L
seguimiento (11,0-14,5) (1.395 - 5.345) (61-207)

Tabla 30. Evolucidn de las cifras hemoperiféricas tras la administracion de las MSC.
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e Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta:
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Se analizaron distintos pardmetros del paciente y del trasplante, y su relacién con el

alcanzar RC a la administracidn con MSC en las citopenias periféricas en el dia 90 Tbla31,

Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta

RC (n=12) No RC (n=15) P valor
Edad
<40 afios 4 3
0,21
40 - 60 afos 4 10
> 60 afios 4 2
Género
Hombre 9 11 0,99
Mujer 3 4
Estado enfermedad al trasplante
RC 6 8
0,37
RP 3 1
Enfermedad activa 3 6
Tipo de donante
DE 6 5 0,38
DnE 6 10
Compatibilidad HLA
Idéntico 10 7
0,10
MissMatch 2 5
Haploidéntico 0 3
Acondicionamiento
AMA 3 9 0,12
AIR 9 6
Numero citopenias
Monocitopenia 11 10
0,28
Bicitopenia 1 4
Pancitopenia 0 1

Tabla 31. Influencia de las caracteristicas de los pacientes y del trasplante en la respuesta a las MSC en las citopenias.
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e Ultimo seguimiento:

Al Ultimo seguimiento, tras 936 dias (448 - 1754) 12 pacientes (44,4%) habian fallecido.
Doce de los 13 pacientes que habian alcanzado RC en el dia 90 la mantenian, y el paciente
restante habia fallecido por un episodio de EICR aguda. De los pacientes que habian
alcanzado RP, 4 lograron RC con la asociaciéon de una nueva linea de tratamiento y 4 los
no-respondedores, cuatro de los 7 habian fallecido en el ultimo seguimiento, 2 lograron
una respuesta con una nueva linea de tratamiento y uno de ellos permanece sin alcanzar

respuesta Tabla3z,

Ultimo seguimiento en funcién de la respuesta dia +90

Respuesta dia 90 Ultimo seguimiento Porcentaje (%)
11 RC 92
RC
n=12 L.
1 éxitus 8
3RCy1RP 50
n=8 .
4 éxitus 50
i 1RC, 1 RPy 1Sin respuesta 43
Sin respuesta
n=7 L.
4 éxitus 57

Tabla 32. Estado del paciente en el Gltimo seguimiento en funcidn de la respuesta a las MSC en las citopenias periféricas

postrasplante en el dia +90.

e Analisis de la supervivencia:

Al analizar la SG de los pacientes que alcanzan algun grado de respuesta con las MSC en el
dia 90 del andlisis se observd que los pacientes que presentaban algin grado de
respuesta tienen una ventaja en la SG, frente a los no respondedores, sin llegar a alcanzar

la mediana de supervivencia en los respondedores Tabla 33, Grafica 25
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SG en funcidn de la respuesta alcanzada (respuesta vs no respuesta) +90 dias
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Sv 12 Sv 24 Sv 36
Grupo N N eventos Mediana (IC 95%) v v v P valor
meses | meses | meses
RC 12 1 No alcanzan mediana 1,00 0,91 0,91
RP 8 4 35,80 (7,62 - 63,98) 0,75 0,43 0,43 0,028
Sin respuesta 7 4 44,46 (-) 0,57 0,57 0,57

Tabla 33. Supervivencia global en funcidn de la respuesta a las MSC (respuesta vs no respuesta) a los 90 dias en las

citopenias periféricas postrasplante.
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= Sin respuesta

Grafica 25. Supervivencia global en funciéon de la respuesta a las MSC (respuesta vs no respuesta) a los 90 dias en las

citopenias periféricas postrasplante.

Los pacientes que logaron alcanzar una RP presentaron de manera significativa una

menor SG con una HR 8,42 (IC 95%, 0,94 - 75,75; p=0,028) frente a los que presentaron

RC, asi como los que no lograron respuesta con una HR 11,63 (IC 95%, 1,28 - 106,78;

p=0,028).

Dichas diferencias se vieron incrementadas cuando se analizaron a los pacientes que

alcanzaron RC frente a los que no la lograron Tabla 34, Gréfica 26,
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SG en funcion de la respuesta alcanzada (RC vs no RC) +90 dias

Sv 12 Sv 24 Sv 36
Grupo N N eventos Mediana (IC 95%) v v v P valor

meses meses meses

RC 12 1 No alcanzan mediana 1,00 0,91 0,91

0,009
No RC 15 8 35,80 (6,47 - 65,14) 0,67 0,57 0,43

Tabla 34. Supervivencia global en funcidn de la respuesta a las MSC (RC vs no RC) a los 90 dias en las citopenias

periféricas postrasplante.
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Grafica 26. Supervivencia global en funcidn de la respuesta a las MSC (RC vs no RC) a los 90 dias en las citopenias

periféricas postrasplante.

Los pacientes que no alcanzaron RC asociaron de manera significativa una menor SG con
una HR 9,73 (95% Cl, 1,21 - 78,61; p=0,009) en la administracién de MSC en citopenias

periféricas.
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4.4.6 EVOLUCION DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

e Complicaciones infecciosas:

En 19 (70,4%) de los pacientes se documentd al menos una positivizacion microbioldgica
en los 6 meses posteriores a la infusidon de las MSC. Todos estos pacientes estaban con

tratamiento inmunosupresor.

Los crecimientos microbiolégicos mas frecuentes fueron las Staphylococcus coagulasa
negativo en hemocultivos y enterobacterias, principalmente Klebsiella, Enterobacter y
Escherichia, siendo las determinaciones en hemocultivos y orina. Se documentaron 2
infecciones fungicas sistémicas, un Aspergillus y un Fusarium. En cuanto a la replicacién
del CMV tras la infusidn de las MSC se produjo en 2 (7,4%) pacientes, en ambos casos tras

45 dias sin haber presentado replicacidn previamente.

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

En dos pacientes se observo reaparicion de la enfermedad hematoldgica, uno de ellos tras
2 meses del trasplante, sin haber relacion con la infusién de las MSC, ya que se trataba de
una LMA con enfermedad minima residual positiva previa al Alo-TPH, ademas de
presentar alto riesgo citogenético. En el otro paciente la recaida se produjo tras 6 afios
del trasplante. Al ultimo seguimiento, el resto de los pacientes permanecian en RC y

guimerismo de MO completo.

e Episodios de enfermedad injerto contra receptor:

Seis (22,2%) pacientes desarrollaron un episodio de EICR 57 dias (10 - 456) después de la

administracion de las MSC, sin haberlo presentado de forma previa a su infusion.

En los dos primeros pacientes descritos en la siguiente tabla, se traté de forma conjunta
la citopenia y la EICR aguda con MSC. Uno de ellos presentd progresidon a nivel cutaneo,
alcanzando RC con FAE; y RP de las citopenias periférica. El otro paciente logré RC tanto

de la afectacion por EICR, como de las citopenias T3 35,
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Desarrollo de EICR tras administracion de MSC

Tipo Organo Dia tras las MSC
Agudo Digestivo | y cutaneo llI 10
Agudo Cutaneo Il 18
Agudo Digestivo Il 45
Agudo Digestivo | 69
Agudo Cutaneo lll 73
Cronico Ocular moderado 456

Tabla 35. Episodio de EICR tras la administracién de MSC en las citopenias periféricas postrasplante.

Ademas, 10 pacientes que ya habian presentado un brote de EICR aguda previo al
tratamiento con MSC, desarrollaron un nuevo episodio tras la administracion de estas
(EICR aguda 8 y EICR crdnica 2). Todos los episodios surgieron con mdas de 2 meses de

distanciamiento con respecto a la administracion de las MSC.

e Ingresos hospitalarios:

Doce (44,4%) de los pacientes precisaron ingreso hospitalario durante el primer afio tras
la infusidn de las MSC, siendo los motivos mas frecuentes de ingreso las infecciones y
episodios de EICR. Unicamente en 3 pacientes se produjo un ingreso secundario a la

citopenia por didtesis hemorragica, siendo la causa de éxitus en dos de ellos.

e Exitus:

Doce (40,0%) de los pacientes habian fallecido al ultimo seguimiento, tras 189 dias (88 -
655) desde la infusién de las MSC, 3 de ellos antes de los 90 dias (momento en el que se

realizé el andlisis).
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El motivo de éxitus predominante fue el binomio EICR y proceso infeccioso, siendo
Unicamente secundario a la citopenia en 2 (6,7%) pacientes, debido a didtesis

hemorrégicas réfica 27,

Otras 2]
Enf. Hematolgica
Infeccién

EICR 2]

Grafica 27. Motivo de éxitus de los pacientes tratados con MSC en las citopenias periféricas postrasplante.

Otras: Neoplasia pulmonar (2).
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4.5 CISTITIS HEMORRAGICA

Entre abril de 2012 y junio de 2018 se analizaron las infusiones de MSC de 5 pacientes

adultos con cistitis hemorragica después del Alo-TPH.

4.5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Recibieron la infusién con MSC 4 varones (80,0%) y 1 mujer (20,0%), con una mediana de
edad de 30 afios (26 - 53). La enfermedad hematoldgica por la que se realizaron el Alo-

TPH fue en 3 (60%) de ellos la LLA, y en el resto un LNH y un SMD.

4.5.2 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

Las caracteristicas del trasplante se ven reflejadas en la siguiente tabla 0236,

Caracteristicas del Alo-TPH N (%)

Estado enfermedad al trasplante

RC 4 (80,0)
Enfermedad activa 1(20,0)
Tipo de donante

DE 3(60,0)
DnE 2 (40,0)
Compatibilidad HLA

Idéntico 2 (40,0)
Haploidéntico 2 (40,0)
2 Miss-match 1(20,0)
Régimen de acondicionamiento

AMA 4 (80,0)
AIR 1(20,0)
Cy y/o ICT y/o Busulfan 4 (80,0)
Fuente de infusion

Sp 4 (80,0)
SCU 1(20,0)
Profilaxis EICR

Cy post-Alo-TPH 2 (40,0)

Tabla 36. Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes tratados con MSC en la cistitis hemorragica.
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4.5.3 EPISODIO DE CISTITIS HEMORRAGICA

ESTADO DEL PACIENTE PREVIO TRATAMIENTO CON MSC

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

La totalidad de los pacientes se encontraban en situacidon de RC de la enfermedad, siendo

la primera reevaluacién de esta después del trasplante.

e Enfermedad injerto contra receptor:

Siendo uno de los predisponentes del desarrollo de la cistitis hemorragica se analizaron
los episodios de EICR aguda. Se presentd en 3 (60,0%) pacientes de forma concomitante

al episodio de la cistitis.

Una afectacién por EICR aguda cutdnea | y digestiva Il que alcanzdé RC con corticoides.
Otro paciente presenté afectacion cutdnea grado IV sin respuesta a corticoides, ni a MSC
administradas de forma simultdnea para la EICR aguda y la cistitis hemorragica;
finalmente logré RC con FAE. Y el paciente restante presentd varios episodio de EICR
aguda digestiva de grados Ill - IV que alcanzé RP a dos tandas de MSC, no siendo estas
administradas de forma simultanea a la dosis de MSC dirigidas contra la cistitis

hemorragica.

e Determinaciones viricas:

En 4 (80,0%) pacientes se determind mediante PCR la replicacién de Poliomavirus BK (3) y

JC (1) en el episodio de cistitis hemorragica.

Ademas, uno de los pacientes presentaba replicacion de CMV de forma concomitante a la

infusion de las MSC.
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e Cifra de plaquetas:

Todos los pacientes presentaban trombocitopenia en soporte transfusional con una
mediana de cifra de plaquetas de 34 x 10°/L (5 - 64) en el momento de la administracién

de las MSC.

CARACTERISTICAS DE LA CISTITIS HEMORRAGICA

Se trataron 5 pacientes con afectacion grave todos ellos, cistitis hemorragica grado lll.

Previamente a recibir las MSC los pacientes recibieron una mediana de 3 (2 - 3) lineas de
tratamiento dirigida para la cistitis. Siendo los tratamientos empleados lavados vesicales
con suero (5), instilaciones de dacido hialurdnico intravesical (5) y administraciéon de

cidofovir intravesical (4).

4.5.4 ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las MSC se administraron tras una mediana de 14 dias (7 - 25) desde el inicio de la clinica

de la cistitis hemorragica, y después de 88 dias (44 - 233) tras el Alo-TPH.

Se infundié una dosis de MSC de 1,30 x 108/ kg (0,95 - 1,85) de peso del receptor en cada
administracion. Recibieron 2 (2 - 3) dosis por cada paciente. Tres de ellos recibieron 2
dosis separadas por una semana, otro recibié una dosis Unica de 160 x 10® MSC, y el
restante recibié 4 dosis en una pauta secuencial (dias 1, 4, 11 y 18) en el contexto de

citopenias periféricas postrasplante.

Tras la revisidn de la infusidn, no se detectd ninguna complicacidn, ni efecto secundario

relacionado con la administracion de las MSC.
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4.5.5 RESULTADOS CON LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Todos los pacientes presentaron una mejoria de la clinica de la cistitis hemorragica tras la
primera dosis, asi como un descenso de los requerimientos transfusionales de hematies y
plaquetas. Unicamente un paciente logré la resolucién completa de la clinica tras esta

dosis inicial.

Otros 3 pacientes presentaron RC de la cistitis tras la segunda dosis, y el paciente restante
(recibié una Unica dosis de MSC), alcanzé la practica resolucion de la sintomatologia (RP),

pero debido a multiples complicaciones, principalmente la EICR e infecciosas, fallecié.

Dos pacientes que recibieron las MSC con una doble indicacién clinica. Un paciente
recibiéo las MSC para tratar una EICR aguda y la cistitis hemorragica, y desarrolld
afectacién cutdnea por EICR grado IV refractaria sin presentar respuesta a la dosis de
MSC, pero si logré la RC de la cistitis hemorrégica. El segundo paciente las recibié para la
cistitis hemorragica y las citopenias periféricas (3 series) también presentd RC para la
cistitis, pero no alcanzé respuesta a ninguna de las citopenias, siendo éxitus por diatesis

hemorragica pulmonar.

4.5.6 ESTADO DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Al ultimo seguimiento, con una mediana de 235 dias (15 - 815) tras la infusion de las MSC,
3 (60%) pacientes habian fallecido. El motivo del éxitus fue una insuficiencia respiratoria
secundaria a un proceso infeccioso, un episodio de EICR aguda grado global IV refractaria

a varias lineas terapéuticas y una hemorragia pulmonar secundaria a la pancitopenia.

En ninguno de los pacientes se determind la recaida de la enfermedad hematolégica, ni
tampoco se documentaron procesos infecciosos, ni episodio de EICR de novo tras el

tratamiento celular.
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4.6 PACIENTES PEDIATRICOS
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Entre febrero de 2010 hasta febrero de 2018 recibieron MSC 11 pacientes pedidtricos por

diferentes complicaciones del Alo-TPH (7 por EICR aguda, 2 citopenias periférica post-Alo-

TPH y 2 cistitis hemorragicas).

4.6.1 PACIENTES PEDIATRICOS CON EICR AGUDA

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE

Recibieron el tratamiento con MSC 5 varones (71,4%) y 2 mujeres (28,6%), con una
mediana de edad de 7 afos (3 - 11). Las enfermedades hematoldgicas por la que se

realizo el Alo-TPH fueron 3 LMA, 2 LLA, 1 SMD y 1 beta-talasemia mayor.

CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

Las caracteristicas relacionadas con el trasplante se ven reflejadas en la siguiente tabla

Tabla 37

EPISODIO DE ENFERMEDAD INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA

e Estado de la enfermedad hematoldgica:

En la reevaluacion previa a recibir la infusion con MSC 5 (71,4%) pacientes de
encontraban en RC, y en los otros 2 (28,6%) no era valorable por la proximidad con el Alo-

TPH.

e Estado de los inmunosupresores:

Los niveles de inmunosupresores en la medicién previa al episodio de EICR aguda se
encontraban en concentraciones 6ptimas en 5 pacientes, en uno estaba en rango

infraterapéutico, y en restante ya se habia suspendido la inmunosupresion.
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Caracteristicas del Alo-TPH N (%)

Estado de la enfermedad hematoldgica

RC 5(71,4)
Enfermedad activa 2 (28,6)
Tipo de donante

DnE 5(71,4)
DE 2 (28,6)
Compatibilidad HLA

Idéntico 4(57,1)
1 Miss-match 2 (28,6)
2 Miss-match 1(14,3)
Régimen de acondicionamiento

AMA 6(85,7)
AIR 1(14,3)
Fuente de infusion

sp 4(57,1)
MO 2 (28,6)
SCU 1(14,3)
Profilaxis de EICR

CsA - MMF 3(42,8)
Tacrolimus - MTX 3(42,8)
CsA - MTX 1(14,3)

Tabla 37. Caracteristica del Alo-TPH en los pacientes pediatricos tratados con MSC en la EICR aguda.

® (Caracteristicas del episodio de EICR aguda:

Tras una mediana de 70 dias (8 - 88), los pacientes desarrollaron el episodio de EICR
aguda por el cual recibieron los MSC. En la siguiente tabla vemos la afectacién de cada

uno.

Como se pude comprobar en todos los pacientes se presentd afectacidén digestiva, en 4
pacientes de forma aislada y en el resto de forma conjunta con cutdnea. Unicamente uno

presento afectacion de los tres 6rganos T21a 38,
En cuanto a la afectacion global, 6 (85,7%) pacientes presentaron grados IlI - IV.

Previo a recibir las MSC, habian recibido una mediana de 3 lineas de tratamiento previas
(1 - 3). En todos los casos siendo la primera linea los corticoesteroides a dosis de 2 mg/kg,

seguidos de MMF en 6 casos, inhibidores de la calcineurina en 3 y en uno FAE.
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Caracteristica del episodio de EICR aguda
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Organo (s) Grado global Dia tras el Alo-TPH
Digestivo | y Cutaneo llI Il 8
Digestivo IV \% 8
Digestivo Il, Cutaneo Il y Hepatico lll 1] 18
Digestivo Il 11 70
Digestivo Ill 1l 81
Digestivo IV y Cutdneo IV \% 88
Digestivo IV Y 89

Tabla 38. Caracteristicas del episodio de la EICR aguda de los pacientes pediatricos tratados con MSC.

ADMINISTRACION DE LAS MSC

Las MSC se administraron tras 78 dias (21 - 106) desde el inicio del episodio de EICR

aguda.

La dosis mediana por infusion fue de 1,97 x 10%/ kg (1,66 - 3,47) de peso del receptor.
Dicha cantidad por dosis duplica las dosis empleadas en los adultos. Se infundieron en 5
casos (71,4%) con una pauta secuencial, y en los dos casos restante sin una pauta de
administracion concreta. La mediana de numero de dosis fue de 4 (3 - 4) por cada

paciente. Solamente un paciente recibié una dosis superior a 4 dosis (9).

En cuanto a la trazabilidad del producto entre el donante y el receptor, 5 pacientes

(71,4%) recibieron todos las dosis del mismo donante.

En ninguna de las infusiones realizadas se presentaron reacciones adversas.
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RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

Los resultados se evaluaron tras 28 dias de la administracion de las MSC, obteniendo una

tasa de RG de 6/7 (85,7%), las cuales se ven reflejadas en el siguiente grafico 6réfica28,

ERC
ORP

OSin respuesta

Grafica 28. Tasa de respuesta al tratamiento con MSC en la EICR aguda en pacientes pediatricos.

Al analizar individualmente las respuestas en funcion del érgano afecto se obtuvieron los

siguientes resultados ©éfica 23,

Ha de indicarse que los 3 pacientes que presentaban afectacion multiple presentaron

todos RC en el dia 28 tras la infusion de las MSC.

e |nfluencia de tratamientos concomitantes a las MSC:

Casi la mitad de los pacientes presentaron respuesta a MSC con la administracion de otra

linea terapéutica de forma concomitante, siendo la misma en los 3 casos, el MMF.
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Grafica 29. Tasa de respuesta con MSC en la EICR aguda en pacientes pediatricos en funcion del 6rgano afectado.

e Reaparicién de un nuevo episodio de EICR aguda:

En tres pacientes reaparecié clinica de EICR aguda con afectacion digestiva tras haber

presentado respuesta con anterioridad a las MSC Tabla 39,

Caracteristica del nuevo episodio de EICR aguda

Organo Dia tras las MSC Respuesta
Digestivo IV 92 Sin respuesta a 3 lineas
Digestivo Il 111 RC con corticoides
Digestivo lll 320 RC con FAE

Tabla 39. Caracteristicas de un nuevo episodio de la EICR aguda en los pacientes pediatricos tratados previamente con

MSC.
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e Ultimo seguimiento:

Tras una mediana de seguimiento de 1293 dias (118 - 2085) 5 (71,4%) pacientes siguen
vivos y libres de EICR. En la siguiente tabla vemos reflejado el seguimiento de los

pacientes Tabla40,

Ultimo seguimiento en funcién de la respuesta +28 dias

Organo (s) Respuesta dia +28 Respuesta ult. seguimiento
Digestivo | y Cutaneo llI RC *RC
Digestivo IV RC RC
Digestivo Il, Cutaneo Il y Hepatico IlI RC *RC
Digestivo llI Sin respuesta RC con FAE
Digestivo llI RP RP / Exitus
Digestivo IV y Cutaneo IV RC RC
Digestivo IV RP * Sin respuesta / Exitus

Tabla 40. Estado del paciente pediatrico en el ultimo seguimiento en funcién de la respuesta a MSC en la EICR aguda en

el dia +28.

* Pacientes que precisaron una nueva linea de tratamiento tras reaparicién de un nuevo brote de EICR aguda.

ESTADO DEL PACIENTE TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS MSC

e Complicaciones infecciosas:

Se documentaron positivizaciones microbioldgicas en 6 pacientes, sin poder relacionar en
ninguno de los casos con la administracién del producto celular, ya que habia otras causas

probables, como inmunosupresores y EICR activa.

Los crecimientos microbiolégicos mas frecuentes fueron las Staphylococcus coagulasa

negativo y enterobacterias (Klebsiella y Escherichia).
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En ningun paciente se produjo replicacion del CMV, ni infecciones fungicas tras la

administracion de las MSC.
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e Estado de la enfermedad hematoldgica:

En ningun caso se reportd la recaida de la enfermedad hematoldgica tras la infusidn de

las MSC.

e Ingresos hospitalarios:

Durante el primer afio tras la administracién de las MSC 5 (71,4%) de los pacientes
presentaron una mediana de 2 (0 - 4) ingresos hospitalarios, siendo predominantemente

debido a nuevos episodios de EICR aguda, asi como procesos infecciosos intercurrentes.

e Exitus:

Al Ultimo seguimiento 2 (28,6%) pacientes habian fallecido (dias 41 y 118 tras la infusion
de las MSC), siendo Unicamente en uno de ello propiciado por la EICR aguda activa. En el
otro caso fue debido a un infeccién bacteriana multirresistente, estando la EICR aguda en

RC.

Siendo la mortalidad relacionada con la EICR de 14,8%.
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4.6.2 PACIENTES PEDIATRICOS CON CITOPENIAS PERIFERICAS
POSTRASPLANTE

En dicha complicacidn se administraron MSC en dos pacientes.

e Paciente 1:

Paciente de 8 afios a la cual se le realizé un Alo-TPH de DnE 9/10 de MO con AMA con ICT,
Cy, fludarabina y ATG como consecuencia de una anemia de Fanconi, usando como

profilaxis de EICR tacrolimus y MMF.

La paciente en ningin momento presentd clinica compatible con EICR aguda, pero si
desarrollé multiples procesos infecciosos previos y/o concomitantes, como fueron
reactivacion de CMV (dia +9), bacteriemia por Lactobacillus rhamnosus (dia +12),
candidemia y una meningoencefalitis por Candida dubliniensis y cistitis hemorragica

grado IV por Poliomavirus BK (dia +22).

Habia alcanzado el injerto hematopoyético inicialmente, y se encontraba en situacién de
RC de la enfermedad hematoldgica con quimerismo completo de MO en el momento de

la infusion de las MSC.

Recibié las MSC por trombocitopenia (9 x 10°/L) con requerimientos transfusionales
debido a una cistitis hemorragica grado IV con documentacion de Poliomavirus BK,

motivo también del empleo de las MSC.

Las MSC se administraron después de 22 dias tras el Alo-TPH. Se infundieron 4 dosis de
MSC de 1,96 x 108/ kg de peso del receptor espaciadas por una semana cada una de ellas.
Tras su administracion no se detectd ninguna complicacién, ni efecto secundario

relacionado con la infusién de las MSC.

Se observd una respuesta en la cifra de plaquetas tras la administracion de las MSC. Tras
16 dias desde la administracién de la primera dosis alcanzé >50 x 10°/L plaquetas (RP),
cifra que mantendria durante todo el seguimiento, logrando independencia transfusional,

sin precisar otras lineas terapéuticas.

152

—
| —



Al dltima seguimiento, la paciente habia fallecido tras 290 dias desde la infusion de las
MSC. El motivo del éxitus fue una insuficiencia respiratoria secundaria a una

bronconeumonia sin filiacién microbiolégica.

e Paciente 2:

Paciente de 2 afos a la cual se le realizé un Alo-TPH de SCU 6/6 con AMA con fludarabina,
busulfan y ATG debido a un sindrome de Hurler o mucopolisacaridosis tipo |, recibiendo

como profilaxis de EICR CsA y MMF.

La paciente desarrollé un episodio de EICR aguda cutdnea grado Il (dia +23) que alcanzé
RC a corticoides sistémicos a dosis de 1 mg/kg. Sin presentar otras complicaciones tras el

Alo-TPH.

Recibio las MSC tras haber alcanzado un injerto hematopoyético adecuado inicialmente, y
encontrandose en situacion de RC de la enfermedad hematoldgica con quimerismo

completo de MO.

La administracion de las MSC se solicité por una trombocitopenia (<1 x 10°/L) que
provoco una hemorragia intracraneal (+186). Previamente a la administracion de las MSC
la paciente recibié varias lineas terapéuticas sin respuestas mantenidas: corticoides,

inmunoglobulinas, rituximab, vincristina y romiplostin.

Las MSC se administraron después de 270 dias tras el Alo-TPH. Se infundieron 7 dosis de
MSC de 3,95 x 10%/ kg de peso del receptor. Se infundieron dos tandas con pautas
secuenciales, una de 4 dosis y otras de 3, separadas por un mes. Tras su administracién
no se detectd ninguna complicacién, ni efecto secundario relacionado con la infusidn de

las MSC.

La paciente alcanzé RC en el dia 13 tras la administracion de la primera tanda de MSC,
asociando multiples lineas terapéuticas concomitantes (corticoides, inmunoglobulinas y
romiplostin). Posteriormente presenté una caida de la cifra de plaquetas hasta 5 x 10°/L
(+45 dias tras la primera dosis), tras la cual recibié la segunda tanda, con la cual alcanzd

RP tras 32 dias y RC tras 44 dias, cifra de plaquetas que mantendria en el tiempo.
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Cabe destacar la conversidn de la IgG del Parvovirus B19 durante el transcurso de estos
episodios, por lo que es posible que las citopenias (hemoglobina >8 gr/dL, neutrdfilos
>1.000/ulL y plaquetas <50 x 10°/L, por lo que solo se consideré como linea a tratar la

trombocitopenia) fuesen secundarias a una infeccidn virica.

En el dltimo seguimiento tras 2614 dias, la paciente continta viva sin haber presentado

complicaciones mayores relacionadas con el trasplante.

Ninguno de estos pacientes ha presentado recaida de la enfermedad hematoldgica, ni

tampoco episodios de EICR posteriores al tratamiento celular.
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4.6.3 PACIENTES PEDIATRICOS CON CISTITIS HEMORRAGICA

Para dicha complicacién se han empleado las MSC en dos pacientes.

e Paciente 1:

Paciente de 8 afios a la cual se le realizé un Alo-TPH de DnE 9/10 de MO con AMA con ICT,
Cy, fludarabina y ATG por anemia de Fanconi, usando como profilaxis de EICR tacrolimus y

MMF.

Estando en situacion de RC de la enfermedad hematolégica en el momento de la infusién
de las MSC. En ningin momento presentd clinica compatible con EICR aguda, pero si
desarrollé multiples procesos infecciosos previos y/o concomitantes, como fueron
reactivacion de CMV (dia +9), bacteriemia por Lactobacillus rhamnosus (dia +12),
candidemia y una meningoencefalitis por Candida dubliniensis y cistitis hemorragica

grado IV por Poliomavirus BK (dia +22).

Recibié las MSC a consecuencia de una cistitis hemorragica grado IV con documentacion
virica de Poliomavirus BK en orina, para la cual habia recibido 3 lineas de tratamiento
previamente sin respuesta (lavados vesicales con suero, instilaciones de acido hialurdnico

intravesical y administracion de cidofovir intravesical).

En el momento de la infusién de las MSC presentaba trombocitopenia (9 x 10°/L) con

requerimientos transfusionales.

Las MSC se administraron tras 8 dias desde el inicio de la clinica de la cistitis hemorragica,
y después de 22 tras el Alo-TPH. Se infundieron 4 dosis de MSC de 1,96 x 10%/ kg de peso
del receptor espaciadas por una semana cada una de ellas. Tras su administracién no se
detectd ninguna complicacién, ni efecto secundario relacionado con la infusiéon de las

MSC.

Se administraron las MSC de forma conjunta para la cistitis hemorragica y la
trombocitopenia periférica tras el trasplante. Presenté una clara mejoria de la clinica de la

cistitis hemorragica tras la primera dosis, asi como un descenso de los requerimientos

155

—
| —

7]
o
(a)]
=
—
>
n
w
(a's




transfusionales de hematies y plaquetas, sin lograr RC. En cuanto a la trombocitopenia

logré mantener cifras de plaquetas >50 x 10°/L durante su seguimiento.

En la ultima evaluacidn, la paciente habia fallecido tras 290 dias desde la infusién de las
MSC. ElI motivo del éxitus fue una insuficiencia respiratoria secundaria a una

bronconeumonia sin filiacién microbiolégica.

e Paciente 2:

Paciente de 7 afios al cual se le realizé un Alo-TPH de SCU 6/6 con AMA con fludarabina,
busulfan, thiotepa y ATG debido a una crisis blastica de una LMC, recibiendo como

profilaxis de EICR CsA y MMF.

Encontrandose en situacion de RC de la enfermedad hematoldgica en el momento de la

infusién de las MSC. No habia desarrollado EICR aguda.

Recibid las MSC a consecuencia de una cistitis hemorrdagica grado IV sin documentacion
virica, y sin requerimientos transfusionales de plaquetas, para la cual habia recibido 3
lineas de tratamiento previamente sin respuesta (lavados vesicales con suero,

instilaciones de acido hialurdnico intravesical y administracion de cidofovir intravesical).

Las MSC se administraron tras 16 dias desde el inicio de la clinica de la cistitis
hemorragica, y después de 55 tras el Alo-TPH. Se infundié una dosis Unica de 68 x 10® MSC
(2,20 x 10%/ kg de peso del receptor). Tras su administracién no se detecté ninguna

complicacién, ni efecto secundario relacionado con la infusién de las MSC.

Tras el tratamiento celular se objetivd una resolucién completa de la clinica hemorragica,

con independencia de los requerimientos transfusionales de concentrados de hematies.

Al Ultimo seguimiento, tras 1442 dias de seguimiento, continuda vivo sin haber presentado

complicaciones mayores relacionadas con el trasplante.

En ninguno de los pacientes se determind la recaida de la enfermedad hematolégica, ni

tampoco episodios de EICR tras el tratamiento celular con MSC.
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5 DISCUSION






El presente trabajo de tesis doctoral tiene la originalidad de ser el primero, entre casi 130
tesis sobre MSC que constan en la base Teseo del Ministerio de Educacion
(https://www.educacion.gob.es/teseo/; acceso el 12/10/2020) que analiza en nuestro
pais la produccion celular en condiciones GMP de células mesenquimales para uso clinico,
y lo hace en una de las Unidades con mayor actividad en el campo del tratamiento de

complicaciones del trasplante hematopoyético.

El trabajo ademds aporta un analisis detallado de los resultados clinicos obtenidos en el
tratamiento de la EICR aguda, la EICR crénica, las citopenias postrasplante y la cistitis

hemorragica. En la literatura tampoco existen datos similares referidos a un Unico centro.

A continuacién, comentaremos brevemente los aspectos mas relevantes de los resultados

obtenidos en el mismo.

En relacidn con la produccidon de MSC a partir de donantes sanos, hemos de indicar que
se trata de un procedimiento complejo pero que, como otros autores consideran, es
critico para la consecucién de un producto adecuado %3], Segln la normativa vigente al
tratarse de un medicamento de terapias avanzadas (Reglamento CE nimero 1394/2007)
sometido a manipulacién sustancial in vitro, este producto celular debe estar fabricado en
UPC de acuerdo con las Normas de Correcta Fabricacién (GMP). Dichas normas trabajan
bajo estrictos controles de calidad con el objetivo de evaluar la seguridad, la identidad, la
viabilidad y la pureza del producto previamente a su liberacién (Directriz sobre
medicamentos a base de células humanas, EMEA/CHMP/410869/2006). Para dicho
proceso existe un sistema de documentacién compatible con GMP, protocolos de
validacidn escritos y aprobados. Una vez concluida toda actividad ha de ser registrada en

formularios apropiados.

En nuestro sistema de produccién, las especificaciones que debian cumplir el producto
final fueron corroboradas por controles de calidad de morfologia, fenotipo, viabilidad,

esterilidad, ausencia de contaminacién por Mycoplasma y estabilidad genética).

En el presente analisis comprobamos que el proceso de produccién es factible y eficiente,
reflejando una elevada tasa de éxito en la produccion de MSC alogénicas a partir de
médula dsea de donantes sanos (97,8%), donde Unicamente se presentd un fallo de la

produccién celular en dos donante. Para nosotros es clave que la fuente celular provenga
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https://www.educacion.gob.es/teseo/irGestionarConsulta.do

de donantes sometidos a los mismos criterios de seleccion que marcan los registros
internacionales de donantes de progenitores hematopoyéticos, en cuanto a edad,
ausencia de comorbilidades, y que las células se extraigan por un equipo validado y con

experiencia en la extraccion de médula ésea para trasplante hematopoyético 344,

Tras aplicar los pertinentes controles de calidad del producto se excluyeron algunos lotes
no aptos para su administracién, por lo que un 4,3% de los productos fueron desechados

por presencia de alteraciones citogenéticas o crecimientos microbioldgicos.

Con el objetivo de optimizar la produccién celular se han estudiado perfiles de donantes
gue pudieran influir en este aspecto. En este contexto, se ha sugerido que la edad puede
ser un factor influyente en la produccién celular, aunque no es un factor limitante a la
hora de obtener productos celulares satisfactorios. Los cohortes de edad que han
reflejado un claro beneficio en la produccién son las que implican a donantes menos de
18 afios 3371, Ademds, se produce un aumento de la senescencia celular a mayor edad, asi
como un incremento de fracasos de produccidn en los mayores de 60 afios 338, En el
presente trabajo, no se ha podido demostrar este hecho, puesto que nunca hemos
incluido en nuestro programa de donacién voluntaria a sujetos menores de edad, ademas
de evitar en la medida de los posible la seleccion de donantes de mayor edad (en toda
nuestra serie hay un uUnico donante mayor de 60 afios). Aun asi, cabe destacar, que los
donantes que lograron criopreservar producto celular en todos los tres pases de cultivo
realizados presentaban una edad claramente inferior a la mediana de edad de nuestra

serie.

Por lo contrario, en cuanto al género, no se han comunicado en la literatura diferencias
en la produccién celular B339, Datos concordantes se vieron reflejados en nuestra
experiencia, donde no se observaron diferencias significativas en funcién del género,
siendo similares las tasas de produccion entre hombres y mujeres. A pesar de ello, es
preciso mencionar, que los dos Unicos fallos de produccién se produjeron en mujeres,
ademas, se observé una clara tendencia hacia el género masculino en los donantes que

criopreservaron MSC en los tres pases realizados.

En otro dmbito, diversos estudios indican que la obesidad predispone a tasas de

proliferacion disminuidas, ademas de reducir los efectos antiinflamatorios de las MSC, de
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tal forma que los donantes con dicha caracteristica puedan no ser una fuente celular
adecuada [3% 3411, Dicha conclusidn no se ha visto reflejada en nuestros resultados, donde
el IMC no ha influenciado de forma significativa en la produccién celular. Por otra parte,
no cabe duda de que los donantes con mayor peso pueden proporcionar un mayor
numero de células mononucleadas de partida, y, por tanto, un mayor nimero de MSC

iniciales 1341, aunque como hemos indicado nuestros resultados no apoyan esta hipétesis.

La produccidn de las MSC esta sometida a una gran variabilidad en su fabricacion en los
distintos centros afiliados al EBMT, lo que quizad sea extrapolable a otras regiones del
mundo %], La mayoria de los centros encuestados obtuvo las MSC a partir de MO (88%),
presentando las principales diferencias en el medio de cultivo y sus suplementos. Asi, la
gran mayoria de las UPC ha sustituido el suero bovino fetal por lisado plaguetario
humano. Otro hallazgo comin es la administracion de productos de un donante
alternativo que han sido almacenados en lotes criopreservados (71%), lo cual satisface la
necesidad de disponer un producto listo para usar ante una situacién clinica que requiere
disponer del tratamiento con cierta urgencia (como es el caso de la EICR aguda

refractaria) 3461,

Como describimos en al presente trabajo, en la UPC del CAUSA se producen MSC a partir
de donacién de MO empleando el lisado plaquetario como suplemento de cultivo, y
criopreservando el producto obtenido para su administraciéon posterior cuando sea

requerido para su uso en el contexto del alotrasplante hematopoyético.

La demanda de MSC a fecha actual es una realidad, https://clinicaltrials.gov/ recoge a
fecha de octubre de 2020 mas de 1.400 ensayos clinicos basados en el empleo de las
MSC. Dado su amplio potencial terapéutico para multiples aplicaciones, es presumible
gue su uso se vea incrementado en los préximos afos. Dicha futurible demanda supera
con creces la capacidad de los actuales sistemas de produccion “manual”, poniendo de
relieve la necesidad de sistemas mas avanzados y automatizados. En la actualidad se
estdn desarrollando sistemas que posibilitan el escalado de la produccién, donde diversos
biorreactores han demostrado su utilidad en este ambito y estan siendo evaluados vy

validados para este fin 3471,
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Unos de los aspectos mds relevantes para tener en cuenta del empleo de las MSC es su
perfil de seguridad. La seguridad de la administraciéon intravenosa con MSC ha sido
informada en dos metaanalisis donde se incluyeron mds de 3.000 pacientes, donde no se
detectd ninguna asociacion con toxicidad aguda por la infusidon, ni complicaciones
organicas, infecciones, eventos trombaéticos, muerte o malignidad, si asociando un mayor
riesgo de fiebre transitoria 34% 3491, Al igual que lo reportado en la literatura, en nuestra
experiencia, se observé un excelente perfil de seguridad. No se evidenciaron reacciones
relacionadas con su infusion, ni efectos secundarios a medio-largo plazo (infecciones,
eventos trombdticos, recaidas de las enfermedad hematoldgicas, neoplasias y/o muerte)
relacionados de forma directa con la administracién de las MSC. En este punto es
relevante destacar la necesidad de un protocolo estandarizado para la infusion
intravenosa de las MSC, primordialmente las criopreservadas, en las cuales se emplea
como medio preservador el DMSO. Dichas células precisan premedicacidn con esteroides
y dexclorfeniramina previo a su administracidon y asi lo recogen nuestros protocolos de

infusion.

Teniendo en cuenta el papel de las MSC como promotor de la funcién hematopoyética,
ademas de sus propiedades inmunomoduladoras, es totalmente esperable que uno de los
campos de potencial desarrollo terapéutico de estas células haya sido la hematologia,

destacando su empleo en las complicaciones mas caracteristicas del Alo-TPH.

En relacién al tratamiento de la EICR aguda refractaria a esteroides, el problema clinico
surge del elevado porcentaje de pacientes que presentan recaida o no responden tras
esta primera linea terapéutica, condicionando un aumento de la mortalidad relacionada

con esta complicacion [°%, siendo las MSC una terapia atractiva en este contexto.

En el presente trabajo, se ha observado el beneficio significativo de la administracién de
MSC como uso compasivo en la EICR aguda refractaria, presentando una tasas de RG del
81%, siendo estas completas del 48%. Tras la primera experiencia exitosa del empleo de
MSC por el grupo de Katarina Le Blanc 277, se han publicado numeroso estudios en
adultos. Nuestros resultados son equiparables a estos trabajos, donde las respuestas

oscilan entre el 50 - 80%, con RC que oscilan entre el 10 - 50% [278-281, 291, 292, 234-296]
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Al igual que en los estudios mencionados en la literatura, las respuestas observadas
fueron superiores en las afectaciones cutdneas (82%) y de tracto digestivo (82%) 280, e
inferiores en funcion del aumento de grado de afectacion global (grado Il 78%, grado |l
50% y grado IV 35%). Al analizar posibles factores implicados en la respuesta, no se logré

correlacionar ninguna caracteristica del pacientes y del trasplante con lograr la misma 278

280]

De igual forma a lo publicado en diversos estudios, se confirmé que los pacientes que
alcanzaban la RC en el dia 28 tras la administracidon de las MSC adquirieron una ventaja

sobre la SG (supervivencia al afio de 58% frente a 22%; p=0,002) [278, 280, 281, 296]

A pesar de estos resultados favorables, la mitad de los pacientes que logran respuesta a
las MISC presentaron una nueva reactivacion de la EICR aguda tras poco mas de dos meses
desde su administracion. En este grupo de pacientes observamos que una segunda
tanda/ciclo de MSC podria ser eficaz, pudiendo rescatar a un porcentaje de pacientes que
se aproxima al 40%. En ningun estudio publicado hemos encontrado alusién a la eficacia
del empleo de retratamientos con MSC, siendo este un aspecto para tener en cuenta en

las recaidas de las EICR aguda.

Actualmente no existe un consenso sobre el tratamiento de rescate de los pacientes

refractarios a esteroides, en este ambito son diversas las lineas terapéuticas empleadas.

Dentro de estas terapias frente a las EICR aguda refractaria, destaca la FAE, la cual ha
reportado una elevada tasa de RC, cercana al 80% en las afectaciones cutaneas. Ademas,
de demostrar un beneficio sobre la supervivencia en los pacientes que alcanzaron la RC
(59% frente a 11%) [137. 138 En comparacién con nuestra experiencia con las MSC
observamos principalmente un beneficio de esta linea sobre las afectaciones cutaneas
(59% de RC con MSC), sin evidenciar una ganancia resefiable sobre el resto de las
afectaciones, ni en la supervivencia. Ademas, es resefiable destacar que este
procedimiento no estd exento de efectos secundarios, principalmente los derivados del
empleo de catéteres venosos (infecciones, eventos hemorragicos y trombéticos), ademas

de los relacionados con la circulacién extracorpdrea (alteraciones idnicas).

Por otro lado, en los ultimos anos ha ganado relevancia el empleo de ruxolitinib,

aprobado recientemente por la FDA para esta indicacidn, que consigue unas tasas de RG
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del 73% (completas 56%) a lo largo del seguimiento, con independencia del grado de
afectacién y del érgano afecto por la EICR aguda *°l. Estos datos son equiparables a los
observados en nuestro estudio, con tasas de respuestas similares y presentes en todos los
grados y afectaciones. Es importante incidir, que el empleo de ruxolitinib no estd exento
de efectos secundarios, siendo los mas limitantes los eventos infecciosos, la reactivacion

del CMV vy las citopenias (anemia y trombocitopenia).

Con un mayor tiempo de experiencia, multiples farmacos han sido probados en la EICR
aguda refractaria, en este aspecto destacamos los siguientes. En primer lugar, el empleo
de ATG en esta complicacién ha reportado tasas de RG del 20 - 50%, llegando estas al 70%
en las afectaciones cutdneas %8110 |3 administracion de anticuerpos anti-TNFa ha
demostrado respuestas entre el 50 - 60%, principalmente en las afectaciones
gastrointestinales 1231271 Con la pentostatina se han observado tasas de respuestas
cercanas al 60% 3%, E| empleo de inmunosupresores como el MMF y la rapamicina
reportaron respuestas proximas al 60% [12%-132 134 1351 En conjunto, ninguna de estas
lineas terapéuticas ha reportado tasas de respuestas superiores a las observadas en el
presente trabajo con MSC. Ademas, remarcamos, de nuevo, el posible perfil de toxicidad
deletéreo observado en estas terapias, tales como infecciones virales (pentostatina),
infecciones fungicas (anti-TNFa), toxicidad neurolégica y microangiopatia trombdtica

(rapamicina).

Al confrontar los resultados obtenidos entre las diversas opciones terapéuticas, los
resultados con MSC son equiparables o superiores a las terapias actualmente empleadas
para la EICR aguda refractaria. En este dmbito, ante la presencia de esta complicacion, la
cual por si misma aumenta el riesgo de eventos infecciosas, y por lo tanto a un aumento
de la mortalidad, la seleccién de una medida terapéutica eficaz y segura deberia ser la
opcién mas atractiva, en este aspecto las MSC presentan una opcidn que ha de
considerarse en este contexto. Por contra, su implementacién presenta una limitacion, el
requerimiento de instalaciones y acreditaciones pertinentes para su fabricacién, asi como

la necesidad de un programa de donacidn propio y establecido.
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Con respecto al tratamiento de la EICR crdnica, tras una primera linea terapéutica
establecida basada en la combinacién de prednisona y un inhibidor de calcineurina 68,
mas de la mitad de los pacientes requieren una segunda linea de tratamiento dentro de

los 2 afios posteriores a la terapia inicial [16°,

De igual forma, aunque con mucha menor experiencia publicada, diversos estudios han

sugerido el beneficio del empleo de MSC en los pacientes con EICR crénica refractaria [27%

297-300]

En la experiencia del presente trabajo, comenzaremos poniendo de relieve la dificultad a
la hora de recapitular la informacién de forma retrospectiva en pacientes que han
recibido las MSC por uso compasivo. Tanto la clasificacién de la graduacion inicial, y las
respuestas alcanzadas son dificilmente extrapolables a las escalas actualmente
implementadas (NIH 2014 y Response Criteria Working Group) 4. La informacién que no
puede ser extrapolable por datos medibles (funcién hepatica y pulmonar), fue guiada por
la evaluacidn clinica realizada, estando estd sujeta a la transcripcion de la informacion
descrita en las historias clinicas, lo cual no cabe duda es una limitaciéon importante de

nuestro estudio.

Con estas premisas, en el presente trabajo, la administracion de MSC en dicha
complicacién se acompafid de una elevada tasa de respuestas (93%), siendo
practicamente todas ellas RP (72%), debido a que en muchos pacientes no se pudo
catalogar como RC por persistencia de sintomatologia a nivel ocular, a pesar de
observarse una mejoria franca de la sintomatologia. Estas respuestas fueron ligeramente
superiores a las publicadas en la bibliografia, los cuales describieron respuestas en torno
al 60 - 80% [279 2973001 A| jgual que en lo publicado, confirmamos que las respuestas

fueron mas profundas en las afectaciones cutdneas y de la mucosa oral 29,

Al igual que lo observado en la EICR aguda, se demostré un beneficio sobre la SG en los
pacientes que lograron alcanzar respuesta a administracién de las MSC (supervivencia al
afio: 86% frente a 33%; p=0,034), datos no reportados en los estudios publicados hasta la
fecha, donde no se apreciaron diferencias significativas en la supervivencia entre los
paciente con EICR crénica refractaria que recibian tratamiento con MSC, frente a otras

lineas [299],
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A pesar de la alta tasa de respuestas logradas, mas del 50% de los pacientes precisaron
nuevas lineas de tratamiento para la EICR crénica, principalmente para mejorar o

mantener la respuesta alcanzada.

Un aspecto importante que resaltar con la adicién de nuevas lineas terapéuticas, es la
posibilidad de discontinuacidon de las terapias inmunosupresoras concomitantes, con
vistas a reducir los efectos secundarios de estas. En nuestra experiencia, realizando la
evaluacién a los 3 meses, observamos que el 7% de los pacientes lograban la suspension
completa de los inmunosupresores sistémicos, siendo del 50% en el caso de los
corticoides sistémicos. En la bibliografia también se ha observado este beneficio, y en
otros trabajos la administracion de MSC se asocié con una suspension completa de la
terapia con corticoides, y de aproximadamente el 30% de los inmunosupresores al afio de

recibir la infusidn (299, 3001,

Al realizar la comparacidn con el gran abanico de lineas terapéuticas empleadas en la
actualidad es primordial incidir en la tasa de respuestas en funcién del érgano afecto, ya
que a pesar presentar respuestas globales similares entre ellas (60 - 80%), el beneficio en

casos de afectacion de distintas localizaciones es variable.

Los estudios con rituximab han mostrado tasas de respuestas del 70 - 80%, siendo estas
principalmente a nivel cutdneo y musculoesquelético 771791, Lg FAE es una de las
estrategias terapéuticas mas contrastadas en la EICR crénica, diversos estudios han
descrito RG del 60 - 70%, observandose un mayor beneficio en las afectaciones cutaneas
y de la mucosa oral, que consigue una reduccidn o suspensién del tratamiento
inmunosupresor en un 80% de los pacientes 140, 141, 180182 ' Con imatinib se ha descrito
cerca de un 80% de respuestas, principalmente en las formas esclerosantes de la
enfermedad cutdnea 183183 De jgual forma, se aprecié un beneficio predominante en
dicha afectacién con el empleo de ibrutinib, alcanzando tasas de RG del 69%. Ademas de
observarse una suspensién completa del tratamiento con corticosteroides tras su
administracién 11871881, Como consecuencia, la FDA aprobé en 2017 el empleo de ibrutinib
en el tratamiento de la EICR crdnica resistente a primera linea, siendo el primer farmaco
en alcanzar este hito. Al igual que en EICR aguda, ruxolitinib se ha evaluado en EICR

crénica, observandose un 85% de respuestas en multiples 6rganos afectos %31, Ademas
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e reportar discontinuaciones de la terapia inmunosupresora en e 6, Yy la disminucién
d tar d t delat | 68%, vy la d

en el 21% de los pacientes [189,

Al contrastar estos resultados con los obtenidos con la infusién de MSC observamos que
algunos tratamientos presentan un mayor beneficio en funcion del érgano que se vea
afectado por la EICR crdénica, ademas de describirse tasas de discontinuaciéon o
disminucion de la terapia inmunosupresora superiores a las MSC (FAE del 80% vy

ruxolitinib cercanas al 90%).

Es importante incidir de nuevo, en el perfil de seguridad de estos farmacos, alguno de
ellos mencionado previamente. No exento de complicaciones derivadas de su

administracién, principalmente eventos infecciosos, didtesis hemorragicas y citopenias.

En este aspecto podemos considerar que, en el contexto de la EICR crénica, contamos con
un gran arsenal de medidas terapéuticas, las cuales han de ser seleccionadas en funcidn
del perfil de afectacidn de cada paciente. Las MSC, con su éptimo perfil de seguridad y su
beneficio principal sobre las afectaciones cutaneas y de la mucosa oral, son otra medida

terapéutica para tener en cuenta, dentro de muchas otras posibilidades.

Con respecto a las citopenias tras la realizacidn de un Alo-TPH son una complicacién grave
y de origen multifactorial, aunque los trastornos autoinmunes desempenan un
importante papel. Ademas, la afectacién del nicho hematopoyético, que siguen siendo del
receptor, puede sufrir una disminucion de la capacidad hematopoyética postrasplante, a

consecuencia de las terapias previas, asi como de la EICR.

Debido a las experiencias descritas por su capacidad progenitora sobre el nicho
hematopoyético [274, 275, 283, 284, 302-304]’ y como tratamiento de |a EICR [278-281, 291, 292, 294-296]'
posiblemente implicada en la aparicion de las citopenias, se sugiere que las MSC podrian
ser un tratamiento factible y potencialmente eficaz en el contexto de las citopenias
periféricas postrasplante, siendo la experiencia en este ambito muy limitada. Destaca en
este en este ambito el trabajo preliminar realizado por nuestro grupo, en el cual se
publicd por primera vez el empleo de MSC en citopenias periféricas después de la

recuperacién hematoldgica completa tras el trasplante, con una recuperacién completa

169

—
| —

P

z
Q
[%2)
-
(@]
2]
=




de las cifras periféricas en los cuatro pacientes comunicados (3 trombocitopenias y una

neutropenia) 307,

La experiencia generada en el andlisis de la presente tesis doctoral comprueba la eficacia
del uso de las MSC en esta complicacién, con una elevada tasa de respuestas (80%),
siendo estas completas del 44%. Destacamos en beneficio principal sobre las
monocitopenias (trombocitopenia 61% y neutropenia 87%). Al analizar factores
relacionados con la respuesta, no se logré correlacionar ninguna caracteristica del

pacientes y del trasplante con esta.

En nuestros resultados, destacamos que los pacientes que alcanzaron RC presentaron un
beneficio en la supervivencia (supervivencia a 3 aifos: 91% frente a 43%; p=0,009), siendo

éxitus como consecuencia de la citopenia sélo un reducido nimero de pacientes (6,7%).

En el contexto de esta complicacidn existen escasas medidas terapéuticas tras el empleo
de corticoesteroides. Ademas de los factores de crecimiento hematopoyéticos clasicos (G-
CSF, EPO) [208 2361 en estos pacientes refractarios se han observado respuestas con el
empleo de Igs polivalentes 2311 y rituximab (232 2331 con tasas de respuestas muy variables.
Mas reciente, el uso los andlogos de TPO en la trombocitopenia ha demostrado alcanzar
respuestas favorables en cercada del 70% de los pacientes [20% 2111 Ademds, también se

ha observado beneficio sobre otras citopenias postrasplante (leucopenia y anemia) 12351,

Podemos concluir en este ambito, que las MSC en las citopenias periféricas postrasplante
refractarias son una terapia factible, segura y potencialmente eficaz, presentando una
mejoria de las respuestas obtenidas con las lineas terapéuticas presentes hasta el
momento, Unicamente igualables con el empleo de los andlogos de TPO en las

trombocitopenias.

La experiencia en el tratamiento de la cistitis hemorragica es muy escasa. En la serie mas
grande publicada, el tratamiento de 7 pacientes con MSC obtuvo una elevada tasa de RC
(71%) 3%8], En el presente trabajo observamos que el empleo de MSC en la cistitis produce
una mejoria de la clinica en todos los pacientes tras la primera dosis, asi como un
descenso de los requerimientos transfusionales de hematies y plaguetas. Logrando a

alcanzar una tasa de RC del 80% tras la administracién de las siguientes dosis.
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Por lo tanto, a pesar de la poca experiencia publicada, con un escaso numero de
pacientes, observamos que la administraciéon de las MSC en esta complicaciéon es una
potencialmente util, pudiendo emplearse como linea terapéutica opcional a las mas
empleadas (lavados vesicales con suero, instilaciones de acido hialurdénico intravesical y
administracién de cidofovir intravesical). Siendo esta una terapia segura y de sencilla

administracion.

Finalmente, con respecto a los datos en pacientes en edad pediatrica, al igual que en los
adultos, los estudios publicados sugieren que el tratamiento con MSC en la poblaciéon
pedidtrica es seguro y potencialmente eficaz. Ademas, los resultados del tratamiento en

ninos demostraron ser mas beneficiosos que en los adultos.

El EBMT publicé un ensayo clinico fase 2 con 55 pacientes (30 adultos y 25 nifios), donde
mas de la mitad de los pacientes obtuvieron una RC, siendo estas superiores en la
poblacién pediatrica (68% de los nifios frente al 43% de los adultos) 278, Ball reporté los
resultados de 37 pacientes en edad pediatrica afectos de EICR aguda refractaria a
esteroides, obteniendo una tasa de RC fue del 65%, siendo superior en los pacientes que
recibieron multiples dosis de MSC 2821, De igual forma, Introna observé que los 15 nifios

de su estudio obtuvieron mejores respuestas que en los adultos (25) (292,

En nuestra serie observamos este beneficio sobre la poblacidon pediatrica, observando
una tasa de respuestas del 86% (en adultos 81%), siendo este mayor en las RC (57% frente

48%), siendo estas equiparables a la experiencia publicada.

Dichos resultados se vieron acompanados del mismo perfil de seguridad observado en los

adultos, sin evidenciarse efectos secundarios asociados a las MSC [278. 282, 290, 292, 293]

—
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6 CONCLUSIONES






Con respecto al proceso de produccion celular de MSC de médula 6sea para su empleo

en diversas complicaciones post- alotrasplante hematopoyético:

1. El procedimiento de extraccion de médula ésea de 92 donantes sanos analizados
permitid, en todos los casos, obtener el volumen necesario (en torno a 100 mL) con una

mediana de duracion de 30 minutos y no se asocié a efectos adversos graves posteriores.

2. No encontramos ninguna caracteristica relacionada con los donantes que se asociara

de forma significativa con el resultado final de la produccién celular.

3. La tasa de fallo de produccién en nuestra serie fue del 2,2% y la tasa de productos

finales desechados fue del 4,3%.

En relacion con el proceso de administracion celular y sus efectos secundarios

inmediatos:

4. No se han detectado efectos adversos relacionados con la administracion celular ni en

las horas ni dias posteriores a la misma.

Con respecto a las respuestas obtenidas tras el tratamiento celular en las distintas

complicaciones y sus correlaciones con parametros clinicos y/o biolédgicos:

5. En el tratamiento de la EICR aguda refractaria, con una mediana de dos lineas de
tratamiento previas, la administracion de MSC presenta una tasa de respuestas globales

del 80%, con un 48% de respuestas completas en el dia 28 tras la primera dosis.
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6. La tasa de respuestas fue superior en la afectacidon cutdnea y digestiva en relacion con
la afectacién hepatica, y fue mayor en los pacientes sometidos a un acondicionamiento
de intensidad reducida. Igualmente, la tasa de respuestas fue mayor en aquellos

pacientes con un menor grado global de EICR aguda.

7. Los pacientes que alcanzan una respuesta completa al dia +28 tiene una ventaja
significativa en la supervivencia respecto a los que no la alcanzan (mediana de 28 meses

frente a 5 meses).

8. Las MSC en el tratamiento de la EICR crdnica presentan una tasa de respuestas a los 90
dias de su administracion (mayoritariamente respuestas parciales) en el 75% de los

pacientes, especialmente en aquellos con afectacién ocular.

9. En aquellos pacientes con EICR créonica que estan recibiendo tratamiento
inmunosupresor esteroideo, la administracion de MSC permite suspender dicho

tratamiento en el 50% de ellos, y reducir la dosis en otro 28% adicional.

10. Aunque el numero de pacientes tratados es bajo (20 pacientes) aquellos que
responden al tratamiento de la EICR crdénica tienen una ventaja significativa en la

supervivencia global.

11. Las MSC como tratamiento de las citopenias postrasplante hematopoyético presentan
una tasa de respuestas globales del 80% a los 90 dias, con un 44% de respuestas

completas.

12. Las citopenias Unicas presentan mayores tasas de respuesta al tratamiento celular,

que son mayores en las neutropenias y trombocitopenias con respecto a la anemia.
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13. Los pacientes que alcanzan RC con el tratamiento celular tienen una ventaja

significativa en la supervivencia.

14. En el tratamiento de la cistitis hemorragica en una muestra preliminar de 5 pacientes,
las MSC, con resolucion completa de la clinica hemorragica en la mayoria de los pacientes

tras dos dosis celulares.

15. Los resultados del tratamiento con MSC en pacientes pedidtricos, donde nuestra serie

es mucho menor, son superiores a los obtenidos en la serie global.
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