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I INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El trasplante hemopoyético es un procedimiento médico altamente especializado y
complejo. Dentro del trasplante hematopoyeético hablamos de dos modalidades:
Autologo, en el que las células progenitoras infundidas son las del propio enfermo; este
procedimiento permite la administracion de altas dosis de quimioterapia evitando la
aplasia prolongada. La otra modalidad es el trasplante Alogénico en el que las células
progenitoras infundidas son de un sujeto HLA compatible, ya sea un hermano
(trasplante alogénico de donante emparentado) o un donante voluntario identificado a
través del registro nacional o internacional (trasplante alogénico de donante no

emparentado).

Es el tratamiento de eleccion en pacientes con enfermedades malignas y no malignas;
congénitas y adquiridas del sistema hematopoyético. Durante las Gltimas décadas el
trasplante hematopoyético ha evolucionado desde un procedimiento experimental hasta
convertirse en el tratamiento estandar de mucha enfermedades neoplasicas como
leucemias, sindromes mielodisplasicos, linfomas, mieloma mdaltiple y otras hereditarias,
inmunes 0 genéticas como talasemias, anemia aplasica, enzimopatias, etc. En los
altimos afios la mortalidad relacionada con el trasplante (MRT), que sigue siendo la
primera causa de fracaso de este procedimiento después de la recaida, se ha reducido
gracias al mejor tratamiento de soporte, con mejor control de las infecciones y de la
Enfermedad Injerto contra Huésped (EICH), asi como al uso de regimenes de
acondicionamiento de Intensidad Reducida (IR), lo que ha permitido ademas ofrecer el
trasplante a pacientes mayores de 60 afios. Sin embargo, la EICH vy las recaidas por
fracaso del efecto injerto contra leucemia siguen siendo un reto en el trasplante; el mejor

conocimiento de los mecanismos bioldgicos de la EICH y de la célula neoplasica hara



que en los proximos afios el trasplante se realice de una forma mas individualizada y

eficaz (1, 2).

Dado que la edad media de los pacientes en la mayoria de las enfermedades
potencialmente curables con trasplante alogénico es superior a los 60 afios, esta
estrategia no esta accesible a la mayoria de los enfermos con hemopatias malignas.
Esto, unido a la demostracion de la existencia de un efecto beneficioso del trasplante no
asociado a la quimio-radioterapia, sino a las células del donante, efecto al que llamamos
de Injerto Contra Leucemia, sugerido tras la observacién de remisiones completas
moleculares tras infusion de linfocitos del donante en pacientes con leucemia mieloide
cronica que recaian tras trasplante alogénico, hizo que varios centros comenzaran a
investigar la utilizacion de regimenes no mieloablativos o de IR, en un intento de
ampliar este tratamiento a pacientes de edad superior a 50-55 afios 0 con comorbilidades
que lo contraindicaban por un riesgo inaceptable de MRT. Los estudios experimentales
en modelos de cerdo y perro realizados por los equipos de Boston y Seattle indicaron
que un acondicionamiento no mieloablativo seguido de una inmunosupresion adecuada
permitia un injerto mixto estable con una EICH manejable (3; 4). Las mejoras en la
profilaxis infecciosa, los nuevos tratamientos inmunosupresores y los avances en el
mejor tipaje HLA, han disminuido el nimero de complicaciones post-trasplante y la
MRT (5) pero la EICH sigue siendo la causa principal de morbilidad y mortalidad
asociada al procedimiento (3). La incorporacién de mas de 25 millones de donantes
potenciales al registro mundial de donantes de médula 6sea junto al aumento en la edad
en los pacientes candidatos a trasplante (mas de 60 afios) y al uso creciente de donantes
haploidénticos hace gque este procedimiento esté aumentando, incrementandose de este

modo el namero de pacientes que presentaran EICH (5; 6).
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1.1. PATOGENIA DE LA EICH

La EICH es el resultado de la agresion inmunoldgica por parte de las células linfoides
infundidas contra los 6rganos del huésped y contintia siendo una de las complicaciones
mas importantes del trasplante. Hace 50 afios, Billingham formulé tres requisitos para el
desarrollo de EICH: El injerto debe contener células inmunolégicamente competentes;
el receptor debe expresar antigenos tisulares que no estén presentes en el donante vy,
finalmente, el receptor debe ser incapaz de provocar una respuesta efectiva que elimine
las células trasplantadas (7). Las células inmunoldgicamente competentes son las
células T por lo cual la EICH puede desarrollarse en diferentes escenarios clinicos
cuando los tejidos que se transfieren de una persona a otra contienen células T
(derivados sanguineos, medula Gsea y oOrganos) y el receptor que no es capaz de
eliminar dichas células (7; 8). Los pacientes con un sistema inmune deprimido y que
reciben células de la serie blanca de otro individuo, presentan alto riesgo de desarrollar
EICH. Los antigenos tisulares a los que hacia referencia Billingham, que no estan
presentes en el donante y si en el huésped, son los Antigenos Leucocitarios Humanos o
mas conocidos segun las siglas en inglés HLA. Las celulas T del donante acttian contra
los HLA del receptor provocando la EICH (3; 9). La familia de genes responsable de la
codificacion de proteinas del sistema HLA (A,B,C y DR) se encuentran en una pequefia
region del cromosoma 6 y se heredan generalmente en bloque como un “haplotipo*
Unico; asi habra s6lo 4 combinaciones posibles (dos del padre y dos de la madre). Entre
dos hermanos, la posibilidad de que dichos haplotipos sean iguales, un haplotipo
idéntico (haploidéntico) o distintos los dos serad del 25%, 50% y 25% respectivamente.
El padre o la madre y los hijos en general compartiran un haplotipo (haploidéntico), a
no ser que padre y madre tengan haplotipos iguales o parecidos. Dado que las parejas

tienen uno o dos hijos, la posibilidad de un hermano HLA idéntico serd no superior al



30%. La posibilidad de tener un donante haploidéntico es mucho mayor, pero este
trasplante todavia no es rutinario y se considera “trasplante de fuente alternativa”. El
éxito del trasplante serd mayor cuanto mayor sea la identidad entre donante y receptor.
Por ello, una vez establecida la indicacion de trasplante, se realizara el tipaje HLA a los
hermanos y se buscara un hermano que sea “HLA idéntico”, es decir, que comparta los
dos haplotipos con el paciente: los mismos antigenos de clase | (A,B y C) y de clase Il
(DR). La mayoria de los trasplantes de hermano se realizan a partir de donantes HLA
idénticos (8/8). Si el paciente no tiene donante HLA idéntico entre sus hermanos se
iniciara la basqueda de un donante no emparentado (10; 11). Respecto al trasplante de
donante no emparentado se intentard tambien que tenga una identidad maxima (lo ideal
es un donante 8/8 o mejor 10/10, considerando también los antigenos DP y DQ). Para
ello se recurrira a los registros creados a tal efecto en Espafia a través del REDMO

(Registro Espafiol de Donantes de Médula Osea) (12-14).

1.2. ETIOPATOGENIA DE LA EICH

La caracteristica fisiopatoldgica de la EICH es la apoptosis en el tejido afecto (piel,
higado, tracto gastrointestinal). La EICH aguda se describe como una “tormenta de
citocinas”. Ferrara y Deeg la dividen en tres fases (15):

1) Fase pre-transplante e inflamacion asociada al acondicionamiento: la
radiacién y la quimioterapia utilizada para el acondicionamiento altera la
integridad de la mucosa gastrointestinal; esto va a dar lugar a una transferencia
de moléculas como lipopolisacaridos bacterianos y otras particulas patdgenas o
dafiinas (de las siglas en inglés DAMPS/PAMS) provenientes de la microbiota

que pasaran a la circulacion sistémica (16; 17). Estas moléculas activan el factor
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de necrosis tumoral (TNF) y las interleucinas (IL) proinflamatorias 1 y 6 (16;
18; 19) y por consiguiente las células presentadoras de antigenos (APCs) del
receptor y las células T del donante que podrian a su vez producir mas

mediadores inflamatorios (TNF, IL 6) (20) (figura 1).
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Figura 1: Fases del desarrollo de la EICH aguda. lzquierda: Fase pretransplante e inflamacién asociada al
acondicionamiento. Derecha: La adaptacion de las células T del donante y su diferenciacion. De Markey KA et al

(22).

2) La adaptacion de las células T del donante y su diferenciacion: este proceso
requiere la interaccion de la célula T del donante con el complejo menor de
histocompatibilidad de una APC. La teoria actual es que las células T CD8 del
donante son activadas predominantemente por las APCs hematopoyéticas
mientras que las células T CD4 serian activadas por APCs no hematopoyéticas
y que esto sucede dentro del tracto gastrointestinal (22; 23). Las APCs del
donante también podrian contribuir al desarrollo de la EICH una vez que estén
activadas (24). Ademas hay que tener en cuenta también que las células APC del
receptor no necesariamente participan en el inicio de la EICH e incluso pueden

regular la posterior expansion de las células T del donante (25) (figura 1).



3) Apoptosis tisular mediada por citocinas inflamatorias y células T y NK: el
efecto acumulativo del acondicionamiento y la inflamacion, el posterior
desarrollo de presentacion de aloantigenos, y la activacién y diferenciacion de
las células T, conduce a una respuesta inmune en la que citocinas inflamatorias
y citoliticas ya sean antigeno-dependientes o independientes de las células T y
NK producen la muerte celular en los tejidos diana (Figura 2) (26) y el

consecuente desarrollo de la EICH aguda.
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Figura 2: Fases del desarrollo de la EICH aguda. Tercera fase: Apoptosis tisular mediada por citocinas inflamatorias

y células T y NK. De Markey KA et al (21).

1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA EICH

1.3.1. EICH AGUDA
En los afios noventa, el grupo de Seattle definié la EICH aguda como aquella que
ocurre en los 100 primeros dias post-trasplante, mientras que la EICH crénica aparece a
partir de los 100 dias (27; 28). Esta definicion tenia ciertas limitaciones, por lo que una

clasificaciébn mas reicente del National Institutes of Health, aporta nuevas definiciones
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como la EICH aguda de inicio tardio (después de los 100 dias) y el sindrome de
solapamiento con caracteristicas tanto agudas como cronicas (28; 29). Ambas
situaciones aparecen con mayor frecuencia después del acondicionamiento de
intensidad reducida. Aproximadamente el 30-70% de los pacientes desarrollan EICH
aguda y en un 20-30% de esos pacientes la mortalidad estara en relacion con la misma.
La incidencia depende de multiples factores de riesgo (tabla 1) como la intensidad del
régimen de acondicionamiento, tipo de trasplante, edad de paciente y donante,
disparidad de sexo, siendo el factor mas importante la disparidad HLA de manera que la
incidencia se relaciona directamente con el grado de incompatibilidad entre los
antigenos HLA y varia desde un 35-45% en receptores de injerto procedente de
hermano 100% compatible (10; 11; 30) hasta un 60-80% en receptores de injerto de
donante con un antigeno HLA incompatible (31-33). Utilizando el trasplante a partir de
cordon umbilical el impacto del grado de incompatibilidad del HLA es menor y este

tipo de trasplante ocasiona menos incidencia de EICH (35-65%) (12).

Tabla 1: Factores de riesgo de desarrollo de EICH aguda.

FACTOR MAYOR RIESGO DE EICH SI:

m Diferencias HLA o donante no emparentado
Alo-sensibilizacion donantes Mujeres con embarazos previos o transfusiones
Edad del paciente y del donante Mayor edad
Relacion sexo donante/receptor Donante mujer con receptor varon
Régimen acondicionamiento Mayor intensidad (concepto clasico)

Tipo de progenitores Sangre periférica

Cantidad de linfocitos T del inéculo Sin DLT > deplecién parcial > deplecion total
Si seleccion positiva CD34+ Mayor celularidad CD34+

Tipo de profilaxis de EICH No profilaxis > CSA o MTX > CSA+MTX > DLT
Grado cumplimiento profilaxis No administracién de las dosis previstas
Medidas de aislamiento Aislamiento LAF (s6lo demostrado en AM)
Serologia CMV Receptor negativo / Donante positivo




Las manifestaciones clinicas de la EICH pueden aparecen en la piel, el tracto
gastrointestinal o el higado (27; 34):

a) Piel: A menudo la primera manifestacion de la EICH aguda es un rash pruriginoso o
doloroso, maculopapuloso, que aparece entre la segunda y la quinta semana post-
infusion, generalmente coincidiendo con el injerto leucocitario; comienza con eritema
en base del cuello, orejas, hombros, palmas y plantas, cara interna de muslos, tronco y
flancos, recordando a una quemadura solar. La necrosis epidérmica es la forma mas
grave con formacion de bullas y separacion epidérmica similar a la que se observa en la
epidermiolisis toxica. No es infrecuente que se asocie a afectacion mucosa.

b) Higado: Es infrecuente en ausencia de afectacion cutanea. Es caracteristica la
ictericia con incremento de bilirrubina conjugada y fosfatasa alcalina, reflejo del dafio a
nivel de los canaliculos biliares. Suele observarse también un incremento de
transaminasas, aunque pueden permanecer en niveles normales. EI diagndstico
diferencial incluye: sindrome de obstruccion sinusoidal, infeccién (generalmente por
virus), sepsis y toxicidad por farmacos (azoles, metotrexate (MTX), inmunosupresores).
Es infrecuente el fallo hepatico debido unicamente a EICH aguda y asi, la presencia de
hipoalbuminemia debe hacer sospechar afectacion del tubo digestivo o balance
nitrogenado negativo mas que insuficiencia hepatica.

c) Intestinal: La afectacion intestinal es habitualmente la mas grave y dificil de tratar.
Las manifestaciones clinicas incluyen: anorexia, nauseas, vémitos e intolerancia
alimentaria (forma proximal), diarrea, dolor abdominal de tipo c6lico y en casos graves,
hemorragia e ileo paralitico (forma distal). En cuanto a las caracteristicas organolépticas
de la deposicion, ésta suele ser verdosa (transito acelerado), pudiendo presentar
mucosidad y células de descamacion. El diagnostico diferencial incluye: toxicidad

gastrointestinal inducida por el régimen de acondicionamiento o infecciones, por lo que
10
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es necesario realizar estudios microbioldgicos seriados (norovirus, adenovirus,
rotavirus, toxina B de clostridium difficile, bacterias y hongos). En este sentido debe
tenerse en cuenta que las infecciones que con mas frecuencia pueden remedar una EICH
son CMV, adenovirus, rotavirus, astrovirus, norovirus, cryptosporidium, micobacterias
y clostridium difficile. La toxicidad por MMF y la microangiopatia trombética intestinal
pueden también confundirse con EICH.

d) Signos y sintomas concomitantes: Fiebre, pérdida de peso, deterioro del estado
general. También las mucosas, las glandulas exocrinas y bronquios pueden verse afectos
(no incluidos en la gradacion clinica).

La gravedad de la EICH se determina segln la extension de la afectacion de dichos
organos. Se clasifica en grado | (leve), grado Il (moderado), Il (grave) y IV (muy
grave) y se resumen en la tabla 2 (1). Los grados I11 y IV tienen un mal prondstico con
una supervivencia a los 5 afios del 25% para el grado 111 y menor del 5% para el grado
1V (30).

Tabla 2: Graduacion clinica de la EICH segln el érgano afecto y global (1).

*  GRADO DE AFECCION POR ORGANOS

Organo Grado Caracteristicas
Piel + Eritema maculopapuloso en < 25% superficie corporal '
++ Eritema maculopapuloso en 25-50% superficie corporal

+++ Eritrodemia generalizada
++++ Eritrodermia generalizada con vesiculas y descamacion
Higado + Bilirrubina entre 2 y 3 mg/dL

++ Bilirrubina entre 3,1 y 6 mg/dL

+++ Bilirrubina entre 6,1 y 15 mg/dL
++++ Bilirrubina >15 mg/dL
Intestino + Diarrea 500 - 1000 mL/dia *

++ Diarrea 1000 - 1500 mL/dia

+++ Diarrea >1500 mL/dia
++++ Dolor abdominal intenso con o sin ileo intestinal [
1.- Calculo de extension empleando la regla de los nueves: cabeza 9%; brazos 18% (9% cada uno con
4,5% para cara anterior y 4,5% para posterior); Torso 36% (9% torax anterior, 9% posterior, 9%
abdomen anterior y 9% posterior); Piernas 18% (con 4,5% en cada seccion -superior, inferior,
anterior, posterior). Una forma facil de calcular la extension es recordar que la palma de la mano
representa un 1% de la superficie corporal.

<+ GRADACION CLINICA

Grado Piel Higado Intestino AEG

Grado | +/ ++ y 0 y 0 0

Gradoll | - Ao s s NN SUUNUURuR s A b 14 SN . S oA
(1) +++ aislada o + por biopsia

Grado Il ++ /[ +++ y ] 4+ y/o 4+ ] +++ oy

Grado IV ++ [ A+t [ et y 4+ ] v+ [ +14+ y/o PRy U prary Tt

AEG= afeccion del estado general (1) Modificacion de la clasificacion inicial que pretende valorar la
afeccion aislada de intestino o piel.
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1.3.2. EICH CRONICA

La EICH cronica es la causa de muerte tardia méas frecuente después de la recaida de la
enfermedad tras el trasplante alogénico de células hematopoyéticas (TACH) (35). La
presentacién puede ser progresiva (evolucionando de aguda a crdnica), quiescente
(EICH aguda resuelta completamente pero que posteriormente desarrolla una forma
cronica) o de novo sin presentacion aguda. Los pacientes que presentan mayor riesgo de
desarrollar EICH crénica son aquellos de mayor edad y que han presentado una forma
aguda de la enfermedad (36). La utilizacion de sangre periférica en vez de Médula 6sea,
la incompatibilidad HLA y el desarrollo de EICH aguda aumentan la incidencia de
EICH crdnica; determinadas estrategias como el uso de timoglobulina en la profilaxis
de la EICH pueden prevenir la aparicion de la EICH aguda y de esta forma previenen el

desarrollo de la forma cronica.

Tabla 3: Localizacion de los sintomas en la EICH cronica.

SIGNOS Y SINTOMAS

Despigmentacion, alopecia, erupcion similar al liquen plano, poiquilodermia,

LOCALIZACION

el esclerosis.

Uha Distrofia.

Boca Xerostomia, Ulceras, esclerosis, retracciones, lesiones tipo liquen.
Ojos Sindrome de Sicca, conjuntivitis cicatricial.

Musculos y

articulaciones

Fascitis, miositis, rigidez articular.

Genitales femeninos

Esclerosis vaginal, ulceraciones.

Tracto GI* Anorexia, pérdida de peso, estenosis esofagicas.
Higado Ictericia, hipertransaminesemia.
UMb Alteraciones restrictivas u obstructivas en los test de funcién pulmonar,
ulmén o .
bronquiolitis obliterante, derrame pleural.
Rifi6n Sindrome nefrotico (raro).
Corazén Pericarditis.
Médula 6sea Trombocitopenia, anemia, neutropenia.

*gastrointestinal

12
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Las manifestaciones clinicas de la EICH cronica son muy variadas y remedan las que

aparecen en las enfermedades autoinmunes (tabla 3). Se ha desarrollado recientemente

un nuevo consenso sobre criterios diagndsticos y estadiaje de la EICH cronica (29). El

diagndstico de EICHc se establece ante la presencia de 1 criterio diagndstico o 1 criterio

distintivo + biopsia / test confirmatorio. La realizacién de biopsia, por tanto, se

recomienda siempre, aunque de no ser posible no es mandatoria para establecer el

diagnostico ante la presencia de alglin criterio diagndstico. Una vez establecido el

criterio diagndstico, distintivo, etc, para cada 6rgano se establece una puntuacion en

funcion del grado de afectacion segun se especifica en la siguiente tabla (29):

Tabla 4: Puntuacién asignada a cada 6rgano para evaluar la severidad de la EICHc

Puntuacién: 0

Puntuacién: 1

Puntuacién: 2

Puntuacién: 3

Estado general

Piel

Boca

Ojos

Tubo digestivo

Higado

Pulmones

Articulaciones
y musculos

Asintomatico
ECOG O
Karnofsky O

Asintomatico
Sin hallazgos a
la exploracion

Asintomatico

Asintomatico

Asintomatico

PFH normales

Asintomatico

FEV1 > 80%

PFP
Asintomatico

Sintomatico; paciente ambulatorio,
limitado unicamente con actividad
intensa

ECOG 1

Karnofsky 1

<18%
esclerosis

SCA pero sin signos de

Sintomatologia leve con signos de
enfermedad en mucosa pero que no
limita la ingesta

Sintomas leves de ojo seco que no
afectan la AC (requiere gotas
oculares < 3 / dia) 6 asintomatico

con signos de QS

Disfagia, anorexia, nauseas, vomitos,
dolor abdomial o diarrea sin pérdida
significativa de peso (< 5%)

Alteracion PFH < 2 x LSN
Sintomas leves (disnea tras subir un

piso de escaleras)
FEV1 60-79% & PFP 3-5

Tirantez en brazos o piernas,
movilidad  articular normal o
levemente disminuida que no

afectan la AC

Sintomatico, paciente
ambulatorio, capaz de llevar a
cabo medidas elementales de
higiene personal
ECOG 2

Karnofsky 2
19-50% SCA o
superficiales escleréticas (la
rigidez permite “pellizcar” la

piel)

lesiones

Sintomatologia moderada con
signos de enfermedad en
mucosa y limitacién parcial de
laingesta oral

Sintomas moderados que
afectan parcialmente la AC
(gotas > 3 / dia) sin afectacién

de agudeza visual

Sintomas asociados a pérdida
moderada de peso (5-15%)

Bilirrubina > 3 mg/dL o
enzimas hepaticos 2-5 x LSN
Sintomas moderados (disnea
tras caminar en llano)

FEV1 40-59% 6 PFP 6-9

Tirantez en brazos o piernas o
contracturas articulares,
debido a fascitis,

movilidad articular afectada

eritema

moderadamente que limita la

AC de manera leve o

Sintomatico, capacidad limitada
para llevar a cabo medidas de
higiene personal

ECOG 3

Karnofsky 3

> 50% SCA o
escleréticos profundos (no se
puede “pellizcar” la piel) o

cambios

alteracion de la movilidad

ulceraciones o prurito severo
Sintomatologia  severa  con
signos de enfermedad que

limitan la ingesta

Sintomas severos que afectan la
AC 6 incapacidad para trabajar
debido a Ia
ocular

sintomatologia
6 pérdida de vision
causada por QS

Sintomas asociados a pérdida de

peso > 15%, requiere aporte

nutricional ¢} dilatacién
esofagica

PFH >5 x LSN

Sintomas graves (disnea de
reposo)

FEV1 <39% 6 PFP 10-12
Contracturas con afectacién
severa de la movilidad articular
que afecta severamente la AC
(incapaz de atarse los zapatos,
vestirse, etc)
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moderada

Tracto Asintomatico Sintomatico con signos de afectacién  Sintomatico con signos Sintomatico con signos severos
genitourinario leve que no afectan el coito; moderados de afectacion a la de afectacién (estenosis,
minimas molestias a la exploracion exploracién con dispareunia ulceraciéon) con dispareunia
ginecoldgica leve o molestias a la severa o imposibilidad de

exploracién introducir un espéculo

SCA: superficie corporal afectada; AC: actividades cotidianas; PFH: pruebas de funcién hepatica (bilirrubina, fosfatasa alcalina,
transaminasas); QS: queratoconjuntivitis seca; LSN: limite superior de la normalidad; PFP: pruebas de funcién pulmonar (al FEV1y
DLCO se les asigna un valor de acuerdo al siguiente criterio: > 80% = 1; 70-79% = 2; 60-69% = 3; 50-59% = 4; 40-49% = 5; < 40%
=6)

1.4. DIANOSTICO DE LA EICH

El diagnostico de certeza de EICH se basa en el estudio histolégico del 6rgano afectado.
Las distintas estrategias encaminadas a su profilaxis son insuficientes y tampoco hoy es
posible determinar qué pacientes desarrollaran una EICH o no y cual sera la gravedad
por lo que muchos grupos a nivel internacional trabajan en la definicion y busqueda de
un marcador biologico que permitan establecer un diagnostico precoz, adecuando la

profilaxis al riesgo de su desarrollo (37; 38).

La EICH es una complicacion grave del TACH, con elevada mortalidad, en especial
cuando es refractaria a la primera linea de tratamiento, situacion que aumenta

claramente la mortalidad.

En el diagndstico de la EICH intestinal no existen patrones endoscopicos
patognomonicos, ademas de que el numero de estudios reportados es escaso. No
disponemos de criterios definitivos del diagnostico macroscopico endoscopico ni de la
correlacién de estos hallazgos con la histologia y la gravedad. Con el desarrollo de
nuevas técnicas endoscdpicas que mejoran el analisis visual de la mucosa (Narrow Band
Imaging (NBI), endomicroscopia, capsula endoscopica...) varios grupos de
investigadores y clinicos estan intentado valorar su utilidad en el diagnéstico de esta

complicacion post-trasplante. El objetivo de las mismas es definir si es necesario hacer
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biopsia, como hacerla y donde en los pacientes que comienzan con sintomas
gastrointestinales. Por otra parte, a menudo los pacientes estdn trombopénicos, por lo
que no debe olvidarse el potencial riesgo de sangrado. Parece pues l6gico investigar si
los sistemas Gpticos de que se dispone en la actualidad pueden hacer el diagnéstico de
manera fiable y precoz, evitando la biopsia y sus potenciales complicaciones, ademas de

adelantar el diagnéstico, lo que permitiria el inicio precoz del tratamiento.

1.4.1. METODOS DIAGNOSTICOS ENDOSCOPICOS DE LA EICH CUANDO
AFECTA AL TRACTO INTESTINAL.

Los sintomas gastrointestinales como las nauseas, vomitos, diarrea, anorexia, durante
los 100 primeros dias tras el trasplante de células hematopoyéticas plantean el
diagnostico diferencial entre EICH y otros procesos como toxicidad de la quimioterapia
o radioterapia, efectos secundarios medicamentosos, infecciones bacterianas, viricas,
parasitarias o fungicas (39; 40). El estudio endoscopico de estdmago y duodeno en la
EICH, pueden variar entre mucosa normal y alteraciones como edema, eritema, hasta
ulceraciones francas y erosiones mucosas, alteraciones muy inespecificas y de
interpretacion a veces muy subjetiva por parte del endoscopista, que hacen dificil un
diagndstico diferencial; aunque varios expertos han publicado indices con esta finalidad,
éstos no han sido validados por lo que la simple visién endoscopica hoy no es capaz de
determinar pautas seguras de tratamiento y la biopsia continua siendo obligatoria. Cruz-
Correa en el afio 2002 propuso la siguiente clasificacion gradual para los hallazgos

endoscopicos (Figura 3) en los pacientes con EICH (41):

e Grado 0: Normal.
e Grado I: Pérdida del patrén vascular y/o eritema focal moderado.

e Grado Il. Edema y/o eritema difuso moderado.
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e Grado IlI: Edema, eritema, erosiones y/o sangrado.

e Grado IV: Ulceracion, exudados y/o sangrado.

Figura 3: Hallazgos endoscépicos en la EICH. Grados segtin Cruz-Correa (41): (a) grado I, (b) grado 1, (c) grado I

y (d) grado 1V. Procedente de Cheung y cols (42).

Los hallazgos histologicos, independientemente de la zona biopsiada, incluyen
apoptosis celular de las criptas epiteliales, destruccidn de criptas, infiltracion variable de
linfocitos en el epitelio y la lamina propia (39; 43). En un estudio retrospectivo donde se
realizd gastroscopia y biopsia en pacientes con EICH, no encontraron diferencias con
respecto a los hallazgos endoscépicos o los sintomas entre los pacientes que
posteriormente se diagnosticaron de EICH gastrointestinal y los que no. En este estudio,
el 18% de los pacientes con histologia compatible con EICH presentaban una
endoscopia normal (44). Dados los hallazgos endoscopicos y los sintomas inespecificos
de los pacientes y teniendo en cuenta los efectos secundarios significativos de los
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inmunosupresores usados para el tratamiento de la EICH, es recomendable una

confirmacion histoldgica antes de iniciar el tratamiento (44; 45). McDonald y Sales(4)

en el afio 1984 propusieron una clasificacion de la histologia en diversos grados

(independientemente de la localizacion de la biopsia) (Figura 4):

Grado 0: Normal.

Grado I: Necrosis celular (apoptosis) de intensidad media sin pérdida de criptas.
Grado Il: Pérdida de una cripta aislada, abscesos cripticos glandulares, dilatacion
de las criptas glandulares, aplanamiento epitelial.

Grado 111 Pérdida de dos o0 mas criptas glandulares contiguas.

Grado 1V: Descamacion completa del epitelio.

Esta clasificacion histoldgica ha sido recientemente modificada por Washington et al (2)

con minimos cambios.

Figura 4: Hallazgos histoldgicos segun la clasificacion de Mcdonald y Sales (4) en los pacientes con EICH: (a) grado

1, (b) grado I, (c) grado Il y (d) grado IV. Procedente de Cheung y cols (42).
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En la mayoria de los centros, entre el 15% y el 30% de los pacientes con TACH son
remitidos a la Unidad de Endoscopias con el objeto de confirmar el diagnostico de
EICH(42; 46; 47). A pesar de que es necesaria confirmacion histologica para establecer
el diagndstico, algunos centros, valoran la interpretacion macroscépica como esencial

de cara a iniciar el tratamiento a ser posible el dia de realizacion de la endoscopia.

Un estudio japonés, realizd biopsias de manera rutinaria entre los dias 20 y 50 post-
trasplante en 44 pacientes. Encontraron biopsias compatibles con EICH en el 42%
(n=5) de los pacientes asintomaticos, de los cuales, 2 presentaban EICH cutaneo, uno
desarrolld6 EICH cronico y dos no desarrollaron EICH. El significado de este EICH
gastrointestinal subclinico es incierto (48).

En 1994 Kreisel y cols, realizaron un estudio en el que compararon la graduacion
histolégica con la graduacion endoscopica (macroscopica) en la EICH aguda y
encontraron una buena correlacién con una diferencia gradual entre 0 y 1 en el 87,6% de
las endoscopias (49). Sin embargo, otro estudio mas reciente encontrd una diferencia de
2 a 4 grados en el 28,2% de las biopsias con respecto a la valoracion endoscopica. En
este estudio, se realizd un diagnostico histologico de EICH aguda en un 44,7% de
biopsias de areas endoscOpicamente normales, resaltando la necesidad de realizar
biopsias en areas de mucosa aparentemente normal cuando se sospeche la presencia de
EICH. Los autores no consideran util el grado histopatolégico para valorar la gravedad
de la EICH en los pacientes con TACH; considerando los criterios de gravedad clinicos
como los factores predictivos de respuesta y mortalidad (47). Otro estudio reciente con
27 pacientes con EICH (a partir de biopsias de colon), observa que los grados
histolégicos 111 y 1V (con una pérdida de criptas mayor) en comparacion con los grados

| y IlI, no solo presentan una clinica mas intensa (p=0,01), sino que requieren
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tratamientos de segunda linea por corticorrefractariedad (p=0,027) y presentan una

mayor mortalidad asociada a complicaciones de la EICH (p=0,05) (50).

Existen discrepancias entre los distintos estudios sobre cudl es la mejor zona del tracto
digestivo y la mas rentable para la toma de biopsias en el diagnostico de EICH
gastrointestinal (47). Lo mas ldgico seria biopsiar la zona seglin los sintomas
predominantes (34). En la década de los 90 varios estudios retrospectivos vy
observacionales evaluaron los hallazgos de la endoscopia digestiva alta y baja segun
predominasen las nauseas y vomitos o la diarrea, pero sin hacer ningun analisis
comparativo entre las diferentes actitudes (51; 52). La generalizacion del uso de la
endoscopia para evaluar los sintomas gastrointestinales ha supuesto un aumento en la

incidencia de EICH gastrointestinal en comparacion con registros historicos (53).

Thomson y cols (47) en el afio 2006, realizaron un estudio prospectivo con 24 pacientes
sometidos a TACH que presentaban diarrea en los primeros 100 dias post-trasplante.
Realizaron en todos ellos gastroscopia (toma de biopsias gastricas y duodenales),
colonoscopia (biopsias de colon izquierdo y derecho) e ileoscopia (biopsia de ileon
terminal). La mayor rentabilidad diagndstica de las biopsias tomadas se situ6é en colon
izquierdo (82%), en comparacion con el 77% del colon derecho, el 68% del ileon, 65%
en duodeno y el 71% en antro. Al seleccionar aquellos pacientes que presentaban de
manera concomitante nauseas y vomitos con diarrea, el colon izquierdo continuaba
presentando la mayor rentabilidad (82%). La combinacién de colonoscopia con
ileoscopia y la colonoscopia mas gastroscopia presentaban los porcentajes de biopisas

positivas mas altos (95% y 94% respectivamente).
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En otro estudio prospectivo con 26 pacientes cuya clinica inicial se caracterizaba por
diarrea junto a sintomas gastrointestinales altos desde el dia 20 al 100 post-trasplante, se
realiz6 gastroscopia y colonoscopia con biopsias. Las biopsias gastricas fueron positivas
en el 85% de los casos mientras que las biopsias duodenales y de rectosigma fueron
ambas positivas en el 58% (39). Otro estudio retrospectivo incluyendo 77 pacientes
analizo los resultados tras gastroscopia y sigmoidoscopia entre el dia 20 al 100 post-
trasplante (75% tenia anorexia, nauseas o vomitos, el 27% dolor abdominal alto y el
21% diarrea). De los 42 pacientes con biopsia positiva para EICH, el 81% tenia biopsias

del tracto gastrointestinal alto positivas y el 67% tenia biopsias rectales positivas (44).

En 2008, Ross y colaboradores realizaron un estudio prospectivo con 112 pacientes a
los que se realizd simultaneamente biopsia de estomago, duodeno y colon
rectosigmoide para el diagndstico de EICH gastrointestinal en los primeros 100 dias tras
el trasplante. Las biopsias tomadas a nivel de rectosigma conseguian unos valores mas
altos para el diagnostico de EICH en cuanto a sensibilidad, especificidad, VPP y VPN,
en comparacion con las demas localizaciones (95,6%, 100%, 100% vy 84%,
respectivamente). La sensibilidad de las biopsias gastricas y duodenales fueron del
72,5% (p<0,00001) y 79,2% (p=0,0018) respectivamente mientras que el VPN fue del
45,6% para el estdbmago (p=0,0039) y 52,5% (p=0,02) para el duodeno. Las biopsias de
recto-sigma presentaban una sensibilidad y un VPN mas alto independientemente de si

el paciente presenta nauseas/vomitos o diarrea (40).

Se han evaluado nuevas técnicas endoscopicas para el diagndstico de EICH, entre las
que destacan la endomicroscopia confocal, la capsula endoscépica (CE) y el endoscopio
de magnificacién, aunque todos los estudios publicados presentan un nimero muy

pequefio de pacientes.
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Bojarski utilizé la endomicroscopia confocal en 35 pacientes con diarrea aguda post-
TACH obteniendo una sensibilidad del 74% y una especificidad del 100% para el

diagnostico de EICH en comparacion con la endoscopia convencional (54).

El primer estudio con cépsula endoscépica (CE) se realizé en 2004; se realizaron 10
exploraciones en pacientes con sospecha de EICH (Figura 5) (55). Neuman realiz6 en
2007 otro pequefio estudio prospectivo simple ciego comparando los hallazgos de la CE
con la endoscopia convencional en 14 pacientes. En un paciente la capsula no progresé
de estobmago por lo que hubo que extraerla. De los 7 pacientes en los que se confirmé
con biopsia la presencia de EICH, 4 (57%) habian sido bien diagnosticados por la
endoscopia convencional y 7 (100%) por la céapsula, que pudo evaluar lesiones mas
distales, especialmente en ileon (56). Mas recientemente, VVaradarajan realizé un estudio
con CE en 11 pacientes con sintomas gastrointestinales tras el trasplante obteniendo que

la CE es un metodo eficaz para evaluar la gravedad de la afectacion endoscopica (57).

17 Dec 83@3:14:15 3Qles :47:26 38 May 8395:47:31
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Figura 5: Varios ejemplos de imagenes de capsula endoscopica. De Yakoub-Agha y cols(55).

Un estudio reciente combina la capsula endoscépica con la endomicroscopia confocal

(figura 6) para detectar lesiones endoscopicas precoces en la EICH. La CE obtiene una

21



sensibilidad del 50% y una especificidad del 80% mientras que la endomicroscopia

confocal alcanza una sensibilidad del 87,5% y una especificidad del 71.5% (58).

20 um

Figura 6: Imagenes de endomicroscopia confocal en el EICH a nivel coldnico (58).

En cuanto al endoscopio de magnificacion solo se ha publicado un caso clinico

descriptivo (Figuras 7 y 8) (59).

Figura 7: (a) Vision endoscépica de ileon normal. (b) Vision magnificada con morfologia anormal de las vellosidades
(tincién con indigo carmin). (c) Biopsia con hematosilina y eosina con acortamiento de las vellosidades. (d) Cuerpo

apopt6tico en un cripta (flecha). De Onozawa y cols (59).
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Figura 8: Vision magnificada de las vellosidades de ileon del paciente anterior tras tratamiento (a) y estudio

histolégico en biopsia (b). De Onozawa y cols (59).

En la endoscopia con el sistema NBI se utiliza como fuente de luz una lampara de
xenon que administra una luz blanca que por lo tanto esta compuesta por las diferentes
longitudes de onda que dan los colores que la componen (pdrpura, rojo, amarillo, verde,
azul cyan, azul oscuro), la luz reflejada del tejido tiene un espectro diferente al de la luz
emitida por la fuente, dependiendo de las caracteristicas del tejido iluminado
(inflamatorio, neoplasico, normal, etc.), lo cual es captado por un chip CCD en la punta
del equipo y a su vez enviada a un procesador que la reconstruye. La profundidad que
logran los fotones en el tejido depende de la longitud de onda del color respectivo, por
ejemplo el color mas superficial es el azul (415 nm) penetra 0.17 mm que al ser
interpretado da informacion de la superficie mucosa y sus capilares, mientras el que
logra mayor profundidad es el rojo (600 nm) penetra 0.28 mm, da informacion de
planos profundos incluso de la submucosa y sus vasos mas grandes y profundos, los
fotones del color verde (540 nm) penetran 0.24 mm y se ubican en un nivel intermedio
entre el azul y el rojo y por lo tanto dan una imagen transicional (figura 9). La
hemoglobina es el agente mayormente comprometido en la absorcién de la luz visible y

es la causante del color rojo de los vasos sanguineos. En la NBI se utilizan 2 sistemas
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para la reconstruccion de las imagenes: El primero consta de un CCD color en el cual
los pixeles son selectivamente asignados a rangos especificos de longitud de onda como
rojo, verde o azul (R, G, B) o cyan, amarillo, magenta (Cy, M, K), el CCD captura el
rango completo de la luz blanca y lo transfiere en un simple paso al procesador con
orden de reconstruir el color natural en un monitor de video, este es el sistema no
secuencial, en el segundo sistema se coloca un filtro rotatorio de los diferentes colores
rojo, verde y azul (sistema secuencial de la reconstruccion de imagenes) que permite el
paso de estas longitudes de onda previamente a la llegada de la luz al tejido, lo cual
resulta al ser reflejada la luz y captada por el CCD en la punta del equipo, en diferentes
imagenes que resaltan o incrementan los contrastes de las estructuras que componen el
tejido observado como por ejemplo entre el epitelio y los vasos subyacentes a este. La
estructura laminar de la mucosa gastrointestinal incluidas sus alteraciones por
inflamacion o neoplasia acttan como elementos de dispersion e interfieren con el
espectro de reflectancia. La NBI se combina con la magnificacion oOptica y electronica
permitiendo demostrar la desorganizacion del patron vascular en patologias
inflamatorias o en la superficie de lesiones neoplasicas o preneoplasicas (60) como el
esofago de Barrett (61), la displasia escamosa en el bronquio (62), o el patron mucoso
de los pdlipos coldnicos (63) y mas recientemente en patologia benigna inflamatoria,

como en la infeccién por HP (64), la gastritis crénica (65) o atréfica (66).
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Figura 9: Sistema endoscopico de imagen de banda estrecha (NBI).

La ultrasonografia endoscopica (USE) o ecoendoscopia es una técnica de exploracion
que une dos procedimientos que en las Ultimas décadas han aportado un avance
espectacular en el campo diagnostico y terapéutico de las enfermedades que afectan al
tracto digestivo: la endoscopia y la ecografia. Utilizada con 7,5 MHz permite visualizar
en la pared del tracto digestivo 5 capas (mucosa, muscular mucosa, submucosa,
muscular propia y serosa) y permite medir el grosor de la pared (normal hasta 5 mm) y
el de las diferentes capas de manera que esta capacidad ha sido utilizada para el
diagnostico de enfermedades como la enfermedad de Ménétrier y el linfoma gastrico
(67) (figuras 10 y 11). Avunduk et al estudiaron con USE el engrosamiento de las
primeras capas producido por la infeccion de Helicobacter pylori, el cual se
normalizaba tras la erradicacion (67; 68). Varios autores han estudiado la relacidn entre
el engrosamiento de las capas de la pared gastrica y la malignidad de la enfermedad de
base, de manera que el engrosamiento de las primeras capas indicaria benignidad y
malignidad si la afectacion se extiende a capas mas profundas (69; 70). No se ha

evaluado la utilidad de la USE en la EICH. Las complicaciones de la USE son similares
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a las de la gastroscopia convencional y sobretodo aumentan si se realiza PAAF o

procedimientos terapéuticos guiados por USE.

Figura 10: Imagen mediante USE de las capas de la pared gastrica. Por orden de dentro hacia fuera: Mucosa,

submucosa, muscular y serosa.

NORMAL GI WALL

EUS HISTOLOGY

P superticial mucosa

Connective tissue
Longitudinal muscularls propria
e Serosa / Adventitia

Figura 11: Correlacion entre la imagen mediante USE (derecha) e histologia (izquierda). De Snady H (71).

1.4.2 COMPLICACIONES DEL ESTUDIO ENDOSCOPICO EN LA EICH

Se ha descrito hasta un 1,8% de mortalidad asociada a la técnica endoscépica (72). Los
pacientes que a menudo presentan neutropenia y trombocitopenia tienen mayor riesgo
de sangrado e infeccion por lo cual algunos hospitales no realizan biopsia hasta que el

recuento plaquetario es superior a 50.000/ mm?® (43). Esto conlleva la necesidad de
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transfusion. Otros centros han investigado si un umbral més bajo de recuento
plaquetario podria ser igualmente seguro (73). La hemorragia gastrointestinal post-
trasplante se ha asociado con una mayor mortalidad y las opciones terapedticas son
limitadas, sobre todo en centros que evitan realizar tratamiento endoscoépico (74). Sin
embargo, raramente se atribuye el sangrado a la biopsia endoscopica (75). En el estudio
pediatrico de Khan, tuvieron un 3,1% de complicaciones, la mayoria fueron sangrados
digestivos y mas frecuentemente tras biopsias de sigma. La aparicion de complicaciones

se asociaba a la presencia de trombocitopenia, por debajo de 50.000/mm? (p<0,01) (76).

Es dificil evaluar la tasa de bacteriemia en pacientes post-trasplantados tras la
endoscopia. Un estudio realizado por Kaw y colaboradores, no recogid episodios de
bacteriemia después de 53 endoscopias. Sin embargo, Bianco y colaboradores,
constataron que 9 de 47 pacientes (19%) desarrollaron bacteriemia en las 24 horas
posteriores a la realizacion de la endoscopia, presentando hipotensidn, fiebre > 38,5°C y
hemocultivo positivo. Ocho de los 9 pacientes recibian prednisona (p<0,01) (77). No
obstante, la EICH no parece ser un factor de riesgo para desarrollar bacteriemia en si

misma (78).
1.4.3 OTRAS PRUEBAS DE IMAGEN

Las imagenes de tomografia computarizada (TC) que se obtienen cuando la EICH aguda
se esta estableciendo revelan engrosamiento intestinal, especialmente en el intestino
delgado, aunque este hallazgo no es especifico. EI nimero de segmentos engrosados se
correlaciona con la gravedad de la EICH (79). Sin embargo en la practica diaria no se ha
probado que la TC sea una prueba especifica (80). Un estudio realizado por un grupo
aleman utiliz6 la ultrasonografia doppler de alta resolucién en 12 pacientes con EICH

gastrointestinal. Todos los pacientes presentaban engrosamiento de la pared intestinal a
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nivel ilocecal. También presentaban engrosadas otras areas intestinales, pero ninguna de
manera tan evidente. El doppler mostraba un flujo sanguineo normal o aumentado a
nivel de la arteria mesentérica superior y en el &rea ileocecal en 8 pacientes, y
disminuido en 4. Los pacientes con flujo disminuido presentaban cambios isquémicos
en la colonoscopia y EICH refractaria grave. Los autores sugieren que la demostracion
de la disminucion o la ausencia de flujo arterial intestinal es un signo de mal prondstico
y el engrosamiento intestinal puede sugerir la presencia de EICH antes de que se
presenten los sintomas (81). Estos estudios se han realizado con un tamafio muestral
pequefio y sin un grupo control adecuado por lo que sus resultados pueden considerarse

preliminares.

1.5 EICH E INFECCIONES GASTROINTESTINALES

Las enfermedades infecciosas en general pueden contribuir con una elevacion de
citocinas inflamatorias tras un TACH (82) y de este modo inducir una respuesta inmune
que precipitaria una EICH (83) (Figura 12). Se han realizado varios estudios que
relacionan el ambiente bacteriologico con el riesgo de desarrollar EICH (84),
principalmente con las bacterias intestinales. Beelen y cols, investigd la influencia de la
descontaminacion de la flora intestinal en el desarrollo de la EICH aguda con afectacion
moderada-grave. Realizd un estudio retrospectivo con 194 pacientes y posteriormente
uno prospectivo con 134 pacientes sometidos a TACH. La descontaminacion intestinal
con ciprofloxacino y metronidazol prevenia del desarrollo de EICH (85; 86). La
utilizacion de metronidazol podria reducir la incidencia de infeccion por Clostridium
difficile, patdgeno asociado con el inicio de una EICH (87; 88). Sin embargo, se ha
establecido recientemente que la microbiota juega un papel importante en la
orquestacion de la respuesta inmune que culmina en la EICH tanto en modelos humanos

como murinos. Jeng R y cols relacionan la abundancia de la bacteria del género Blautia
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(comensal comun en la flora intestinal de humanos) con un efecto protector frente al
desarrollo de la EICH (89). Otras bacterias estudiadas son las bacterias del género
Lactobacillales, que en modelos murinos, mejoran el prondstico de los pacientes
sometidos a TACH (90). Recientemente Taur y colaboradores han reportado que los
pacientes con una menor diversidad de microorganismos en la flora intestinal en el
momento del trasplante presentaban una mayor mortalidad (no relacionada con la
reaparicion de la enfermedad), especialmente relacionada con el desarrollo de EICH
(91). Teniendo en cuenta los diferentes regimenes de acondicionamiento utilizados o los
tratamientos profilacticos frente a la EICH, cabria esperar que la manipulacion de la
flora intestinal fuera mayor en regimenes mieloablativos (en comparacion con los
acondicionamientos de intestidad reducida) y en pacientes que reciben tratamientos
cortos con metotrexato en comparacion con el micofenolato de mofetilo ya que en estas
circunstancias se ha observado una mayor incidencia de EICH (92). En la figura 11 se

muestran los mecanismos de influencia de las infecciones en el desarrollo de la EICH.
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Figura 11: Posible implicacidn de la infeccion bacteriana en la patogénesis de la EICH.
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1.5.1 EICH Y HELICOBACTER PYLORI

El Helicobacter pylori (HP) es un bacilo gran negativo que se ha relacionado con
multiples enfermedades digestivas, incluido el cancer géstrico y el linfoma (93). La
infeccion por HP coexiste con la raza humana desde hace mas de 50.000 afios (94; 95).
Consiste en una infeccién que se adquiere en la infancia y que si no es tratada, esta
presente en el ser humano a lo largo de su vida, produciendo sintomatologia solamente
en algunos infectados (96; 97). La infeccidn cronica por HP puede provocar hallazgos
endoscopicos similares a los que provoca la afectacion por EICH en los grados 1 'y 1l 'y
en la histologia pueden observarse cuerpos apoptéticos (98; 99). EI método de eleccion
para detectar la presencia de HP en aquellos pacientes a los que se va a realizar una
endoscopia es la biopsia y el examen histolégico de la muestra con sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN del 100%, 66%, 84% y 100% respectivamente (100) y para
aquellos que no tienen indicacion clinica de gastroscopia el test de aliento con C-13 es
la mejor opcion (101).

La colonizacién por HP no es exclusiva de la mucosa gastrica. Se ha detectado HP
mediante cultivo, PCR e histologia en multiples localizaciones: Intestino delgado,
colon, mucosa nasal, oido medio, arterias coronarias, etc (93) (Figura 12). Ademas,
numerosos estudios ha relacionado la presencia de HP en estas localizaciones con el
desarrollo de ciertas enfermedades, en ocasiones como factor causal (como la
enfermedad coronaria aguda (102), el cancer de laringe (103), el glaucoma (104) o los
polipos nasales (105)) y en otras como factor protector (como la enfermedad
inflamatoria intestinal (106), el es6fago de Barrett y el adenocarcinoma esofagico (107;
108)). Ademas de en estas localizaciones, la infeccion por HP se ha relacionado con
otras enfermedades sin un claro efecto local por la presencia de la bacteria como
enfermedades autoinmunes (109), enfermedades neuroldgicas (esclerosis multiple

(110), enfermedad de Parkinson (111), enfermedad de Alzehimer (112)...)
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enfermedades hematoldgicas (anemia por déficit de hierro (113; 114), pUarpura
trombocitopénica idiopatica (115)...) o enfermedades alérgicas (alergia a alimentos
(116), asma (117; 118) o rinitis alérgica (119)) (tabla 3).
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Figura 12: Localizaciones donde se ha detectado mediante diversas técnicas endoscépicas la presencia de
Helicobacter pylori y su asociacién con ciertas enfermedades segun la localizacion. De Testerman TL et
al (93).

Dentro de las patologias autoinmunes asociadas a un efecto protector de HP cabe
destacar la relacion encontrada mediante varios meta-andlisis con el asma (117; 118) y
la atopia (120). Con respecto al asma, ambos meta-analisis coinciden en que el HP
presenta un efecto protector contra el desarrollo de asma tanto en nifios como en
adultos. Con respecto a la atopia, un meta-analisis de 16 estudios con 21348 pacientes
obtiene una reduccion significativa del diagnostico de atopia en los pacientes portadores
de infeccion por HP (OR=0.82; 95% intervalo de confianza (IC) 0.73-0.91; p < 0.01).
Ademas se ha reportado en varios estudios la asociacion negativa entre la enfermedad

inflamatoria intestinal (EIl) y la infeccion por HP. Asi en un reciente meta-analisis de
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23 estudios con un total de 5903 pacientes (121), se evalud la relacién entre la infeccion
por HP y la EIl. Trece de los 23 estudios obtuvieron un riesgo relativo (RR)
significativo menor de 1 y ninguno de ellos mayor de 1. El 27,1% de los pacientes con
Ell eran portadores de infeccion por HP en comparacion con el 40,9% de los pacientes
con infeccion en el grupo control. EI RR estimado fue del 0,64 (IC 95%: 0,54-0,75).
Los estudios incluidos eran heterogéneos de manera significativa (12 =75.8%) y estas
diferencias no se explicaban por el método utilizado en el diagndstico de Ell o de
infeccion por HP, la procedencia geografica del estudio o la edad. Los autores
concluyen que a pesar de la heterogeneidad de los estudios los resultados sugierian que
la infeccion por HP podria tener un efecto beneficioso en el desarrollo de la EIl aunque
son necesarios nuevos estudios bien disefiados y con modelos animales para confirmar
este efecto. Posterior a la publicacion de este meta-analisis, el mismo grupo publico un
interesante estudio en el que evalud la accién del HP sobre la produccion de citocinas
inmuno-reguladoras o inmumo-estimuladoras en un modelo murino al que se le habia
inducido una colitis con sulfato sodico de dextrano (DSS) (122). Los autores
demuestran que el genoma del HP posee una capacidad inmuno-reguladora que provoca
una disminucion de la respuesta inflamatoria mediante la interaccion con células
dendriticas de la mucosa intestinal tanto en modelos in vitro como in vivo. En concreto
disminuye la produccién de IL-12 y de interferon tipo I, dos citocinas pro-inflamatorias.
En cuanto a la relacién entre EICH y HP se han publicado, previos a la realizacion de

este trabajo, dos estudios con resultados contradictorios (123; 124).
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Tabla 3: Relacidn entre la infeccion por Helicobacter pylori y multiples enfermedades idiopéticas.
GRUPO/ENFERMEDAD META-ANALISIS  ASOCIACION

Enfermedades autoinmunes*

Sindrome de Sjogren NO NO
Artritis Reumatoide NO NO
Lupus Eritematoso Sistémico (125) NO Protector
Urticaria Cronica (126) NO NO
Enfermedad de Graves (127) NO Causal
Enfermedades neurolégicas
Esclerosis Mdltiple (110) NO Protector
Sindrome de Guillain Barré (128) NO Causal
Enfermedad de Parkinson (111) NO Causal
Enfermedad de Alzehimer (112) NO Causal
Enfermedades hematol6gicas
Anemia por Déficit de Fe (114) Sl Causal
Purpura Trombocitopénica Idiopatica (115) NO Causal
Enfermedades alérgicas
Asma (118) Sl Protector
Atopia (120) Sl Protector
Rinitis Alérgica (119) NO Protector
Alergia a alimentos (116) NO Protector

*Existen mas de 90 enfermedades autoinmunes sobre las que el efecto de HP ha sido estudiado (109). Las
que muestra esta tabla son solo algunos ejemplos.
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I HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La enfermedad de injerto contra huésped cuando afecta al tracto gastrointestinal plantea
un reto diagnostico tanto para el hemat6logo como para el gastroenter6logo, ya que los
hallazgos endoscopicos e histolégicos no son especificos. En muchas ocasiones la
presencia de infeccion por Helicobacter pylori favorece la confusion generada por los
hallazgos endoscépicos e histologicos y su correlacion con la clinica, de manera que no
existe una recomendacion universalmente aceptada ante el hallazgo de infeccion por HP

en estos pacientes. Nuestras hipdtesis de trabajo consisten en:

e Es posible mejorar el rendimiento de los estudios endoscopicos en la
enfermedad de injerto contra huésped gastrointestinal a partir de los Gltimos
avances técnicos en endoscopia digestiva (ultrasonografia endoscépica e
imagen de banda estrecha).

e EI Helicobacter pylori ejerce un papel protector en el desarrollo de la

enfermedad de injerto contra huésped gastrointestinal.
Nuestros objetivos son:

e Andlisis retrospectivo del procedimiento endoscépico utilizado
habitualmente y de su rentabilidad en el diagnostico de la EICH.

e Analizar la correlacion entre los hallazgos endoscépicos macroscépicos y el
resultado histologico segun las clasificaciones correspondientes en el
diagndstico de la EICH.

e Andlisis de la utilidad de la ultrasonografia endoscopica y del NBI en el

diagndstico de EICH en comparacion con la técnica habitual.

37



38

Analisis de la incidencia de infeccion pre-trasplante por Helicobacter pylori
en los pacientes con trasplante alogénico de células hematopoyéticas y su

influencia en el desarrollo posterior de EICH.
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3. MATERIAL Y METODOS

Estudio en dos fases:

e Retrospectiva, con el andlisis de los trasplantes alogénicos de células
hematopoyéticas realizados en el Hospital Universitario de Salamanca desde
1998 a 2009.

e Prospectiva, con inicio en 2012 y con un periodo de inclusion de pacientes
de minimo 2 afios ESTUDIO PEEICH: NUEVAS TECNICAS
ENDOSCOPICAS EN LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED Y SU ASOCIACION CON LA INFECCION POR

HELICOBACTER PYLORI..

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

ESTUDIO RETROSPECTIVO

Estudio retrospectivo mediante la recopilacion de datos clinicos, histologicos y
endoscopicos a partir de las bases de datos del Servicio de Hematologia, la base de
datos de la Unidad de Endoscopias del Servicio de Aparato Digestivo, la base de datos
del Servicio de Anatomia Patologica y los datos recopilados en la historia clinica de

cada paciente del Hospital Universitario de Salamanca desde 1998 a 2009.

ESTUDIO PROSPECTIVO
Esta fase del estudio ha sido aprobada por el comité ético del Hospital Universitario de

Salamanca (anexo 1).
Estudio prospectivo de pacientes con los siguientes criterios:

CRITERIOS DE INCLUSION:
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Pacientes mayores de 18 afios candidatos a recibir un trasplante alogénico de células
hematopoyéticas independientemente de la indicacién del mismo.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes menores de 18 afios. Pacientes que expresen voluntariamente el deseo de no
participar en el estudio.

FASE 1: SELECCION DE CANDIDATOS.

LUGAR: CONSULTA EXTERNA

DESCRIPCION: A los pacientes que cumplan los criterios de inclusion se les ofrecera
la posibilidad de participar en el estudio y aquellos que acepten se les entregaran el
consentimiento informado (anexo 2). Una vez leido y firmado dicho consentimiento se
le realiza una encuesta sobre historia previa de Ulcera péptica o posibles tratamientos
erradicadores de HP (anexo 3) junto con el kit para la realizacion del test de aliento de
Helicobacter pylori con C13. Una vez realizado el test en su domicilio, el paciente lo
entregara en su centro de salud correspondiente. En caso de estar tomando un inhibidor
de la bomba de protones debera realizarse el test de aliento tras 15 dias de la suspension
del mismo pudiendo sustituir el tratamiento anti4cido por almagato (ALMAX®) y

reintroducir el tratamiento con IBP tras la realizacion del test si fuera necesario.

FASE 2: TRASPLANTE ALOGENICO.

LUGAR: HOSPITALIZACION DE HEMATOLOGIA.

DESCRIPCION: El trasplante asi como el seguimiento post-trasplante se llevara a cabo
de acuerdo con el Manual de Procedimientos de la Unidad de Trasplante. Los datos
correspondientes a cada paciente se introducen en una base de datos y se envian al

registro europeo de trasplante.

FASE 3:
= PACIENTE CON SINTOMAS COMPATIBLES CON EICH DIGESTIVO

LUGAR: UNIDAD DE ENDOSCOPIAS
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DESCRIPCION: Si el paciente comenzase con sintomas digestivos compatibles con
EICH gastrointestinal alta o baja se contactara con el servicio de Aparato Digestivo para
la realizacion precoz (24-48 horas) de un estudio endoscépico que constara de los

siguientes procedimientos:

e SEDACION

e ECOENDOSCOPIA CON MEDICION DE LAS CAPAS DE LA PARED GASTRICA (cuerpo
y antro) Y DUODENAL

e GASTROSCOPIA CONVENCIONAL CON TOMA DE BIOPSIAS ANTRALES DE CUERPO
GASTRICO Y DE DUODENO EN NUMERO DE 3 EN CADA LOCALIZACION.

Se podran realizar posteriormente los estudios endoscopicos necesarios en los casos en
los que los hallazgos endoscopicos e histologicos no sean diagndésticos. En las biopsias
se estudiara la presencia de HP. No se erradicara HP salvo que esté indicado segun la 1l
conferencia espafiola de consenso sobre infeccion por HP (129) y bajo la supervision de

un gastroenterélogo. En resumen se erradicara si:

¢ ULCERA GASTRICA O DUDENAL.

e DUDENITIS EROSIVA.

e PACIENTE INTERVENIDO DE CANCER GASTRICO O ANTECEDENTES FAMILIARES
DE PRIMER GRADO DE CANCER GASTRICO.

¢ LINFOMA MALT DE BAJO GRADO.

e GASTRITIS LINFOCITICA O ENFERMEDAD DE MENETRIER.

= PACIENTE SIN SINTOMAS COMPATIBLES CON EICH DIGESTIVO
LUGAR: CONSULTAS DE HEMATOLOGIA

Si el paciente no desarrollase sintomas compatibles con EICH gastrointestinal durante la

evolucidn se realizard test de aliento a partir de los 100 dias post-trasplante.
FASE 4: RECOGIDA DE DATOS Y ANALISIS.

DESCRIPCION: Se recopilaran los datos obtenidos y se procederé al anélisis de los
mismaos.
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4. RESULTADOS

4.1 RELACION DE ARTICULOS PUBLICADOS O EN FASE DE REVISION

Helicobacter pylori Infection and Graft-versus-Host Disease

Velasco Guardado A', Lépez-Corral L?, Pérez-Simén J.A?, Caballero-Velazquez T,

Flores Corral T3, Caballero Barrigén D, Rodriguez Pérez A’.
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RESUMEN

El tracto gastrointestinal es la principal diana de la Enfermedad de Injerto contra
Huésped. Su Diagnostico se base en los hallazgos endoscépicos e histolégicos. EI HP
es una bacteria espiral gran negativa que se ha relacionado con el desarrollo de gastritis,
enfermedad péptica ulcerosa, linfoma asociado a la mucosa gastrica y el
adenocarcinoma y su presencia se observa con frecuencia en el estudio histolégico de la
mucosa gastrica de pacientes sometidos a trasplante alogénico. Se desconoce el papel
que juega el HP en el desarrollo de la EICH. Realizamos un estudio retrospectivo entre
el 1 de enero de 1990 y el 31 de diciembre de 2008 en el que se recogieron un total de
338 endoscopias digestivas altas (gastroscopias) realizadas a pacientes que habian
recibido un trasplante alogénico de células hematopoyéticas y que desarrollaron
sintomas clinicos sospechosos de EICH (198 pacientes). Se confirm0 mediante
hallazgos histologicos EICH aguda en 97 pacientes (51,3%) y EICH crénica en 68
pacientes (36%). Se detecto infeccion por HP en 69 pacientes (35%). Se observo un
efecto modulador negativo en los pacientes con infeccion por HP para el desarrollo de
EICH aguda (RR, 0.60; intervalo de confianza al 95%: 0,46-0,79; p<0,001) y EICH
cronica (RR: 0,75; intervalo de confianza al 95%:0,61-0,92; p<0,016). Ademas, la
presencia de HP se correlaciond inversamente con la gravedad histologica de la EICH
(p<0,003). Nuestros hallazgos sugieren que la infeccion por HP posee un efecto

modulador negativo sobre el desarrollo de la EICH.
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ABSTRACT

Introduction: The gastrointestinal (GI) tract is the main target site of Graft-Versus-Host
Disease (GVHD); diagnosis is based on endoscopic and histological findings.
Helicobacter pylori (HP) is a gram-negative spiral bacterium linked to gastritis, peptic
ulcer disease, gastric MALT lymphoma and adenocarcinoma, and is frequently
observed in endoscopies of transplant patients. The role, if any, played by HP infection
in the development of acute GVHD is unknown. We performed a retrospective study
from 1% January 1990 to 31 December 2008 on 338 upper gastrointestinal endoscopies
(gastroscopies) performed on patients who underwent an allogeneic transplant with
clinical suspicion of GVHD (198 patients). Results: Acute and chronic GVHD was
confirmed from histological features in 97 (51.3%) and 68 (36%) patients, respectively.
HP infection was observed in 69 (35%) patients and had a negative modulating effect
on the development of acute GVHD (RR=0.60; 95% CI: 0.46-0.79; p=0.001) and
chronic GVHD (Relative Risk=0.75; 95% CI: 0.61-0.92; p=0.016). Furthermore, the
presence of HP was inversely correlated with the histological severity of GVHD
(p=0.003). Conclusions: Infection with HP may have a negative modulating effect on

GVHD.

KEY WORDS: Transplantation; endoscopy; Bacterial colonization.
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INTRODUCTION

Allogeneic stem cell transplant is the best therapeutic option for many patients with
haematological malignancy diseases, although it is associated with significant morbidity
and mortality, mostly due to graft-versus-host disease (GVHD) (1). Acute
gastrointestinal GVHD presents as nausea, anorexia, vomiting, diarrhoea, abdominal
pain, haemorrhage and ileus with a >80% risk of mortality in severe forms (2). The
gastrointestinal tract is also a target organ for chronic GVHD. Clinical manifestations
include anorexia, nausea, vomiting, diarrhoea, weight loss, oesophageal stricture, or

concentric rings and pancreatic exocrine insufficiency (3).

Due to the frequency of gastrointestinal symptoms during the first 100 days after
haematopoietic stem cell transplant (HSCT) more than 50% of the patients will be
referred for an endoscopic evaluation of the enteric tract; differential diagnosis of
GVHD and other conditions such as toxicity from chemotherapy or radiotherapy, drug-
related side-effects, bacterial, viral, parasitic or fungal infections should be performed
(4; 5). Endoscopic evidence of GVHD in stomach and duodenum may vary from
normal mucosa to unspecific signs such as oedema, erythema, frank ulcers and erosion

of the mucosa (6).

Helicobacter pylori (HP) is a gram-negative bacillus that has been linked to several
digestive disorders, including gastric cancer and MALT lymphoma. HP infection has
coexisted with the human species for more than 50,000 years (7; 8). It consists of an
infection that is acquired during childhood and, if untreated, remains present in body
throughout an individual’s entire life, although inducing symptoms only in a subset of
patients (9; 10). Prevalence of HP infection is related to age, socioeconomic class and

country of origin, varying between 20-30% in developed countries and 60-80% in some
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ethnic groups and developing countries (11). Humans are the primary reservoir and
several transmission methods are proposed (oral-oral, waterborne transmission, faecal-
oral, gastro-oral) (12). Chronic HP infection can produce endoscopic findings similar to
those caused by stage | and stage Il GVHD, and histological analysis may reveal
apoptotic bodies (13; 14). Mucosal biopsy and histological examination of the specimen
for the presence of HP is the method of choice for patients in whom an endoscopy is
clinically indicated, and has a sensitivity, specificity, and positive and negative

predictive values of 100%, 66%, 84% and 100%, respectively (15).

We have performed a retrospective study in patients with gastrointestinal symptoms
after allogeneic stem cell transplant referred for an endoscopy to the Gastroenterology
Department in order to establish the diagnosis of GVHD and assess the presence of HP
infection as well as any association of this infection with the development and severity

of GVHD.

MATERIALS AND METHODS

We performed a retrospective study in all the patients who received an allogeneic
HSCT in the University Hospital of Salamanca between 1% January 1990 and 31%
December 2008, and who were referred to our Department for an upper gastrointestinal
endoscopy due to suspicion of GVHD. Patient and donor characteristics are summarized
in table 1. The graft sources were not manipulated and there were no mismatched
donors. All patients received bacterial prophylaxis with meropenem during the period of
neutropenia, and omeprazol was administered until engraftment and achieve adequate
oral intake. The endoscopic findings of these explorations, the histological findings of
the biopsies (three biopsies at least) performed during the procedure, and the presence

of HP were retrospectively compiled. One pathologist involved in allogeneic transplant
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for 15 years reviewed all the samples. The stain used was standard haematoxylin and
eosin (H&E). The presence of apoptotic bodies in the biopsy (minimum criterion), crypt
abscesses and/or destruction of glands were considered criteria for a diagnosis of acute
or chronic GVHD, after ruling out other causes that may also induce these findings,
such as drug-related toxicity or infections, with blood and/or stool cultures, CMV
infection by antigenaemia assay, or reducing the dose of suspected drug.

Twenty-six patients needed two endoscopies to confirm or rule out acute GVHD in the
first 100 days. We have included the endoscopy in which the endoscopic and
histological features were of a higher grade. Endoscopic findings have been gradually
staged according to the classification proposed by Cruz-Correa (16): Stage 0: Normal;
Stage I: loss of vascular pattern and/or focal moderate erythema; Stage Il: oedema
and/or diffuse moderate erythema; Stage Ill: oedema, erythema, erosions and/or
bleeding; Stage IV: Ulceration, exudates and/or bleeding.

In the histological analysis, the presence of apoptotic bodies was considered to be
“compatible with GVHD”. The histological findings have been gradually staged
according to the classification proposed by McDonald and Sales (17) in 1984: Grade 0:
normal; Grade I: single cell necrosis (apoptosis) noted under medium power; Grade II:
evidence of epithelial damage by crypt/gland abscesses, epithelial flattening or
crypt/gland dilations; Grade Ill: dropout of one or more crypt/gland; Grade IV: total
epithelial denudation.

Diagnosis of HP infection was concluded if the bacterium was present in the biopsy of
the gastric antrum.

In the statistical analyses, carried out with SPSS v. 15.0 (Chicago, Illinois, USA),
percentages were used for categorical variables, while measures of central tendency

(mean and/or median) and dispersion (standard deviation) were used for continuous
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variables. All dichotomous variables were analyzed with 3 contingency tests in order to
compare the frequencies of of categorical variables, or, where appropriate, Fisher’s
exact test and Monte Carlo simulations. A 95% confidence intervals for odds ratio were
derived. Continuous and categorical variables were analyzed with ANOVA.
Multivariate logistic regression was used to analyse confounding factors. Statistical

significance was concluded for values of p<0.05.

RESULTS

Baseline characteristics of the study group are summarized in table 1 and table 2.

Table 1: Baseline characteristics of the study group.

n (Valid percentage)

Patients 197
Sex
Men 114 (57.9)
Women 83 (42.1)
Mean age, years (standard deviation) 45.3 (14.0)
Type of donor
Related 130 (69.5)
Unrelated 51 (27.3)
Others 6 (3.2
Source of progenitor cells
Peripheral blood 155 (83.3)
Bone marrow 31 (16.7)

Type of conditioningJr

Reduce intensity 118 (61.5)
Myeloablative 74 (38.5)
ATG 5 (2.5)
Campath 2
TBI (myeloablative) 17(23)
Donor recipient gender mismatch 72 (42.4)

GVHD prophylaxis*

CSA / tacrolimus + MTX 142 (80.2)
CSA / tacrolimus + MMF 22 (12.4)
Others 13 (7.4)
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Endoscopic studies 379
Gastroscopies 338 (89.2)
First 100 days 223 (66.0)

Days after transplant / mean (standard deviation) 41 (24.0)

After 100 days 115 (34.0)

Days after transplant / mean (standard deviation) 269 (210.0)

tATG = antithymocyte globulins, TBI = total body irradiation.
* CSA = cyclosporine, MTX = methotrexate, MMF = mycophenolate mofetil.

HP infection was observed in 69 patients (35%). The incidence of HP was significantly

lower in patients with acute GVHD (15.5%) than in those without it (38%) (RR=0.58;

95% CI: 0.44-0.76; p<0.001) (Figure 1). The association was confirmed by logistic

regression adjusted for sex, age, donor type, source of progenitor cells, gender

mismatch and type of conditioning regimen (OR=2.87; 95% CI: 1.33-6.16; p=0.007)

and for GVHD prophylaxis (OR=2.64; 95% CI: 1.25-5.55; p=0.010).

Table 2: Frequency and severity of Graft-Versus-Host Disease (GVHD).

n (Valid percentage)

Overall GVHD 182 (92.4)
Acute GVHD 137 (75.2)
Gl GVHD 97 (70.8)
Grade | 23 (23.7)

Grade Il 56 (57.7)

Grade Il 15 (15.4)

Grade IV 331
Cutaneous GVHD 52 (38)
Liver GVHD 30 (21.9)
Chronic GVHD 120 (65.9)
Gastrointestinal GVHD 68 (56.6)

Mild 20 (29.4)
Moderate 36 (53)

Severe 12 (17.6)
Cutaneous GVHD 60 (50.0)
Hepatic GVHD 37 (30.8)
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Similarly, the incidence of HP in patients with histological chronic GVHD was also
lower than in those without it (16.2% vs. 32.2%, respectively; RR=0.75; 95% CI: 0.61-
0.92; p=0.016) (figure 2). These results were confirmed using logistic regression
adjusted by sex, age, donor type, source of progenitor cells, gender mismatch and type
of conditioning regimen (OR=2.59; 95% CI: 1.12-5.96; p=0.025) but not when adjusted

by GVHD prophylaxis.

Acute GVHD
W vEs 80 vEs
dno E HO

p = 0.016

60

Count

a0 43,39%

204 20,63%

NO YES NO YES
Helicobacter pylori Helicobacter pylori

Figures 1 and 2: Bar chart showing incidence of HP infection among patients with or without acute and
chronic GVHD.

Interestingly, upon selecting patients without acute GVHD, the presence of HP in the
biopsies performed the first 100 days after transplant was related to a significantly lower
risk for the subsequent development of chronic GVHD. In this regard, we observed that
21.7% of the patients with HP infection developed chronic GVHD compared with
52.2% of HP-negative patients (RR=0.73; 95% CI: 0.58-0.93; p=0.011). Multivariate
logistic regression confirmed this association when adjusted by sex, age, donor type,
source of progenitor cells and type of conditioning regimen (OR=3.87; 95% CI: 1.25-

11.94; p=0.018) and by GVHD prophylaxis (OR=3.45; 95% CI: 1.10-10.83; p=0.034).
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Furthermore, HP infection was associated with significantly lower histological severity
(11.1% severe forms in HP-positive cases vs. 88.9% severe forms in HP-negative cases;
p=0.003), as indicated by the negative Pearson’s correlation coefficient (r = -0.26;
p<0.001) (table 3) while, by contrast, we did not identify any significant correlation

with endoscopic severity according to the Cruz-Correa classification.

Table 3: Relationship between histological grade of gut GVHD according to McDonald and Sales
classification and Helicobacter pylori (HP) infection.

Not compatible  Grade | Grade Il Grade Il Grade IV
HP-positive
n (% of histological grade) 16 (41.0) 26 (31.0) 4(9.1) 2 (11.1) 0
HP-negative
n (% of histological grade) 23 (59.0) 58 (69.0) 40 (90.9) 16 (88.9) 0

The overall GVHD rate was 92.4% (n=182) and HP infection did not impact overall
GVHD incidence (p=0.14). The median follow-up was 64.5 months (31.2-108.7) and 47
patients (23.8%) have died due to non-relapse mortality with a rate of GVHD-related
mortality of 40.4% (n=19). The response rate to immunosuppressive therapy was 77.7%

(n=153).

DISCUSSION

HP stimulates the release of a variety of inflammatory mediators, both directly by
bacterial products and indirectly as a result of interaction with gastric epithelial cells.
These factors allow HP to thrive in a niche that is inhospitable to almost every other

enteric organism (18).

Recent epidemiological studies suggest that colonization with HP might protect against

the development of certain autoimmune disorders, such as asthma (19; 20). We should
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emphasize the negative association that has been established in several studies between
inflammatory bowel disease (IBD) and HP infection. A recent meta-analysis of 23
studies with a total of 5,903 patients assessed the relation between HP infection and
IBD (21). Thirteen of the studies noted a significant relative risk lower than 1, and in
none of them was it higher than 1. Twenty-seven per cent of the patients with 1BD
carried an HP infection, compared with 40.9% infected patients in the control group.
The authors concluded that these results suggest that HP infection might have a
beneficial effect in the development of IBD. Further studies are necessary to confirm

this meta-analysis.

On the other hand, recent laboratory tests ascribe a certain modulating capacity of the
immune response to HP, with an increase in the regulatory T cells of the gastric mucosa
that might modify the immune response and prevent a Th1/Thl7 response (13; 14).
Chen and Blaser suggest that the intensity of the response of the host against especially
aggressive HP strands (with the cagA gene) might alter the pattern of the Th1/Th2
immune response with the subsequent induction of immunoregulating lymphocytes that
may prevent immune hyper-reactivity responses, such as asthma or allergy in cases

where the Th2 pattern is predominant (22).

Two prospective studies of the relationship between GVHD and HP have been
published to date. The first, by Correia-Silva et al., found no relationship between HP
infection (established on the basis of PCR in saliva) and the development of GVHD in
46 patients who received an allogeneic transplant (23). The second, by Au et al. (24) ,
studied the association between HP infection prior to transplant and the subsequent
development of mucositis (drug-related toxicity) and acute GVHD in 128 patients. No
increase in the risk of mucositis was found in patients with HP colonization, but these

patients showed a significant reduction in the risk of developing acute gastrointestinal
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GVHD (RR=0.36; 95% CI: 0.13-0.98; p=0.04). In the multivariate analysis, the absence
of HP infection and the presence of mucositis remained as independent predictive

factors of the development of gastrointestinal GVHD.

In our study, we observed that HP may protect against the development of GVHD, and
this effect remains if we consider patients who have not suffered acute GVHD.
Accordingly, HP-positive patients had a lower risk of acute and chronic GVHD. It could
be argued that gastroscopy was only performed among patients with gastrointestinal
symptoms, so that in the absence of acute GVHD, we might have selected patients with
other concomitant comorbidities, such as HP infection, which could account for these
symptoms. Nevertheless, when we specifically analyzed patients without acute GVHD,
the presence of HP in the endoscopy made during the first 100 days post-transplant
significantly decreased the risk of subsequent chronic GVHD. These results are
consistent with the negative correlation observed between HP infection and histological
severity. Type of conditioning and donor, source of progenitor cells and type of GVHD

prophylaxis were not confounding variables in the association between GVHD and HP.

This study has limitations, such as its retrospective nature and the fact that the diagnosis
of HP infection was made after the onset of symptoms. The standard H&E stain is
excellent for determining histologically chronic or chronic active inflammation and
demonstrates HP if large numbers of bacteria are present. Silver staining is better at
detecting the organism when few bacteria are present, but does not show tissue
histology optimally. The best alternative is the use of a combination of an H&E and a
Diff-Quick stain, so we have probably underestimated the incidence of HP (25).

As far as we know, this is the first study to suggest that HP infection could have a

protective effect in developing acute and chronic GVHD.
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The current study favours future prospective studies, evaluating the presence of HP
before the transplant (urea breath test) and the relationship between CagA strands with

the subsequent development of GVHD.
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RESUMEN

Introduccién: EIl tracto gastrointestinal es la diana principal de afectacion en la
Enfermedad de Injerto Contra Huésped (EICH). Su diagndstico se basa en los hallazgos
endoscopicos e histologicos. Hemos realizado un estudio retrospectivo, desde el 1 de
enero de 1990 hasta el 30 de diciembre de 2008, de 338 endoscopias digestivas altas
realizadas a 197 pacientes sometidos a trasplante alogénico de células hematopoyéticas
con sospecha de EICH gastrointestinal. Resultados: Los hallazgos endoscépicos tienen
una sensibilidad (S) del 34%, especificidad (E) del 65%, valor predictivo positivo
(VPP) del 73% y valor predictivo negativo (VPN) del 48% para el diagndstico de EICH.
El estudio histolégico de las biopsias tiene una S del 85,6%, E del 34,6%, VPP del
64,2% y VPN del 63,7%. El grado histolégico se correlacioné con el grado clinico en la
EICH aguda (p=0,0018). Conclusion: la endoscopia digestiva alta es til para el
diagnostico de EICH, ya que permite la toma de biopsias que finalmente pueden llevar
al diagndstico, pero con una rentabilidad limitada ya que los hallazgos histoldgicos
tienen una sensibilidad y especificidad bajas, mientras que los endoscopicos son

generalmente inespecificos.

Palabras Claves: Enfermedad de Injerto Contra Huésped (EICH); Endoscopia;

Histologia.
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INTRODUCCION

El trasplante alogénico de células hematopoyéticas (TACH) es el tratamiento de
eleccion en pacientes con enfermedades hematoldgicas malignas. Su realizacion se ha
incrementado en los Ultimos afios debido a un aumento en la edad de los receptores
(mayores de 65 afios) asi como un mayor nimero de donantes no emparentados (mas de
13 millones) ademas de que el cordon umbilical es considerado actualmente una fuente
adecuada de células hematopoyéticas para pacientes adultos. La Enfermedad de Injerto
contra Huesped (EICH) es la complicacion mas importante del trasplante alogénico y se
asocia con una alta morbilidad y mortalidad (1). La EICH gastrointestinal se puede
presentar como nauseas, anorexia, vomitos, diarrea, dolor abdominal, hemorragia o ileo,
y conlleva un riesgo de mortalidad mayor del 80% cuando es grave (grados 111 y IV) y
asocia una falta de respuesta a la primera linea de tratamiento (2). Se define la EICH
aguda como la que aparece en los primeros 100 dias post-trasplante (3). La EICH
cronica se inicia a partir de los 100 dias y es la causa mas frecuente de muerte tras un
trasplante alogénico en este periodo (4). El factor de riesgo mas importante para padecer
una forma cronica es padecer previamente una EICH aguda (5).

Debido a la alta frecuencia de sintomas gastrointestinales durante los primeros 100 dias
tras el trasplante, mas del 50% de los pacientes trasplantados son sometidos a una
endoscopia digestiva. Se debe realizar un diagnostico diferencial entre EICH y otras
situaciones como la toxicidad debida a la quimioterapia o la radioterapia, los efectos
adversos farmacolégicos, infecciones bacterianas, viricas, parasitarias o fungicas (6; 7).
Los hallazgos endoscopicos en la mucosa gastrica y duodenal varian entre mucosa
normal y varios signos inespecificos como el edema, eritema, Ulceras francas y

erosiones mucosas (8).
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Los hallazgos histolégicos, independientemente del &rea biopsiada, incluyen apoptosis
de las células epiteliales de las criptas, destruccion de criptas e infiltracion variable de
linfocitos en el epitelio de la l[d&mina propia (6; 9). Teniendo en cuenta los hallazgos
endoscopicos, los sintomas inespecificos y los posibles efectos adversos de los
inmunosupresores usados en el tratamiento de la EICH, se requiere confirmacion
histologica antes de comenzar el tratamiento (10; 11).

Es esencial detectar precozmente la EICH, asi como realizar un diagnéstico definitivo,
de manera que se pueda prevenir un dafio organico crénico irreversible y aumentar la
supervivencia. Desafortunadamente, el diagnostico de la EICH es dificil de establecer,
debido en parte a la naturaleza no especifica de los sintomas asociados, que necesita la
exclusion de otros diagnosticos, tales como infeccidn, efectos adversos farmacoldgicos,
neoplasias o dafio post-inflamatorio residual y habitualmente ocasiona un reto
diagnostico al hematdlogo. Esta es la razon por la cual es necesaria la participacion de

un equipo multidisciplinar, incluyendo un gastroenterélogo.

MATERIALES Y METODOS

Hemos realizado un estudio retrospectivo de pacientes sometidos a un TACH en el
Hospital Universitario de Salamanca entre el 1 de enero de 1990 y el 31 de diciembre de
2008 y que fueron remitidos a nuestro servicio para la realizacion de una endoscopia
digestiva alta indicada por sospecha de EICH. Fueron recopilados retrospectivamente
los hallazgos endoscopicos de dichas exploraciones, asi como los hallazgos histologicos
de las biopsias realizadas (al menos 3 biopsias) durante el procedimiento. Se utilizé la
tincion estandar con hematoxilina y eosina. La presencia de cuerpos apoptéticos en la

biopsia (criterio minimo), abscesos cripticos y/o la destruccion de glandulas fueron
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considerados criterios diagnosticos de EICH aguda o crénica, tras descartar otras causas
que pudieran explicar estos hallazgos, tales como toxicidad farmacolédgica o infecciones
mediante cultivos de sangre y heces, determinacion de antigenemia para
citomegalovirus o mediante la reduccion de la dosis del farmaco sospechoso. Los
hallazgos endoscépicos fueron estadificados de acuerdo a la clasificacién propuesta por
Cruz-Correa (12) (figura 1): estadio 0: normal; estadio I: pérdida del patrén vascular y/o
eritema focal moderado; estadio Il: edema y/o eritema difuso moderado; estadio I1I:
edema, eritema, erosiones y/o sangrado; estadio IV: ulceraciones, exudados y/o

sangrado.

En el andlisis histologico, la presencia de cuerpos apoptoticos fue registrada como
“compatible con EICH”. Los hallazgos histologicos fueron gradualmente estadificados
de acuerdo con la clasificacion propuesta por McDonald y Sales (13) en 1984: grado O:
normal; grado I: necrosis celular (apoptosis) de intensidad media sin pérdida de criptas;
grado Il: pérdida de una cripta aislada, abscesos cripticos glandulares, dilatacion de las
criptas glandulares, aplanamiento epitelial; grado Ill: pérdida de dos o mas criptas
glandulares contiguas; grado 1V: descamacion completa del epitelio.

En el analisis descriptivo de la muestra, se han utilizado porcentajes para las variables
cualitativas y medidas de tendencia central (media y/o mediana si existia una gran
asimetria o dispersion) y dispersion (desviacion estandar) para variables cuantitativas.
Hemos utilizado para el analisis estadistico el programa SPSS v. 15.0 (Chicago, Illinois,
USA). Todas las variables dicotémicas fueron analizadas con el test de 42, las variables
continuas y categoricas con el test de ANOVA y para las correlaciones el coeficiente de

correlacion de Pearson.
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RESULTADOS

Las caracteristicas basales del grupo estudiado asi como los hallazgos endoscopicos e

histolégicos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas basales del grupo de estudio asi como los hallazgos

endoscopicos e histolégicos.

Pacientes N 197
Masculino N (%) 119 (60.2)
Femenino N (%) 78 (39.8)
Media de edad, afios (Standard Deviation) 45.3 (14)
Estudios endoscopicos N 379
Gastroscopias N (%) 338 (89.2)
Primeros 100 dias 223 (66)
Pacientes con EICH N (%) 135 (68.5)
EICH aguda gastrointestinal N (%) 98 (49.7)
Leve 24 (24.5)
Moderada 56 (57.1)
Grave 18 (18.4)
EICH crénica gastrointestinal (%) 90 (45.6)
Leve 29 (32.2)
Moderada 46 (51.1)
Grave 14 (15.6)
EICH aguda y crénica gastrointestinal N (%) 53 (26.9)
Grados endoscépicos de gravedad N (%)*

Grado 0 160 (65.8)
Grado | 34 (14)
Grado Il 21 (8.6)
Grado Il 20 (8.2)
Grado IV 8 (3.3

Grados histolégicos de los pacientes con EICH aguda N(%) "
Grado | 48 (48)
Grado Il 29 (29.6)
Grado Il 18 (18.4)
Grado IV 0

* Segun la clasificacion propuesta por Cruz-Correa (12).

~ Segun la clasificacion propuesta por McDonald y Sales (13).
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DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO DE EICH

Trescientos treinta y ocho endoscopias digestivas altas fueron realizadas en 197
pacientes con sospecha de EICH aguda o crénica. Sélo 83 pacientes con EICH
presentaban datos endoscépicos compatibles con EICH (34.2%). Por otro lado, 30
pacientes (35,3%) presentaban signos endoscépicos de EICH a pesar de que
posteriormente no se confirmé el diagndstico de EICH ni histoldgica ni clinicamente.
La sensibilidad (S) de los hallazgos endoscépicos para el diagndstico de EICH es del
34%, la especificidad (E) del 65%, el valor predictivo positivo (VPP) del 73% vy el valor
predictivo negativo (VPN) del 48%.

Los hallazgos endoscopicos clasificados segun la clasificacion de gravedad de Cruz-

Correa (12) no se relaciond con la gravedad clinica.

Figura 1: Hallazgos endoscopicos segun la clasificacion propuesta por Cruz-Correa (12): A)
Antro gastrico. Grado I; B) Antro gastrico. Grado II; C) Cuerpo gastrico. Grado IlI; D)
Duodeno. Grado IV.
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HISTOLOGIA

Se realizd biopsia en 331 de las 338 endoscopias digestivas altas (98%). El esdfago se
biopsié en 19 exploraciones (7.8%), el estomago en 324 (92.2%) y el duodeno en 18
(7.4%). Las biopsias de estdbmago presentaron una S=89%, E=30.6%, VPP=63.8% Yy
VPN=67%. En el es6fago, S=33.3%, E=100%, VPP=100% y VPN=41%, y en duodeno
S=80%, E=62.5%, VPP=57% and VPN=83.3%. Al juntar todas las localizaciones,
S=85.6% E=34.6% VPP=64.2% and VPN=63.7%.

La gravedad histolégica segun la clasificacion propuesta anteriormente se correlaciond
con la gravedad clinica (p=0.018) con una r de Pearson de 0,24 (p=0.006).

La gravedad histologica no se asocid con los hallazgos endoscépicos segun la
clasificacion de Cruz-Correa (12).

COMPLICACIONES

La incidencia de hemorragia digestiva tras la realizacion de biopsia fue del 2% (n=4).
La hemorragia fue leve en tres casos y moderada en un caso que requirio técnicas

endoscopicas para su control.

DISCUSION

EICH Y ENDOSCOPIA

La EICH intestinal es una complicacion frecuente del TACH; mas del 50% de los
pacientes trasplantados son remitidos a la Unidad de Endoscopias con el objeto de
confirmar el diagndstico de EICH. A pesar de que es necesaria confirmacion histoldgica
para establecer el diagnostico, una correcta interpretacion macroscépica es esencial de

cara a iniciar el tratamiento a ser posible el dia de realizacion de la endoscopia.

Nuestros resultados muestran que el diagnostico basado en los hallazgos endoscopicos

es pobre, con un elevado porcentaje de falsos positivos y negativos, y que estos
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hallazgos endoscopicos no se relacionan con la gravedad clinica. En un estudio
retrospectivo en el cual se les realizé gastroscopia con biopsia a pacientes con sospecha
de EICH (11), no encontraron diferencias con respecto a los hallazgos endoscopicos o
los sintomas entre los pacientes que posteriormente fueron diagnosticados de EICH y
los que no. En este estudio, el 18% de los pacientes con histologia compatible con EICH
presentaban una endoscopia normal.

No conocemos cual es la mejor zona del tracto gastrointestinal para tomar biopsias.
(14). Lo mas razonable seria tomar la biopsia segin los sintomas predominantes (15).
Thomson y colaboradores (14) llevaron a cabo un estudio prospectivo con 24 pacientes
en 2006, en el cual realizaron gastroscopia (con toma de biopsias gastricas y
duodenales), colonoscopia (con biopsias de colon izquierdo y derecho) e ileoscopia (con
biopsias de ileon terminal) en pacientes trasplantados que comenzaron con diarrea en
los primeros 100 dias tras el trasplante. Obtuvieron una tasa mayor de diagndstico en las
biopsias tomadas en colon izquierdo (82%), comparado con el 77% obtenido en el
colon derecho, 68% en el ileon, 65% en duodeno y 71% en antro. La combinacion de
colonoscopia mas ileoscopia y colonoscopia mas gastroscopia mostraban los mayores
porcentajes de biopsias positivas (95% Yy 94%, respectivamente).

En 2008, Ross y colaboradores realizaron un estudio prospectivo de 112 pacientes que
fueron sometidos simultdneamente a biopsia de estdémago, duodeno y colon recto-
sigmoide para el diagndstico de EICH gastrointestinal y obtuvieron que las biopsias
tomadas de recto-sigma conseguian los mayores porcentajes de diagndstico de EICH
con respecto a sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en comparacion con otras
localizaciones (95,6%, 100%, 100% y 84%, respectivamente). La sensibilidad de las
biopsias gastricas y duodenales fueron 72,5% (p<0.00001) y 79,2% (p=0.0018)

respectivamente, mientras que el VPN fue del 45,6% para el estdmago (p=0.0039) y
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52,5% (p=0.02) para el duodeno (7). Nuestros resultados se asemejan a estos, con una

sensibilidad global del 85,6%, pero con un bajo VPN (63,7%).

HISTOLOGIA Y EICH

La interpretacién anatomopatoldgica de los estadios | y Il en el periodo postoperatorio
no esté exenta de dificultades (16). En primer lugar, los cambios histoldgicos inducidos
por la terapia citorreductora antes del trasplante, pueden imitar una EICH. Estos
cambios, que son secundarios a toxicidad farmacoldgica, generalmente tiene lugar en
los primeros 20 dias tras el trasplante, aungque se han descrito casos mas alla del dia 30
(17; 18). Las infecciones en el periodo post-trasplante (bacterianas, flngicas,
parasitarias y virales) son también un problema, ya que pueden producir signos y
sintomas similares a la EICH, especialmente la infeccion por citomegalovirus (19).
Cheung y colaboradores (20) publicaron un estudio retrospectivo en 2008 en el cual
compararon los hallazgos histoldgicos y endoscopicos de 101 pacientes. Los hallazgos
endoscopicos revelaron una relacién estadistica positiva con las alteraciones
histolégicas (OR=33,6; 95% ClI: 4,3-261,1).

En 1994, un estudio encontré una diferencia gradual entre 0 y 1 estadio entre las
clasificaciones histologica y endoscopica (macroscépica) en la EICH aguda en el 87.6%
de las endoscopias (21). Sin embargo, un estudio mas reciente (14) encontrd una
diferencia de 2 a 4 estadios en el 28,2% de las biopsias en comparacion con el estudio
endoscopico. En este estudio, se obtuvo un diagnostico histolégico de EICH agudo en el
44,7% de biopsias de areas normales endoscopicamente, lo que indica la necesidad de
realizar biopsias de zonas de mucosa aparentemente normal. Estos autores consideran
que el estadio histopatoldgico no es util para graduar la gravedad de la EICH y

aseguran que los factores predictivos de respuesta y mortalidad en relacién con la EICH
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deberian basarse en criterios clinicos. En nuestro estudio, el 65,8% de los pacientes con
EICH tenian una endoscopia normal.

Por otro lado, un reciente estudio de 27 pacientes con EICH (determinado a partir de
biopsias colénicas) mostré6 que los pacientes con grados histologicos Il y 1V,
comparados con los grados | y I, no solo presentan mas sintomas (p=0,01), si no que
requieren mas frecuentemente segunda linea de tratamiento secundario a
corticorrefractariedad (p=0,027) y presentan una mortalidad mayor asociada a
complicaciones relacionadas con la EICH (p=0,05) (22). Estos hallazgos son
compatibles con nuestros resultados, ya que obtenemos una correlacion positiva entre el
grado histolégico y la gravedad clinica (r de Pearson=0,24; p=0,006), pero sin embargo
esta relacion no se establece con la afectacion endoscopica.

Concluimos que la endoscopia digestiva alta es util para el diagnéstico de EICH, ya que
permite la toma de biopsias que finalmente pueden llevar al diagnostico, pero con una
rentabilidad limitada ya que los hallazgos histologicos tienen una sensibilidad y
especificidad bajas, mientras que los endoscopicos son generalmente inespecificos. Es
necesario realizar biopsias de zonas de mucosa aparentemente normal, ya que en un alto

porcentaje de casos se consigue realizar diagnostico histologico de EICH.
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RESUMEN

Estudios recientes otorgan al Helicobacter Pylori (HP) una capacidad moduladora sobre
la respuesta inmune con un aumento de las células T reguladores en la mucosa gastrica
que podria prevenir una respuesta Th1/Thl7. A pesar de que HP no estd considerado
como parte de la flora bacteriana habitual, presenta cierta capacidad
inmunomoduladora. Nuestra hip6tesis consiste en demostrar en un estudio prospectivo
que la infeccién por HP podria tener un efecto protector contra el desarrollo de la EICH
aguda gastrointestinal en pacientes que reciben un TACH. Se determind la infeccion por
HP previa al trasplante mediante test de aliento con C'%. Tras el TACH, todos los
pacientes con sintomas compatibles con EICH gastrointestinal fueron sometidos a una
endoscopia digestiva alta con toma de biopsias. Se incluyeron 79 pacientes en el
estudio. El 93,7% de los pacientes recibié un TACH de sangre periférica y en mas del
50% el donante no fue emparentado. Se diagnosticd EICH gastrointestinal agudo en el
51,9% (n=41). Mediante analisis multivariante, la infeccion por HP se asocié con una
menor frecuencia de EICH agudo gastrointestinal (OR=0.19 (95% CI: 0.05-0.67)
mientras que, por el contrario, los pacientes con donante no emparentado y los
regimenes mieloablativos se asociaron con una mayor frecuencia de EICH
gastrointestinal. La supervivencia global fue del 74%. Mediante analisis multivariante
con regresion de Cox, las variables que se asociaron a una mayor supervivencia global
fueron la gravedad clinica (HR=0,19); el acondicionamiento de intensidad reducida
(HR=0,04) y la profilaxis de EICH con Tacrolimus-Sirolimus (HR=0,06). Este es el
primer estudio prospectivo que sugiere que la infeccion por HP podria jugar un papel
importante en el descenso de la incidencia de la EICH gastrointestinal en pacientes que

reciben un TACH de sangre periférica y de donante emparentado o no emparentado.
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ABSTRACT
Previous reports ascribe a modulating capacity of the immune response to Helicobacter

Pylori (HP), with an increase in regulatory T cells of the gastric mucosa that might
prevent a Thl/Thl7 response. Although HP is not considered as part of the normal
bacterial flora, it has some immunomodulatory capacity. Our hypothesis was to
demonstrate in a prospective study that HP infection pretransplant could have a
protective effect against development of acute gastrointestinal graft versus host disease
(GVHD) in patients receiving allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT).
Presence of HP before transplant was determined using C** urea breath test. After HCT,
all patients with gastrointestinal symptoms consistent with gastrointestinal GVHD
underwent esophagogastro-duodenoscopy with biopsy. Seventy-nine patients receiving
an allogeneic HCT were included. 93.7 % of them received peripheral blood stem cell
and in 51.9 % donor was unrelated. Acute gastrointestinal GVHD was diagnosed in
51.9% (n = 41). In the multivariable analysis, HP infection was associated with a lower
frequency of gastrointestinal GVHD (OR=0.19 (95% CI: 0.05-0.67); in contrast, an
unrelated donor was associated with a higher frequency of gastrointestinal GVHD
(OR=5.4 (95% CI: 1.6-18.2). One year overall survival (OS) was 74%. In the
multivariate Cox Proportional-Hazards regression analysis, clinical severity of acute
GVHD (HR=0.19), reduced intensity conditioning (HR=0.04) and Tacrolimus-
Sirolimus GVHD prophylaxis (HR=0.06) were all associated with a better OS. This is
the first prospective study suggesting that HP infection could play a role in decreasing
acute gastrointestinal GVHD in patients receiving allogeneic HCT from peripheral
blood from related and unrelated donors.

KEY POINT

Helicobacter pylori infection and its protective role on acute gastrointestinal graft vs.

host disease.
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INTRODUCTION

Allogeneic hematopoietic cell transplant (HCT) is the treatment of choice in many
malignant and non malignant diseases; unfortunately, the risk of mortality is still
significant with a transplant-related mortality (TRM) ranging between 10 and 50%
depending on the patient, donor and disease characteristics: both TRM and morbidity
are related to the development of graft versus host disease (GVHD)“2 Acute
gastrointestinal GVHD is characterized by nausea, anorexia, vomiting, diarrhea,
abdominal pain, bleeding and ileus. In its most severe forms GVHD has a mortality risk

greater than 80% 2.

Helicobacter pylori (HP) is a gram-negative bacillus that has been related to peptic
ulcers, gastric cancer and MALT lymphoma. HP infection is acquired during childhood
and remains present throughout an individual’s entire life, although inducing symptoms
only appear in a subset of patients°. The prevalence of HP infection varies between 20-
30% in some developed countries and 60-80% in other ethnic groups and developing
countries®. HP not only colonizes the gastric mucosa. The presence of HP has been
described in small bowel and colon in addition to many other extraintestinal sites’.
Chronic HP infection has also been related to several non-gastrointestinal diseases®®.
Because of its ability to elicit a chronic immune response in the host, studies have
suggested a possible role for HP in the development of autoimmune diseases *°. HP can
produce endoscopic findings similar to those caused by gastric GVHD, and histological
analysis may reveal apoptotic bodies***?. Diagnostic of HP infection is made by either a
urea breath test (sensitivity and specificity up to 90%)" or mucosal biopsy and
histological examination (sensitivity, specificity, and positive and negative predictive

values of 100%, 66%, 84% and 100%, respectively)™.
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In 2011, we reported a retrospective study analysing the impact on HP infection on the
prevalence of GVHD on 198 patients receiving an allogeneic HCT. The principal
finding was that HP infection was associated with a decrease prevalence of intestinal
GVHD development®® . We now report our results from a prospective study of patients
whose HP infection state was determinate before transplant. The hypothesis to be tested
was that pre-HCT HP infection was associated with a lower frequency of gut GVHD

than in HP-non-infected patients.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethical Clinical Research Committee of the University
Hospital of Salamanca, Spain.

PATIENTS SELECTION

This prospective study included consenting adult patients referred to our transplant Unit
to receive an allotransplant, regardless of indication, from September 2012 to February
2015. Patients less than 18 and with proton pump inhibitors in the last 2 weeks before
the performance of a breath test were excluded.

STUDY DESIGN

Before conditioning for HCT, patients were evaluated for a peptic ulcer, HP eradication
treatments and presence of HP using C'® urea breath test (UBTest® Otsuka
Pharmaceutical, Spain). After HCT, all patients with gastrointestinal symptoms
consistent with gastrointestinal GVHD underwent esophagogastro-duodenoscopy with
biopsy. A second HP C urea breath test was performed in patients who did not
develop symptoms within the first 100 days after HCT.

Clinical variables, endoscopic and histological findings were collected prospectively.
Biopsy specimens were sectioned and stained with hematoxylin and eosin. Diagnosis of

acute GVHD was established and graded according to the Seattle-Glucksberg modified

82



A. Velasco Guardado et al. Potential protective effect of HP in the development of GVHD.

criteria®’

in grade 0 to 1V by history, endoscopic appearance and histology, once other
possible processes (such as infections or drug toxicity) were ruled out. A HP infection
was defined as a positive breath test or HP bacillus was seen in the histological analysis
of gastric mucosa. A non-HP case was defined as at least two negative results (breath
test and/or biopsy). No HP treatment was indicated before, during or after HCT. The
minimum follow-up of patients was 100 days.

ENDOSCOPIC AND HISTOLOGIC SCORING

Endoscopic findings were staged according to the classification proposed by Cruz-
Correa’®: Stage 0: Normal; Stage I: loss of vascular pattern and/or focal moderate
erythema; Stage Il: oedema and/or diffuse moderate erythema; Stage Ill: oedema,
erythema, erosions and/or bleeding; Stage 1V: Ulceration, exudates and/or bleeding. In
the histological analysis, the presence of apoptotic bodies was considered to be
“consistent with GVHD”, with staging according to the classification proposed by
Washington et al*®: Grade 0: normal; Grade I: Isolated apoptotic epithelial cells without
crypt loss; Grade Il: Loss of isolated crypts without the loss of contiguous crypts; Grade
I11: Loss of 2 or more contiguous crypts; Grade 1V: Extensive crypt loss with mucosal
denudation.

STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analysis was carried out with SPSS v. 15.0 (Chicago, Illinois, USA).
Percentages were used for categorical variables, while mean and/or median and standard
deviation (SD) were used for continuous variables. All dichotomous variables were
analyzed with »° contingency tests in order to compare the frequencies of categorical
variables, or, where appropriate, Fisher’s exact test and Monte Carlo simulations.

Ninety-five percent confidence intervals for odds ratio were derived. Continuous and

categorical variables were analyzed with ANOVA. Multivariate logistic regression was
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used to analyse confounding factors. We used Cox Proportional-Hazards regression,
Kaplan-Meier estimator and Log-rank test for survival analysis. Statistical significance

was defined at the p<0.05 level.

RESULTS

DESCRIPTIVE ANALISYS

Of 120 adult patients who received an allogeneic HTC at our Unit in that period, 85
were eligible for this study and 79 were finally included. Baseline characteristics of the
study group are summarized in Table 1. The mean follow-up of patients was 195 days
(range: 125-292). Although the overall HP infection rate was 34.2% (n = 27), only 3
patients had a previous ulcus history and 6 had received HP therapy. Gastroscopy was
performed after HCT in 60 patients (76%) for symptoms consistent with GVHD. The
predominant symptoms were anorexia, nausea and vomiting (upper) in 24 patients
(40%), diarrhea (lower) in 25 patients (42%) and 11 patients with nausea, vomiting and
diarrhea (upper and lower). According to the classification proposed by Cruz-Correa 8,
30 patients (49.7%) had endoscopic stage 0-1, twenty patients (33.3%) stage Il and 10
patients stage 111 (17%). Histological findings were: 29.5% (n=18) grade 0; 52.5%

grade | (n=32); 8.2% grade Il (n=5), 9.8% grade Ill (n=6).

Table 1: Baseline characteristics of the study group.

n (Valid percentage)

Patients 79
Sex
Men 42 (53.2)
Women 37 (46.8)
Diagnosis
Acute myelogenous leukemia 30 (38.5)
Myelodysplastic syndrome 12 (15.2)
Acute lymphocytic leukemia 8 (10.3)
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Lymphoma 14 (18)
Others 15 (17.1)
Mean age, years (standard deviation) 47.4 (14.3)

Type of donor

Related 38 (48.1)
Unrelated 41 (51.9)
HLA 10/10 matched 53 (67.1)
HLA haploidentical 11 (13.9)
HLA mismatched 15 (19.1)

Source of progenitor cells

Peripheral blood 74 (93.7)
Bone marrow 3(3.8)
Cord Blood 2(2.5)
Type of conditioning
Reduced intensity 49 (62)
Myeloablative 30 (38)
ATG 9 (11.4)
Donor recipient gender mismatch 47 (59.5)
ABO major incompatibility 14 (17.9)
GVHD prophylaxis*
Tacrolimus + Sirolimus 39 (49.4)
Tacrolimus + MTX 26(32.9)
Tacrolimus/CSP + MMF 14 (17.7)
Pretransplant donor/host CMV IgG serology
++ 38 (50)
+- 23 (30.3)
-+ 9 (11.8)
-I- 6 (7.9

* CSP = cyclosporine, MTX = methotrexate, MMF = mycophenolate mofetil.

The overall rate of acute GVHD (gastrointestinal, skin or liver) was 69.6% (n = 55).
The overall grades of patients with acute GVHD were: 29.1% grade I, grade Il in 40%,
grade 111 in 20% and grade 1V 10.9%. There was gastrointestinal involvement in 51.9%
(n = 41), skin involvement in 45.6% (n = 36) and liver involvement in 8.9% (n = 7).
Regarding gastrointestinal GVHD, diagnosis was made at a mean of 35 days post-

transplantation (Range: 6-130). Four patients developed late acute GVHD over 100
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days post-HCT (+106, +111, +122, +130). Clinical gastrointestinal GVHD grade was:
27 patients (67.5%) had peak grade I-1l and the remaining 32.5% a moderate form
(grade 111). None of the patients had a grade IV gut GVHD. Regarding GVHD outcome,
first line treatment included: topical treatment with beclomethasone dipropionate and
budesonide in 18 patients (44%), systemic treatment with prednisone 1-2 mg/kg in 9
(22%) and both topical and systemic in 14 patients (34%). The rate of response to this

first line therapy was 87.8% (n= 36).

RISK FACTORS FOR THE DEVELOPMENT OF GASTROINTESTINAL GVHD:
UNIVARIATE ANALYSIS

To test the hypothesis that HP infection was associated with a lower frequency of gut
GVHD, we compared the frequency of baseline HP infection in patients with GVHD
(10/41, 24%) and without GVHD (17/38, 45%) (p=0.05). Other significant factors
related to the frequency of gastrointestinal GVHD by univariate analysis included
patient female sex (decreased GI GVHD frequency), unrelated donor (increased GVHD
frequency), and myeloablative conditioning (increased GVHD frequency) (Table 2).
We conducted a stratified analysis for the association between HP infection and GVHD
in order to detect potential confounders. Unrelated donor was significantly more
frequent in HP positive than in HP negative patients (66% and 34 % respectively)
(p=0.048). HP infection was not associated with the development of acute skin or liver
GVHD or with clinical severity or histological grade of gastrointestinal GVHD. HP
infection was not associated with the location of the symptoms (upper or lower) in the

acute gastrointestinal GVHD.
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Table 2: Univariate analysis of the variables related with the development of acute gastrointestinal

GVHD.
Patient with Patients without

Variables GVHD GVHD p

N= 41 (51.9%) N= 38 (48.1%)
Sex (women) 16 (43.2) 21 (56.8) 0.14
Mean age, years (standard deviation) 48 (13.1) 46 (13.6) 0.60
Type of donor (Unrelated) 27 (65.9) 14 (36.8) 0.01
Type of conditioning (Myeloablative) 19 (63.3) 11 (36.7) 0.11
Donor recipient gender mismatch (yes) 23 (62.2) 24 (60) 0.84
ABO major incompatibility (yes) 10 (24.4) 4 (10.5) 0.10
GVHD prophylaxis (Tacrolimus + Sirolimus) 17 (43.6) 22 (56.4) 0.14
GVHD prophylaxis (Tacrolimus + MTX) 17 (65.4) 9 (34.6) 0.09
GVHD prophylaxis (Tacrolimus/CSP + MMF) 7 (17.1) 7 (18.4) 0.87
Helicobacter pylori infection (yes) 10 (24.4) 17 (44.7) 0.05

RISK FACTORS FOR THE DEVELOPMENT OF GASTROINTESTINAL GVHD:

MULTIVARIATE ANALYSIS

In the multivariate model using binary logistic regression to identify factors which

might be associated with the development of acute gastrointestinal GVHD, we included

age, sex, type of conditioning, donor type (related / unrelated), donor recipient gender

mismatch, ABO major incompatibility and type of GVHD prophylaxis. There was an

interaction between the terms HP infection and patient female sex. In a multivariable

model, HP infection and patient female sex were independently associated with a lower

frequency of GI GVHD (OR=0.19 (95% CI: 0.05-0.67) and OR=0.028 (95% CI: 0.08-

0.87), respectively). An unrelated donor and myeloablative conditioning were

associated with a higher frequency of GI GVHD (Table 3).
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Table 3: Significant variables related to the development of acute gastrointestinal GVHD after a
multivariate analysis using binary logistic regression.

Variables p OR (95% ClI)

Helicobacter pylori infection (yes) 0.010 0.19 (0.05-0.67)
Sex (Women) 0.028 0.2 (0.08-0.87)
Type of donor (Unrelated) 0.007 5.4 (1.60-18.2)
Type of conditioning (Myeloablative) 0.05 3.3(0.98-11.3)

SURVIVAL ANALISYS

With a median follow up of 232 days (range: 139-320) for patients alive, 5 patients
(6.3%) have died due to relapse and 15 patients (19%) due to non-relapse mortality; in
11 of them the cause of dead was GVHD related (73%). The other four patients died,
one due infectious complication and three due to sinusoidal obstruction syndrome. One
year overall survival (OS) is 74%. Regarding variables influencing overall survival, in
the Univariate analysis, related donor (p=0.04), Reduced Intensity Conditioning
(p=0.01), no acute GVHD (p=0.04) or grades 0-11 GVHD (p<0.001) were all associated
with a better OS. The variables that obtain statistical significance in the Cox
Proportional-Hazards regression were clinical severity of GVHD (no GVHD or mild
GVHD associated with a better OS) (HR=0.19 (95% CI: 0.06-0.57)), Reduced Intensity
Conditioning (HR=0.04 (95% CI: 0.006-0.32)) and Tacrolimus-Sirolimus GVHD

prophylaxis (HR=0.06 (95% CI: 0.01-0.54)).

DISCUSSION

Recent studies suggest that the bacteriological status of the patients receiving allogeneic
HCT impacts the risk of developing gastrointestinal GVHD?, especially when it
concerns the intestinal flora. Multiple studies propose that an appropriate bacteriological
status with a good diversity of bacterial colonizing the digestive tract, may cause an
immune modulation that protects against development of gastrointestinal GVHD?%,

Although HP is not considered as part of the normal bacterial flora because of its known
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injurious potential, we know that it has some immunomodulatory capacity. Laboratory
tests ascribe a modulating capacity of the immune response to HP, with an increase in
the regulatory T cells of the gastric mucosa that might modify the immune response and
prevent a Th1/Th17 response™*2 In HP infected human gastric mucosa, an enhanced
expression of Indoleamine 2, 3-dioxygenase is capable of modulating Th1/Th2 and
Th17 pathways. This mechanism lowers gastric inflammation, possibly contributing to
the persistence of HP?*. Chen and Blaser®® suggest that the intensity of the response of
the host against especially aggressive HP strands (with the cagA gene) might alter the
pattern of the Th1/Th2 immune response with the subsequent induction of
immunoregulating lymphocytes that may prevent immune hyper-reactivity responses,

such as asthma or allergy in cases where the Th2 pattern is predominant.

It is very well known that intensity of total body irradiation and chemotherapy used
during conditioning dictated the integrity of the gastrointestinal mucosa and the
subsequent transfer of bacterial lipopolysaccharide and other ‘“danger/pathogen-
associated molecular patterns” (DAMPS/PAMPS) into the systemic circulation. These
molecules activate TNF and interleukins 1 and 6 2°?® and recipient antigen-presenting

cells (APCs)®® stimulating donor T cells®®®

and generating tissue inflammation,

allowing the access of T cells to GVHD target tissue*’. The impact of HP in decreasing

acute GVHD could be due to its capacity in promoting an increase of T regulator cells
11,1225,

on gastrointestinal tissue ; moreover increasing Tregs is associated with a reduced

GVHD incidence *.

Recent meta-analysis suggests that colonization by HP might protect against the
development of certain autoimmune disorders, such as asthma®** and atopic dermatitis®.
Particularly, Helicobacter pylori neutrophil-activating protein has been shown to act as

an immune modulating agent to suppress Th2 responses in ovalbumin-induced allergic
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asthma and Trichinella spiralis infection®

. We should emphasize the negative
association that has been established in several studies between inflammatory bowel
disease (IBD) and HP infection with a significant relative risk lower than 1 in a recent
meta-analysis®’. Thirteen of the studies of this meta-analysis found a relative risk higher

than 1. The authors concluded that these results suggest that HP infection might have a

beneficial effect in the development of IBD.

Regarding relationship between HP infection and GVHD, two prospective and one
retrospective studies have been published until now. Whereas in the Correia-Silva et al*®
paper no relationship between HP infection and the development of GVHD was
observed in 46 patients who received an allogeneic transplant, our group reported in a
retrospective study™ with 198 patients that HP infection had a negative modulating
effect on the development of acute GVHD (RR=0.60 (95% CI: 0.46-0.79) p=0.001) and
chronic GVHD (RR=0.75; (95% CI: 0.61-0.92) p=0.016). Furthermore, the presence of
HP was inversely correlated with the histological severity of GVHD (p=0.003). Based
on that study, we try to demonstrate in a prospective study our hypothesis of the
prospective role of HP infection on the appearance of intestinal acute GVHD. In this
prospective study with 79 available patients, we again observe that in patients
undergoing HCT, HP infection is associated with an independent and statistically
significant protective effect against the development of acute gastrointestinal GVHD
(OR=0.19 (95% CI: 0.05-0.67)). However, the previous correlation with the histological
severity was not confirmed in the present study. One explanation for that is that more
patients in the HP positive group were transplanted from an unrelated donor which is
associated with a higher risk of developing advance grades I11-1V GVHD. HP appears

as a protective factor of GVHD in the multivariate analysis which means that this

protective factor overcome the type of donor. That could be also the reason of the
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absence of association between HP infection and a better overall survival; this effect
would be subrogated to the development of gastrointestinal GVHD. Another

prospective study in 128 patients by Au et al*®

, reported a significant reduction in the
risk of developing acute gastrointestinal GVHD (RR=0.36 (95% CI: 0.13-0.98) p=0.04)
in patients with HP infection. Our data confirm the results of Au et al, however it is
important to point out that Au’s paper includes only patients with sibling donors
receiving bone marrow hematopoietic cells; in our study 93% of patients received
peripheral blood stem cells and 51.9% from an unrelated donor; for that reasons this

scenario is associated with a higher risk of GVHD (18% of gut GVHD in the Au paper

as compared with 51% in our series).

Considering the fact that prevalence of HP infection is decreasing in developed
countries due to eradication treatments, regular and widespread use of broad-spectrum
antibiotics during HCT and that intestinal flora is reduced and changed after
chemotherapy*® we could observe a slowly progressive increase in the incidence of
gastrointestinal GVHD in the future as it has already been observed in some studies®.
Before eradicating HP in asymptomatic patients who are going to proceed to allogeneic
transplant, potential protective effect on GVHD should be taken into account. To the
best of our knowledge, this is the first prospective study suggesting HP infection
protection against acute gastrointestinal GVHD in non-Asian countries in patients
receiving peripheral blood HCT from related and unrelated donors. These and other new
developments in microbiota will help in the future to decrease intestinal GVHD

improving transplant outcome.
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OTROS RESULTADOS

4.2 OTROS RESULTADOS

4.2.1 EVALUACION MEDIANTE IMAGEN DE BANDA ESTRECHA (NBI) DE LOS

PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

En nuestro estudio, se han realizado endoscopias digestivas altas utilizando la técnica de
NBI a 50 pacientes con sintomas sugestivos de EICH gastrointestinal con endoscopio
Olympus® modelo 190 con procesador EXERA 111 sin observarse un patron vascular
significativo caracteristico de la EICH. Esto quizas sea debido a que las lesiones
estudiadas con NBI (lesiones neoplasicas o premalignas, la infeccion por HP o la
gastritis cronica o atréfica) son patologias crénicas (Figura 13) que ocasionan una
modificacion de la arquitectura vascular de la pared gastrica y por ello, reconocibles
mediante esta técnica. Las lesiones propias de la EICH gastrointestinal se caracterizan
por una inflamacidon aguda microscopica que probablemente no altere dicho patron
vascular y probablemente solo sean valorables dichos cambios en pacientes que

desarrollen una EICH gastrointestinal cronica.
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Figura 13: Distintos patrones de mucosa géstrica a nivel de cuerpo bajo vision con NBI y magnificacion. A: patron

normal. B, Cy D: patrones alterados patolégicos. (65)

Se ha realizado USE a 27 pacientes con medicion del grosor de la pared a nivel de
cuerpo y antro gastrico y a nivel de duodeno. En cada una de las localizaciones descritas
se ha procedido a medir el grosor de las capas mucosa, submucosa y muscular. El
grosor de la pared gastrica es ligeramente mayor en lo pacientes con EICH moderada o
grave con respecto a los pacientes con EICH leve o no EICH aunque estas diferencias

no son significativas.

Los pacientes con endoscopias realizadas por nuestro grupo y que han sido recogidas
para la realizacion de este proyecto de investigacion, han presentado una tasa de
complicaciones muy baja. La incidencia de hemorragia digestiva tras la realizacion de
biopsia fue del 1% (4 de 391 procedimientos de biopsia). La hemorragia fue leve en tres
casos y moderada en un caso que requirié técnicas endoscopicas para su control. En

ninguna de las USEs realizadas se document6 ninguna complicacién.
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I DISCUSION

5. DISCUSION

La endoscopia digestiva juega un papel muy importante en el diagnéstico de la EICH
gastrointestinal. Sin embargo los resultados obtenidos en los diferentes estudios
publicados en cuanto al rendimiento de dicha técnica son contradictorios (47; 49; 50).
Los hallazgos endoscépicos son por lo general poco especificos y dependen del area
biopsiada (47). Ademas la correlacion con el grado clinico e histolégico varia de unos
estudios a otros (42; 47; 50). Cheung y colaboradores, en el afio 2008, publicaron un
estudio retrospectivo de 101 pacientes en el cual comparaban los hallazgos
endoscopicos con los histologicos. Los hallazgos endoscépicos revelaron una
asociacion estadistica significativa con las anormalidades histoldgicas (OR=33,6 IC
95%: 4,3-261,1) y la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y
el valor predictivo negativo (VPN) fueron del 98%, 44%, 57% y 95% respectivamente.
El coeficiente kappa de concordancia entre la graduacion endoscépica e histologica fue
del 0,423 (p<0,001) (42). En nuestro estudio (130), la sensibilidad de los hallazgos
endoscopicos para el diagnostico de EICH fue del 34%, la especificidad del 65%, el
valor predictivo positivo (VPP) del 73% vy el valor predictivo negativo (VPN) del 48%
resultados inferiores a los reportados para esta localizacion. Por otro lado, 30 pacientes
(35,3%) presentaban signos endoscépicos de EICH a pesar de que posteriormente no se
confirm6 el diagnostico de EICH ni histologica ni clinicamente. Los hallazgos
endoscopicos no se relacionaron con la gravedad clinica ni histoldgica.

Sin embargo, con el estudio histolégico se obtuvo una sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN para las biopsias gastricas del 89%, 30,6%, 63,8% y 67% respectivamente,
valores que se asemejan a los publicados por Ross y colaboradores (40). Ademas

observamos una correlacion entre la graduacion histolégica y el grado clinico de la
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EICH gastrointestinal (p = 0,018) con una r de Pearson de 0,24 (p = 0,006) similar a la
encontrada por Melson y cols (50) y al contrario de lo que postula Thompson y cols
(47).

Nuestros resultados muestran que el diagndstico basado en los hallazgos endoscépicos
es pobre, con un elevado porcentaje de falsos positivos y negativos, y que estos
hallazgos endoscdpicos no se correlacionan con la gravedad clinica. Sin embargo, los
cambios histolégicos compatibles con EICH de las biopsias gastricas son semejantes a
los de otros grupos y se correlacionan con la clinica. Nuestros datos sugieren que debe
realizarse una recto-sigmoidoscopia para obtener un mayor rendimiento diagnostico de
la gastroscopia solo en determinados casos y que debe tenerse en cuenta el riesgo de
sangrado post-biopsias, y que la doble exploracion supone una sobrecarga para los

Servicios de Endoscopias.

Posterior a la publicacion realizada por nuestro grupo, se han publicado cuatro estudios
relacionados con la endoscopia en la EICH. El primer estudio, publicado por Martinez
et al (131), observa que las endoscopias seriadas en los pacientes con clinica compatible
con EICH gastrointestinal consigue un cambio en la actitud terapéutica en el 77% de los
pacientes con respecto a los hallazgos del primer procedimiento. El estudio de Kreisel et
al (46), retrospectivo, evalud las colonoscopias realizadas por sospecha de EICH en 175
pacientes. Definieron unos nuevos criterios endoscépicos (Criterios de Freiburg) para el
andlisis de las colonoscopias en estos pacientes y obtuvieron una sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN del 89,2%, 79,4%, 79,6% y 89% respectivamente para el
diagnodstico de la EICH gastrointestinal, obteniendo valores ain mas altos en los casos
en los que se habia explorado el ileon terminal. Los buenos resultados obtenidos en el
estudio de Kreisel con respecto a la capacidad diagndstica de los criterios endoscépicos

macroscopicos probablemente se deba a que excluyeron del andlisis los casos de EICH
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grado | que representan un alto porcentaje de endoscopias en las que no se observan
alteraciones macroscopicas y consideran que en este grupo no se debe realizar un
cambio terapéutico. Durante 2014 han aparecido dos estudios, el primero de Nomura et
al (132), que analiza retrospectivamente los hallazgos endoscopicos e histoldgicos de las
gastroscopias realizadas a 115 pacientes con sospecha de EICH gastrointestinal. Segun
Nomura los hallazgos endoscépicos (eritema, erosiones, exfoliacion mucosa...) son
utiles para el diagndstico de la EICH gastrointestinal y el estudio histoldgico se debe
realizar incluso cuando la mucosa es normal, observacidn realizada también en nuestro
articulo (130). El otro estudio publicado en 2014, evalud retrospectivamente 201
estudios endoscopicos altos en pacientes que recibieron un TACH. Obtuvieron una
pobre concordancia entre la histologia y el grado clinico, inferior a la observada en
nuestro grupo, asi como entre la histologia y el grado endoscopico y una concordancia

significativa entre el grado endoscépico y el grado clinico (133).

En cuanto a la relacién entre EICH y HP se han publicado, hasta el inicio de este
proyecto de investigacion, dos estudios: un estudio brasilefio prospectivo publicado en
2006 que no encontrd relacion entre la infeccidén por HP (determinada mediante PCR en
saliva) y el desarrollo de EICH en 46 pacientes sometidos a trasplante alogénico (123);
y un estudio chino prospectivo publicado en 2003 (124). Au y colaboradores estudi6 la
relacion entre la infeccion por HP previa al trasplante y el desarrollo posterior de
mucositis (toxicidad medicamentosa) o EICH aguda en 128 pacientes. Realizaron
serologias mediante ELISA (enzyme linked inmunosorbant assay) antes de la
realizacion del trasplante. No obtuvieron un aumento del riesgo de mucositis en los
pacientes portadores de HP, pero si obtuvieron en estos pacientes una disminucion

significativa del riesgo de desarrollo de EICH gastrointestinal agudo (p=0,04; RR=0,36;
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IC 95%: 0,13-0,98). Al realizar un analisis multivariente, la no infeccion por HP y la
presencia de mucositis, permanecian como predictores independientes del desarrollo de
EICH gastrointestinal. Hay que tener en cuenta que el estudio de Au y colobadores
incluye solamente pacientes con donantes emparentados y que recibieron un trasplante
de células hematopoyéticas de médula Gsea por lo que el escenario donde se ha

estudiado dicho efecto no corresponde con el actual en las unidades de trasplante.

Nuestro grupo ha publicado un estudio sobre la relacion entre HP y la EICH (134) y ha
realizado un estudio prospectivo (ESTUDIO PEEICH) cuyos resultados estan
pendientes de publicacion. El estudio publicado retrospectivo recogio un total de 338
endoscopias digestivas altas (gastroscopias) realizadas a 198 pacientes que habian
recibido un TACH y que desarrollaron sintomas clinicos sospechosos de EICH. Se
observé un efecto modulador negativo en los pacientes con infeccion por HP para el
desarrollo de EICH aguda (RR, 0.60; IC al 95%: 0,46-0,79; p<0,001) y EICH crénica
(RR: 0,75; 1C al 95%:0,61-0,92; p<0,016). Ademas, la presencia de HP se correlaciond
inversamente con la gravedad histologica de la EICH (p<0,003). El segundo trabajo se
disefid con la intencion de evitar sesgos de seleccion que podrian haber modificado los
resultados del anterior estudio. El disefio de este articulo fue prospectivo con una
evaluacion pre-trasplante de la infeccién por HP. En él se incluyeron pacientes mayores
de edad candidatos a recibir un TACH independientemente de la indicacion del mismo
asi como de las caracteristicas del mismo. Se observo mediante analisis multivariante
que los pacientes portadores de una infeccion por HP presentaban una menor incidencia
de EICH de manera significativa (OR=0.19; IC al 95%: 0.05-0.67; p=0.010). Sin
embargo, en este estudio no encontramos una correlacion entre la infeccion por HP y la

gravead histolégica probablemente debido a que se observé una incidencia mayor de
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infeccion por HP en pacientes que recibieron trasplante de donante no emparentado que

se asocia a una mayor proporcién de EICH moderada-grave.

A pesar de que HP no es considerado parte de la flora habitual gastrointestinal dado su
conocido potencial patégeno, sabemos que posee cierta capacidad inmunomoduladora.
Estudios recientes de laboratorio atribuyen al HP cierta capacidad para modular la
respuesta inmune, incrementando la expresién de marcadores celulares T-reguladores de
la mucosa géstrica que pueden modificar la inmunidad y evitar una respuesta Th1/Th17
(98; 99). En la mucosa gastrica de pacientes infectados con HP, una mayor expresion de
Indolamina 2,3 dioxigenasa es capaz de modular la respuesta Thl/Th2 y Thl7. Este
mecanismo reduce la inflamacion gastrica contribuyendo a la cronicidad de la infeccion
por HP (135). Chen y Blaser (136) sugieren que la intensidad de la respuesta del
huésped ante cepas especialmente agresivas de HP (portadoras del gen Cag A) podrian
alterar el patrén Th1/Th2 con la induccion de linfocitos inmunoreguladores que podrian
prevenir respuestas inmunes de hiperreactividad como las que se dan en el asma o la

atopia donde el patron Th2 es el predominante.

Varios grupos han demostrado que la intensidad de la radiacion total y la quimioterpaia
utilizada en el acondicionamiento del TACH altera la integridad de la mucosa
gastrointestinal y favoreceria la transferencia de moléculas de origen bacteriano de la
flora intestinal a la circulacion sistémica. Estas moléculas activarian al TNFe IL 1y 6
(16; 18; 19), asi como a las células presentadoras de antigenos (137) de manera que se
estimularian las células T del donante (20; 138) y la formacion de un proceso
inflamatorio que permitiria el acceso de las células T al tejido diana en la EICH (139).
El impacto de la infeccién por HP en la disminucion de la EICH aguda gastrointestinal

podria ser debido a su capacidad en la produccion de linfocitos T reguladores en el
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tejido gastrointestinal (98; 99; 136), ya que es bien sabido que el aumento de linfocitos

T reguladores se asocia con una menor incidencia de EICH (21).

Si consideramos que la prevalencia de la infeccion por HP esta disminuyendo en los
paises desarrollados debido a la utilizacion de tratamiento erradicadores de la
enfermedad, el uso generalizado y regular de antibiéticos de amplio espectro en el post-
trasplante y que la flora intestinal se reduce y cambia tras los tratamientos de
quimioterapia (92), podriamos observar un incremento lentamente progresivo en la
incidencia de la EICH gastrointestinal en un futuro, como ya se ha observado en varios

estudios (53).

Otro aspecto importante a destacar como conclusion de estos estudios seria la actitud a
seguir en el caso de que se diagnostique una infeccion por HP en una paciente con
sospecha clinica de EICH gastrointestinal. Nuestra recomendacion seria no erradicar el
HP a no ser que presentara indicaciones para su tratamiento segun las guias de consenso

publicadas al respecto (129; 140).
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I CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

PRIMERA

La rentabilidad diagndstica de la endoscopia digestiva alta para el diagndstico precoz de
la Enfermedad Injerto contra Huésped es baja. La tasa de complicaciones de los

procedimientos endoscopicos diagnosticos es también baja.
SEGUNDA

La utilizacion de nuevas técnicas endoscopicas como el sistema NBI y la
ultrasonografia endoscopica no parecen ser Utiles para el diagndstico precoz de la

Enfermedad Injerto contra Huésped cuando afecta al tracto gastrointestinal.
TERCERA

Los resultados de las biopsias gastricas muestran una alta rentabilidad con una
sensibilidad del 89% y un VPN del 67%. El grado histolégico de las biopsias obtenidas

con dicho procedimiento se relaciona con el grado clinico de la enfermedad.
CUARTA

En el estudio retrospectivo la infeccidn por Helicobacter pylori ejerce un papel
inmunomodulador protector contra el desarrollo de la Enfermedad Injerto contra
Huésped gastrointestinal tras el Trasplante Alogénico de Células Hematopoyéticas. La
infeccidn por Helicobacter pylori se correlaciond inversamente con la incidencia y con

la gravedad histolégica de la misma.

QUINTA
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En el estudio prospectivo de nuevo se observa un efecto protector de la infeccion por
Helicobacter pylori contra el desarrollo de la Enfermedad Injerto contra Huésped

aunque en esta ocasion no se correlaciond con la gravedad histoldgica.

SEXTA

Estos datos indicarian la no conveniencia de tratar la infeccion por Helicobacter pylori
en pacientes que van a ser sometidos a TACH, salvo patologia grave concomitante por

esta infeccion.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Aprobacion del estudio por parte del Comité Etico del Hospital
Universitario de Salamanca.

HOSPITAL

UNIVERSITARIO ‘
B SALAMANGCA Sacyl
Paseo de San Vicente, 58-182 a4 AL 1 1
37007 Salamanca
Comité Etico de Investigacion Clinica E-mail: comite.etico husa@saludcastillayleon.es
Teléfono: 923 28 1516 )

EL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL AREA DE SALUD DE
SALAMANCA,

INFORMA:

Que el Proyecto de Investigacion presentado por el Dr. Antonio Velasco
Guardado y la Dra. Lucia Lépez Corral,

Titulado:

“ESTUDIO PEEICH: NUEVAS TECNICAS ENDOSCOPICAS EN LA
ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESPED Y SU ASOCIACION CON
LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI".

Que presentan como investigadores responsables y realizaran conjuntamente
los Servicio de Digestivo y Hematologia de este Centro, SE AJUSTA A LAS

NORMAS ETICAS Y DE BUENA PRACTICA CLINICA, establecidas para tales
estudios.

Y para que conste lo firma en Salamanca con fecha 13 de julio de 2012.

EL SECRETARIO

cio Davila Gonzalez
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ANEXO 2: Consentimiento Informado del estudio PEEICH.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: NUEVAS TECNICAS ENDOSCOPICAS Y LA RELACION DE
HELICOBACTER PYLORI EN LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESPED

INVESTIGADORES PRINCIPALES: Dr. Antonio Velasco Guardado y Dra. Lucia
Lopez Corral.

INVESTIGADORES COLABORADORES: Dr. Antonio Rodriguez Pérez, Dra.
Dolores Caballero Barrigon, Dra. Ana Mora Soler.

INTRODUCCION

Una de las complicaciones mas importantes y mas graves del trasplante de células
hematopoyéticas es la denominada Enfermedad de Injerto Contra Huésped (EICH) que consiste
en un “ataque” de las células que se han trasplantado del donante contra algunos tejidos del
receptor (usted). Los tejidos principalmente afectados son la piel, el tracto gastrointestinal
(boca, esofago, estomago, intestino delgado y grueso) y el higado, aunque si esta enfermedad se
cronifica puede afectar a otros organos importantes como el pulmon, rifion o corazon. Este
estudio intenta diagnosticar precozmente la EICH, principalmente cuando afecta al tracto
grastrointestinal, y valorar la implicacion del Helicobacter pvlori en el desarrollo de la
enfermedad (es una bacteria que habita el tubo digestivo de una gran parte de la poblacion y que
se ha relacionado con la patologia ulcerosa y ciertos tumores), de tal manera que podamos tratar
antes y mejor la enfermedad e impedir que esta progrese a otros tejidos. Por el momento, se
desconoce qué papel juega esta bacteria en el desarrollo y en la evolucion de la Enfermedad de
Injerto Contra Huésped. También desconocemos qué utilidad tiene la Ecoendoscopia (técnica
novedosa que combina en ¢l mismo procedimiento endoscopia y ecografia) en el diagnostico de
la Enfermedad de Injerto Contra Hudsped.

Por favor, lea atentamente este formulario de consentimiento y coméntelo con su médico del
estudio. Puede reflexionar sobre éste el tiempo que necesite o comentarlo con su familia o
amigos antes de tomar una decision. Si decide que quiere participar en este estudio le pediremos
que firme el formulario de consentimiento para confirmar que ha sido informado sobre este

estudio, que se ha contestado a todas sus preguntas y que acepta participar.

Firma del paclente:........semmssmsmsmsrssesss POCRR csssisswssmsssnins Pagina 1
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INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO, PROCEDIMIENTOS Y
RESPONSABILIDADES DEL SUJETO

Este estudio se realiza en el Hospital Universitario de Salamanca y participan en ¢l los Servicios
de Hematologia y Digestivo. Para participar en el estudio se requiere ser mayor de edad y ser
candidato a recibir un trasplante de células hematopoyéticas.

En primer lugar usted deberd responder a un cuestionario sencillo sobre patologia digestiva.
Posteriormente sc le realizara un test de aliento (técnica sencilla, no invasiva, facil de realizar y
sin posibles efectos perjudiciales para ¢l paciente). El equipo de hematologia realizara las
prucbas necesarias y habituales previas al trasplante y posteriormente se¢ realizara el trasplante.
Este estudio no implica la modificacion de ningin procedimiento diagndstico o terapéutico que
requiera el trasplante. Posteriormente durante el seguimiento, si usted comienza con sintomas
digestivos que al responsable de Hematologia sugieran una Enfermedad de Injerto Contra
Huésped, se le realizara una técnica endoscopica doble bajo sedacion con toma de biopsias para
estudiar la afectacion del tubo digestivo (esofago, estomago y duodeno) por dicha enfermedad.
Este procedimiento denominado endoscopia digestiva alta o gastroscopia es el que se realiza
habitualmente para diagnosticar esta complicacion. En este caso se realizaria una endoscopia
convencional seguida de una Ecoendoscopia que es una técnica novedosa que combina
endoscopia y ecografia, ambas bajo la misma sedacién y durante ¢l mismo procedimiento.

En caso de presentar en la endoscopia signos que sugieran Enfermedad de Injerto Contra
Huésped, se tomaran biopsias que confirmaran el diagnostico y se iniciara el tratamiento que su
Hematologo considere adecuado. En el caso en que usted no presente ningun sintoma o signo
que sugiera la presencia de Enfermedad de Injerto contra Huesped, se le realizara un nuevo test
de aliento pasado 100 dias del trasplante.

RIESGOS
Se le informara debidamente antes de cualquier procedimiento de los riesgos de cada uno de

ellos y se le dard un documento de consentimiento informado previo a la realizacion del mismo

(tanto para cl test de aliento, como para la endoscopia).

GASTOS, PAGO POR LA PARTICIPACION Y BENEFICIOS

La participacién en el estudio no le supondra coste alguno. Usted no recibird ninguna
compensacion econémica, ni directa ni indirecta, por participar en este estudio. La recogida de
su informacién para este estudio de registro de datos no implica riesgo o beneficio alguno para
usted. Los datos obtenidos pueden ser de interés cientifico y por tanto de utlidad para otras

personas que requieran ¢l mismo tipo de tratamiento.

Firma del paciente:.........ccoevveevemvenunnsneenns Fecha. ..o vveevemverensseses Pagina 2
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PREGUNTAS
Si tiene cualquier pregunta relacionada con su participacion en este estudio, con sus derechos
como participante o si en cualquier momento piensa que ha padecido una reaccion adversa del

medicamento que esta tomando, pongase en contacto con:

Nombre del médico a contactar para este estudio: Dr. Antonio Velasco Guardado
Teléfono de contacto: 923291400 — 923291100 (extension 979).

CONFIDENCIALIDAD
Los investigadores principales garantizaran la confidencialidad de los datos de los sujetos y

velara porque se cumpla en todo momento con lo establecido por la Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. En este Estudio se recogerin
datos relativos a su salud de su Historia Clinica y/u otros registros del Estudio. La informacion
recogida sera Gnicamente empleada para investigacion clinica. Los documentos ¢ informacion
que de usted pudieran recogerse durante la realizacion del Estudio se mancjaran de forma
estrictamente confidencial y seran, en cualquier caso, tratados de forma anonima. puesto que no
se recogeran ni su nombre, ni sus iniciales, ni cualquier otro dato que permita identificarle. Por
tanto la publicacion de los resultados del Estudio en ninglin caso podra permitir su
identificacién. Conforme a las disposiciones legales, usted tiene derecho a conocer los datos del
estudio que sobre usted se recojan, a obtener una copia, y a conocer el uso que puedan darse a

los mismos. Dicha informacion le sera suministrada por el investigador.

ABANDONO/PARTICIPACION VOLUNTARIA

El investigador puede interrumpir su participacion en el estudio sin su consentimiento en
cualquier momento. Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted tiene derecho a no
participar en este estudio y si participa, tiene derecho a retirar su consentimiento y suspender su
participacion en cualquier momento. En ninguno de los dos casos su decision supondra
perjuicio alguno ni pérdida de beneficios a los que legitimamente tiene derecho en ¢l cuidado de
su salud. Usted podra abandonar ¢l estudio en cualquier momento de su desarrollo. En ¢l
supuesto de que Ud. se retirara del mismo, los datos clinicos recogidos hasta ese momento
podrin seguir siendo utilizados en los términos previstos en el presente documento, pero bajo
ningln aspecto se recogeran datos clinicos nuevos y posteriores a su retirada del estudio. Si

decide suspender su participacion en el estudio debe informar primero a su médico del estudio.

Firma del paciente:........cccouveurncemcsinissnninns PO civsvisinvmmsiisrin Pagina 3
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CONSENTIMIENTO

| ANEXOS

He leido este formulario de consentimiento cuyo contenido me fue explicado. Mis preguntas

han sido contestadas. Accedo voluntariamente a participar en este estudio de investigacion y

recibiré una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento. Certifico que no

participo actualmente en otro estudio de investigacion y que he hablado con ¢l médico del

estudio sobre las consecuencias de tal actividad.

Con la firma de este formulario de consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos

legales. Al firmar este impreso de consentimiento informado, yo en mi propio nombre o a través

de representante en su caso, autorizo el acceso a mis datos clinicos en los términos expuestos en

este documento.

Firma del sujeto

Nombre del sujeto en letra de imprenta

Fecha: dd'mm/aaaa

Firma del representante legal (si fuera necesario)

Nombre del representante legal en letra
de imprenta (si fuera necesario)

Fecha: dd’'mm/aaaa

Firma del investigador que explica el consentimiento

Nombre del investigador que explica el
consentimiento en letra de imprenta

Fecha: dd’'mm/aaaa

Firma del paciente:.........ccocovinncnnisiinnns

Pagina 4

131




ANEXO 3: Encuesta sobre historia previa de ulcus péptico o posibles tratamientos
erradicadores de HP.

ESTUDIO PEEICH
PACIENTE NUMERO:.........cocon...

¢Ha tenido antecedentes de Ulcera gastrica o duodenal?

sil_] ¢cugndorei, no ]

¢Ha recibido alguna vez tratamiento con antibidticos para la tlcera gastrica o
duodenal?

| D dCuando?....eeericiniens NO D

¢Ha recibido tratamiento antibiético para eliminar una bacteria del estémago llamada
Helicobacter pylori?

Sl I:I Cuando?....coeeieeeiinnns NO I:l

¢Toma actualmente alguna medicacion para el estomago o la acidez?

sl D ECUAIP .. NO |:]
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