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|. INTRODUCCION

l.1. Antecedentes

La hemofilia es la diatesis hemorragica congénita
clinicamente mas importante por su frecuencia y su
gravedad. Las primeras referencias de la enfermedad se
encuentran en el Talmud babilénico hace méas de 1500 afios.
En él constaba que a una mujer que habia perdido a sus dos
primeros hijos varones en la circuncision, se le eximia de la
obligacion de circuncidar al tercer hijo varén

En el siglo X de nuestra era, el médico arabo-andalusi
Khalaf ibn Abbas Abu-al-Kasim (Albucasis) describié en su
vademecum varios varones de un pueblo que murieron por
hemorragia tras pequefios traumatismos; y en el siglo Xli
Maimonides eximia de la circuncision a los varones, en base
a la misma regla de los rabinos, pero aplicada también
aungue la mujer esposara un nuevo marido?.

La primera referencia de la enfermedad en Estados
Unidos se remonta a 1791, en el obituario de Isaac Zoll, en
el que se cita la muerte de seis hermanos después de
minimos traumatismos?. El trastorno hemorragico recibe el
nombre de hemofilia en 1828 en el tratado de Hopff 3.

Al inicio del siglo XIX se conocia la existencia de la
fibrina y se consideraba que la coagulacibn era una
propiedad del plasma. Wright, en 1893, observé que los
hemofilicos tenian alargado el tiempo de coagulaciéon en

sangre total. A mediados de la década de los 30 del siglo

15



pasado, Armand Quick desarroll6 un método de laboratorio
conocido con el nombre de tiempo de protrombina o tiempo
de Quick, siendo todavia una de las pruebas hemostéticas
béasicas actualmente?. Este mismo autor, demostré también,
en 1954, que el tiempo de protrombina es normal en los
hemofilicos®¢. En 1936, Patek y Taylor descubrieron la
sustancia deficiente en los hemofilicos al observar que una
fraccion globulinica del plasma normal corregia el defecto de
coagulacion del plasma hemofilico, y la denominaron
globulina antihemofilica’. En el afio 1947, el médico
argentino Pavlovsky observé que la mezcla de sangre de
dos pacientes con hemofilia se comportaba como sangre
normal y que la transfusion de sangre de un hemofilico a
otro mejoraba el tiempo de coagulacion en el receptor; lo
cual orientd hacia la presencia de una nueva globulina®. En
1952, Biggs describié la enfermedad de Christmas, en
reconocimiento del paciente afecto, lo que sirvi6 para
diferenciar dos tipos de hemdfilia®. Sin embargo, hasta 1973
no se reconocieron como entidades independientes la
glicoproteina procoagulante factor VIII (FVII) vy Ila
glicoproteina multimérica del factor von Willebrand (FVW)2°,
La hemofilia A se debe a defectos en el gen F8 que
provocan la ausencia o la disminucion de la actividad del
FVIII plasmatico. La hemofiia B estd causada por
alteraciones en el gen F9 que tienen como consecuencia la

pérdida o disminucion de la funcion del factor IX (FIX) de la
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coagulacion. Ambos genes estan situados en el extremo del
brazo largo del cromosoma X. La incidencia de la hemofilia
esta en torno a 1/5.000 varones con una distribucion
homogénea en todo el mundo. Aproximadamente el 85%
son hemofilicos Ay el 15 % hemofilicos B. Dependiendo del
valor del factor plasmético se divide en hemofilia grave,
cuando el valor es menor de 1UI/dL, hemofilia moderada,
cuando el valor es de 1-5 Ul/dL, y hemofilia leve, si el valor
es superior a 5 Ul/dL1?,

El factor VIII se sintetiza en los endotelios vasculares,
fundamentalmente el hepéatico, como un precursor inactivo
de 2.351 aminoéacidos con un peso molecular de 330 kDa.
Tras la eliminacion de los 19 aminoé&cidos del péptido sefial,
gueda la molécula madura de 2.332 aminoacidos con una
estructura en dominios Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2. El FVIII
es un heterodimero que consta de dos cadenas, la pesada
con un peso molecular entre 90 y 200kDa, comprende los
dominios A1-B; la cadena ligera de aproximadamente 80kDa
se corresponde con los dominios de A3 a C2'2. El dominio B
no interviene en la funcién biolégica'®, y el resto de los
dominios interacciona con otros componentes clave de la
cascada de la coagulaciéon sanguineal41>,

El FVIII circula en plasma a muy baja concentracion
(~ 100 ng/mL), unido a su transportador, el FVW) formando

un complejo no covalente que se mantiene unido por fuerzas
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electrostaticas labiles, el cual protege al FVIII de la
protedlisis y de un aclaramiento rapido.

l.2. Tratamiento de la hemofilia

La transfusibn sanguinea se empieza a practicar a
principios del siglo XIX. En 1840, Samuel Lane, médico del
St George’s Hospital Medical School de Londres, practico
una transfusion de sangre a un hemofilico en una
hemorragia postquirtrgica'®. Durante el siglo XX los
conflictos bélicos en Europa marcan los progresos en la
transfusion. El germen del tratamiento sustitutivo actual tiene
su origen en los afios 40 del pasado siglo, cuando Edwin J.
Cohn consiguio el fraccionamiento del plasma con diferentes
concentraciones de etanol’. Un hecho verdaderamente
determinante fue el que Judith Pool, en 1964, describiese
gue la fraccion crioprecipitada del plasma fuese rico en FVIII.
Esto sirvi6 como base para la obtencion de los concentrados
liofilizados a principios de los afios 702,

La disponibilidad de los concentrados de factor, otro de
los cambios sustanciales en el tratamiento de la hemofilia,
permiti6 un tratamiento mas precoz, al poder efectuar
administraciones domiciliarias y por lo tanto aplicar con mas
facilidad, los tratamientos profilacticos.

La clonacion de los genes del FIX y del FVIII, a mitad
de los afos 80'%20, fue el punto de partida para la

consecucion de los concentrados de origen recombinante
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mediante ingenieria genética. Desde entonces se ha
progresado mucho tanto en la seguridad biol6gica de los
concentrados como en la obtencion de factores de vida
media mas prolongada. La terapia génica es uno de los
tratamientos en desarrollo para esta enfermedad. Desde
hace mas de dos décadas, tenemos la reiterada percepcion
de una pronta instauracion de este recurso en los
tratamientos rutinarios, pero todavia seguimos en fase de
investigacion. Figura 1.

Antes de la amplia disponibilidad de concentrados del
factor de la coagulacién deficitario correspondiente, un
namero considerable de pacientes con hemofilia no
alcanzaba la edad adulta, dado que solian morir por
hemorragias. El desarrollo de estos concentrados a partir de
los afios 70 del pasado siglo, permitié que la esperanza de
vida de los hemofilicos pasase de 7,8 afios antes de 1939 a
mas de 70 afios en 20012123, en los paises con suficientes
recursos economicos. Con anterioridad al afio 1985, estos
concentrados no estaban sometidos a procedimientos de
inactivacion viral. Esto supuso un alto porcentaje de
infecciones por virus hemotransmisibles, fundamentalmente
el virus de hepatitis C (VHC) y el de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Estas infecciones originaron un descenso de
la esperanza de vida en la década de los 80 y los 90,
durante las que se produjo un pico de mortalidad debido

fundamentalmente a la infeccion por el VIH. En un estudio
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prospectivo realizado en Holanda?3, en una poblacion de 967
pacientes hemofilicos seguidos entre 1992-2001, Ila
esperanza de vida, independientemente de la gravedad, era
de 67 afios (59 en los pacientes graves), 70 si eran VIH
negativos y 74 si negativos para VIH y VHC; lo cual se
aproximaba a los 76 de la poblacion general. Si comparamos
estos datos con los publicados previamente por este grupo,
la esperanza de vida de los pacientes con hemofilia grave
habia descendido de 63 a 61 afios en el periodo 1973-1986,
y de 61 a 59 en el periodo de 1986-19922%*. Este descenso
esta relacionado con la epidemia del VIH.

En el momento actual, en los paises desarrollados,
podemos decir que los nifios con hemofilia tienen una
esperanza de vida muy cercana al de la poblacion general.
Entre los diferentes factores relacionados con la mejora en la
esperanza y calidad de vida de estos pacientes, se pueden
mencionar la disponibilidad de concentrados de factores de
alta calidad, es decir, concentrados plasméaticos sometidos a
procedimientos de inactivacion viral, asi como la introduccion
de productos recombinantes desde principios de los afios 90

del pasado siglo.
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Figura 1. Evolucién del tratamiento de la hemofilia
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|.3. Desarrollo de inhibidores

El tratamiento méas habitual de la hemofilia es la
administracion del factor deficitario, el cual puede
desencadenar la aparicion de anticuerpos, conocidos como
inhibidores, que neutralizan la funcion de la proteina
infundida

Todas las mejoras conseguidas con la infusion de
concentrados son muy evidentes en los pacientes que no
desarrollan inhibidores. Por el contrario, al paciente con
inhibidores no le es util el tratamiento sustitutivo. Ademas, la
eficacia de los tratamientos alternativos es menor. Por lo
tanto, el paciente con inhibidores tiene mas riesgos vitales y
una peor calidad de vida.

La aparicion de los inhibidores ya se habia observado
en la época de las transfusiones de sangre total®>26, El
problema se hizo mas evidente tras la utilizacion de los
concentrados de FVIII con mas controversia desde la
incorporacion de los concentrados de origen recombinante.

Actualmente se considera que la aparicibn de
inhibidores es la complicacion mas seria y que condiciona en
mayor medida el tratamiento y la calidad de vida de los
hemofilicos. Este problema es mucho mas frecuente en
hemofilia A (21-33%) sobre todo en los pacientes graves?’-29,
mientras que en los hemofilicos A leves y en la hemofilia B la

incidencia es inferior3?-35, La aparicion de los inhibidores se
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suele producir en los primeros afios de vida después de
recibir las primeras dosis de concentrado de factor?7:28:36-38,

Los pacientes con inhibidores pueden ser bajos y altos
respondedores. Bajo respondedor es el hemofilico que
desarrolla inhibidores pero sus titulaciones son inferiores o
igual a 5 UB/mL, aunque se le exponga de forma reiterada al
factor deficitario. Se considera alto respondedor al paciente
gue muestra titulos de inhibidor superiores a 5 UB/mL tras la
reiterada exposicion al factor deficitario.

Los mecanismos de accion de los inhibidores son
variados, aunque en general se puede afirmar que
comprometen la union (impidiéndola estéricamente) entre el
FVIII y las moléculas con las que debe interaccionar para
qgue produzca la necesaria coagulacion. Se han descrito
otras posibilidades intermedias como el bloqueo parcial que
se traduciria en actividad inhibitoria debido a la reduccion en
la cinética de liberacion FVIII por el factor von Willebrand
(FVW)%®. Los inhibidores también podrian producir un
aumento sorprendente de las protedlisis del FVII*O. Aunque
tipicamente los puntos de unién del inhibidor sobre el FVIII
se sitian en A2, C2 y A3, es posible encontrar en la
literatura médica referencias en las que se identifican
anticuerpos dirigidos contra el resto de los dominios del
factor. Asi, se han estudiado inhibidores que actuan:

— Sobre el dominio Al interfiriendo la unién al FX41,

— Sobre el dominio A2 impidiendo la unién FIXa-FVIII*2,
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— Sobre A3 blogueando las uniones FVIII-FVW, FVIII-FIX y
FVIII-FIXa*,

— Sobre C1 interfiriendo la unién FVII-FVW44,

— Sobre C2, afectando a las uniones FVIlI-fosfolipidos, FVIII-
FVW y FVIII-FXa*-%%, Habria unos epitopos en C2 “clasicos”
cuyos anticuerpos interferirian la unién de C2 con los
fosfolipidos y el FVW. Una segunda clase de anticuerpos
C2, los llamados “no clasicos”, que impedirian la activacion
del FVIII por la trombina y el FXa%!. Incluso se sugiere la
existencia de anticuerpos anti-FVIII con punto de union en el
dominio B sin efectos en la actividad fisiolégica (medidos
como titulo Bethesda), pero con consecuencias sobre la vida
media del FVIII perfundido, que se veria anormalmente
reducida al eliminarse los inmunocomplejos formados®2.

En la literatura hay pocos trabajos en los que se
relacionen los estudios de caracterizaciéon de los epitopos
con la respuesta a los ITI. En el estudio de Greningre se
aprecia correlacion de los epitopos y la respuesta en los
ITIS. En este estudio de pacientes sometidos a ITI con un
Gnico producto plasmético con FVW, se disponia de la
caracterizacion epitdpica de 10 de los 11 pacientes tratados;
en 9 de ellos se tenia sefial. En los 9 tenian especificidad
para C2 y en 4 para A2. La presencia de inhibidor dirigido
frente a A2 estaria asociada a un mal resultado; 3 de los
pacientes fracasaron y el otro fue éxito parcial, mientras que

en el resto de pacientes todos fueron éxito a excepcion de
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un éxito parcial. En el trabajo publicado por un grupo
holandés, los pacientes que respondian al ITl, tenian
predominio de inhibidores dirigidos frente a cadena ligera.
Seis pacientes con éxito y 5 fracasos; 3 de los pacientes con
éxito presentaban inhibidores frente a epitopos de la cadena
ligera y sélo uno de los 5 que fracasaron. En cuanto a los
inhibidores frente al epitopo de dominio A2, esta en 4 de 5
pacientes sin respuesta al ITl y s6lo en 2 de 6 de los que
respondieron®*. En el trabajo de Gringeri>®, aunque la serie
es mas irregular no se aprecia mejor resultado en los
pacientes con inhibidores dirigidos frente a cadena ligera, no
obstante el estudio es menos sistematico y no hay pacientes
con inhibidores dirigidos exclusivamente frente a cadena

ligera. Figura 2.
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Figura 2. Estructura de la molécula de FVIIl. Dominios del
FVIIl y epitopos frente a los que van dirigidos los inhibidores,
(en rojo). El dominios A estan flanqueado por las regiones
acidicas al, a2 y a3; ricos en residuos de cargas negativas.
La activacién proteolitica del FVIII se efectia sobre R372,
R740 y R1689 liberandose el dominio B y a3. La digestion
con trombina corta el FVIII en las regiones acidicas al, a2 y
a3, permitiendo obtener, mediante electroforesis, bandas
discretas para Al, A2 y A3-Cl1l-C2. (Obtenido de
Ananyeva,N.M; 2009%).

l.4. Tratamientos de induccién de inmunotolerancia en
hemofilia A grave

El manejo del paciente hemofilico con inhibidores es
uno de los mayores retos para los médicos dedicados al
tratamiento de la hemofilia, suponiendo un mayor
requerimiento de recursos humanos y econémicos. En estos
pacientes hay dos aspectos del tratamiento a tener en
cuenta. Por una parte se deben controlar los episodios

hemorragicos, y por otra llevar a cabo los tratamientos de
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induccion de inmunotolerancia (ITl), con el objetivo de
eliminar el inhibidor de forma permanente. Para conseguir
esta erradicacion del inhibidor los tratamientos actuales
estan basados en la exposicion al factor desencadenante, el
FVIII o FIX, de forma mas o menos intensiva y continuada.
Este tratamiento se mantiene hasta que el paciente se haga
tolerante al producto administrado, o lo que es lo mismo, que
la recuperacion y la vida media del factor infundido sea
normal.

La erradicacion del inhibidor en los hemofilicos es el
objetivo fundamental en aquellos pacientes que lo han
desarrollado. Cuando se consigue la tolerancia podemos
volver a utilizar los concentrados de FVIII para el control de
los episodios hemorragicos. Esta es la opcién terapéutica
mas adecuada, dado que ofrece la mejor relaciébn coste
eficacia, y ademas permite aplicar los tratamientos
profilacticos tradicionales para prevenir las hemorragias
articulares y la consecuente artropatia. En definitiva, la
posibilidad de utilizar los concentrados del factor deficitario
en la hemofilia repercute en mejorar la calidad de vida de
estos pacientes, aspecto que se ve claramente deteriorado
mientras el inhibidor esta presente.

Para conseguir eliminar el inhibidor, inicialmente se
ensayaron los mismos tratamientos inmunosupresores
utilizados en la hemofilia adquirida, pero los resultados

fueron sustancialmente menores y muy diversos. En este

27



sentido, se exploraron diferentes regimenes de ciclo-
fosfamida administrada junto al FVIII para conseguir evitar la
respuesta anamnésica, con pobres resultados®’. En la
mayoria de los trabajos, no se conseguia evitar la respuesta
anamnésica, pero si demostraron que ésta era de menor
intensidad y mas demorada®®%°, La completa erradicacion
del inhibidor fue comunicada en pocos casos®%®l y en
algunas ocasiones el paciente pasaba de ser alto respon-
dedor a bajo respondedor®?, pero la mayoria de las veces se
producian fracasos61:63:64,

Después de estos resultados poco alentadores,
Brackmann y Gormsen publicaron el caso de un paciente en
el que se consiguid eliminar el inhibidor de alto titulo con la
administracion de altas dosis diarias de FVIII y FEIBA®®.
Esto dio lugar al ITI conocido posteriormente como el
protocolo de Bonn®, que utiliza 100-150 Ul/kg/12h de FVIII
con o sin 50 U/Kg/12h de FEIBA® dependiendo de la clinica
hemorragica del paciente. El esquema anterior ofrecia
notables éxitos, pero, por el elevado coste, surgieron otros
protocolos con menores dosis y también buenos resultados:
el protocolo de Valencia®” con 50 Ul/kg/dia de FVIII acom-
panado de tratamiento esteroideo al final del ITI, el protocolo
de Los Angeles®® con igual esquema pero sin esteroides y el
grupo holandés con dosis todavia inferiores, 25Ul/kg cada
48-72 horas®'1,
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El grupo de Malmo disefié un protocolo de ITI intensivo,
asociando la administracion de altas dosis de factor, inmuno-
supresion e inmunoglobulinas que resulto eficaz, incluso en
pacientes portadores del inhibidor durante mucho tiempo”.
En los ultimos afios ha disminuido la utilizacion de esta
modalidad de tratamiento, en gran medida por la dificultad
para su aplicacién en la edad pediatrica’.

En los afios noventa se recopilaron datos retros-
pectivos, incluyendo un ndmero considerable de pacientes
sometidos a ITl, que dieron lugar a diferentes registros. El
objetivo fundamental era obtener mas informacion sobre los
factores predictores de respuesta que influyen en la res-
puesta de los ITI. En el Registro Internacional se aprecian
como variables asociadas con un indice de mayor éxito el
uso de dosis 2100 Ul/kg/dia y la presencia de un bajo titulo
de inhibidor (<10 UB/mL) en el momento de iniciar el ITI?4.
La actualizacion de este registro en el afio 2001 determiné
gue, ademas de las dos variables previas, también son
factores de buen pronéstico un titulo maximo de inhibidor
mas bajo y una edad mas temprana al comienzo del trata-
miento’® de inmunotolerancia.

El otro gran registro es el Norteamericano’®’’. En él se
pone de manifiesto que responden mejor los pacientes con
un menor titulo méximo de inhibidor, un menor titulo durante
el ITl y los que inician el ITI con un titulo <10 UB/mL. En

cuanto a la dosis, hay una asociacion inversamente pro-
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porcional entre esta y el éxito; los pacientes que utilizan
dosis menores responden mejor al tratamiento. Sin embargo,
se observa que en los casos con éxito, cuando se emplean
dosis mas altas, la respuesta es mas rapida. La utilizacion
concomitante de inmunomodulacion no influia en la tasa de
éxito.

Los datos del Registro Aleman” identifican dos
variables significativas de buen prondstico: tener un titulo
méximo de inhibidor menor, e iniciar el ITI cuando el titulo de
inhibidor es més bajo.

En la actualizaciéon del Registro Espafriol del 20057 se
aprecian tres variables con influencia positiva en el
prondstico: un titulo de inhibidor <10 UB/mL en el momento
de iniciar el ITI, la utilizacibn de dosis de factor <100
Ul/kg/dia y la ausencia de infecciobn de los reservorios
subcutaneos.

Como podemos deducir, los conocimientos actuales en
relaciéon con los factores predictores de respuesta en los ITI
proceden de estudios no controlados, en los que se han
utilizado dosis diversas de FVIII, y en ocasiones, diferentes
criterios para considerar el éxito del tratamiento, ademas, de
los 4 registros mencionados previamente. Este material nos
ha permitido definir algunos factores predictores pero
todavia hay muchos aspectos inciertos, entre ellos el
mecanismo por el que se consigue la tolerancia. Se piensa

gue la infusion reiterada de FVIII puede llegar a producir la
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inactivacion o deplecion de las células B y CD4* T con
memoria especifica al FVIII; esto impediria la renovacion de
las células plasmaticas productoras de este anticuerpo
especifico®-®2, Consecuentemente, la nueva exposicion al
FVIII no estimularia la diferenciacion de células B memoria
en células plasmaticas productoras del inhibidor. También se
podria conseguir la inmunotolerancia sin deplecion de
células T898, Otro posible mecanismo es que la infusién
reiterada del FVIII provocaria un incremento del inhibidor, lo
cual daria lugar a la generacién de anticuerpos anti-idiotipo
dirigidos frente a la parte variable del primer anticuerpo
produciendo su neutralizacién®. Se estan llevando a cabo
estudios para determinar si estos anticuerpos pueden actuar
también sobre los receptores de las células B®.

l.4.1. Factores que pueden influir en los resultados
de los ITI
1.4.1.1. Tipo de mutacién causal de la hemofilia

Hay algunas alteraciones genéticas asociadas con un
mayor riesgo en la aparicion de inhibidores. En este grupo
se encuentran las inversiones en el intrén 22 o en el intrén 1,
las grandes deleciones y las mutaciones que predicen un
coddon de parada temprana de la traducciébn o también
llamadas mutaciones terminadoras; el resto de mutaciones
se asocian con un menor riesgo de aparicion de

inhibidores®®8”, De la misma forma, en algunas series de
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pacientes se ha visto que estos tipos de mutacién influyen
en la respuesta de los ITl; los peores resultados se han
obtenido entre los pacientes portadores de grandes
deleciones®. No obstante, estos datos no han sido

confirmados en otras series’?.

[.4.1.2. Etnia de los individuos

Este es otro punto en controversia. El Registro
Norteamericano de Inmunotolerancia al examinar la etnia
como predictor de éxito, no aprecia diferencias significativas
entre africanos (67%) y latinos (58%) con respecto al resto
de etnias (71%). Una publicacion mas reciente del centro de
tratamiento de hemofilia en Detroit, si que ha mostrado
peores resultados entre los pacientes de origen
afroamericano, que concluyeron con éxito el ITI en el 57.9%
de los casos, comparado con los pacientes de otras etnias

que alcanz6 el 92%°%°

[.4.1.3. Titulo del inhibidor en el momento de iniciar el
ITI

En todas las series y registros la variable mas

uniformemente relacionada con un buen prondstico, es el
titulo de inhibidor bajo en el momento de iniciar el ITl. De
una recopilacién de los datos del Registro Internacional y del
Norteamericano® se muestra que, en los pacientes que

inician el tratamiento con un titulo <10 UB/mL, se consigue el
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éxito en el 85% de los casos y en un tiempo medio de 11
meses, comparado con el 33% y 15 meses cuando el titulo
es >10UB/mL. Los estudios donde el inicio del ITI se
pospuso hasta que los pacientes tuvieran un titulo de
inhibidor <10 UB/mL, reflejan éxitos notables’%°l. Con estos
resultados pareceria l6gico recomendar en todo hemofilico
gue desarrolla un inhibidor, esperar un tiempo sin exponerlo
a productos que lleven FVIII, con mediciones periodicas del
titulo de inhibidor, hasta comprobar que el titulo ha
descendido por debajo de 10 UB/mL, antes de iniciar el ITI.
Este descenso se suele producir en unos meses en la

mayoria de los pacientes®?.

[.4.1.4. Titulo méaximo histérico de inhibidor

Aungue es una variable menos uniforme, en la mayoria
de las series o registros los pacientes con titulos de inhibidor
mas altos tienen peor prondstico’ 767893 | os pacientes con
un titulo >500 UB/mL tienen claramente peor pronostico. En
el Registro Norteamericano también es un factor de mal

prondstico los elevados titulos durante el ITI.

[.4.1.5. Dosis de FVIll en el ITI

Uno de los puntos de mayor controversia es la dosis de

concentrado de factor a emplear en el ITI. En el Registro
Norteamericano’®, al igual que en el Registro Espafiol®®, se

constata un mejor pronéstico cuando se utilizan dosis bajas,
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lo cual esta en contraposicion con el Registro Internacional,
donde la administracion de dosis >100 Ul/Kg/dia esta
asociada a un mayor numero de éxitos. En el analisis
conjunto de los datos del Registro Internacional y Registro
Norteamericano efectuada por Kroner®® se aprecia que la
tasa de éxito es independiente de la dosis de FVIII utilizada
en aquellos pacientes con supuesto buen prondstico,
definidos como los que tienen un titulo histérico de inhibidor
<200 UB/mL y empiezan el ITI con un titulo <10 UB/mL.
Ademas, en este mismo analisis se objetiva que, aquellos
pacientes con un titulo histérico de inhibidor >200 UB/mL y
un titulo previo al ITI >20 UB/mL, so6lo tienen unas
posibilidades razonables de éxito si son tratados con dosis
igual o superiores a 200 Ul/kg/dia. EI empleo de dosis altas
de factor también implica que aquellos pacientes que
consiguen el éxito lo hacen en menos tiempo.

En los pacientes con un buen prondstico puede no
estar justificado el empleo de dosis altas. Para intentar
aclarar este punto, se puso en marcha un ensayo clinico, el
ITI Study. En él se incluian nifios hemofilicos A graves,
menores de 8 afios de edad, con un titulo de inhibidor
maximo entre 5-200 UB/mL y que hubieran transcurrido
menos de dos afios desde la deteccion del inhibidor y el
inicio del ITI. En este ensayo clinico los pacientes se
aleatorizaban segun la dosis de FVIII en dos ramas: 50

UI/Kg tres dias por semana o 200 Ul/Kg/dia®*. El ensayo se
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termin6é de forma prematura porque los pacientes incluidos
en la rama de dosis bajas de FVIII presentaban mayor
numero de hemorragias. En cualquier caso el niumero de
éxitos en ambos grupos fue similar, 69% y 71% con dosis
bajas y altas respectivamente. En el estudio también se
demostr6 que los pacientes que utilizan dosis altas,
conseguian el éxito en menos tiempo, lo cual concordaba

con lo observado en otras series®

1.4.1.6. Tipo de concentrado utilizado en el ITI

De forma habitual se ha utilizado para el ITI el mismo
concentrado de FVIII que desencadend la aparicion del
inhibidor. Analizando los resultados del conjunto de
registros, no se aprecian diferencias significativas cuando se
analiza el tipo de factor empleado en los ITI. No obstante,
algunas publicaciones han mostrado mejores resultados
cuando se emplean concentrados de baja pureza. Pacientes
gue no respondian al utilizar concentrados de alta pureza,
consiguen el éxito tras cambiar a un concentrado con alto
contenido en factor von Willebrand®®. Cuando se compararon
los resultados de la serie de Bonn, los pacientes sometidos a
ITI en la década de los 90 exhibian peores resultados, un
50% de éxito, frente a los tratados con anterioridad®’. Este
declinar en la eficacia se atribuyd al cambio de productos
plasmaticos por recombinantes. No obstante, las

caracteristicas individuales de estos pacientes no han sido
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publicadas y no se puede excluir la posibilidad que otros
factores pudieran estar influyendo. Los autores sugirieron
gue los concentrados plasmaticos de FVIII con FVW
(pdFVIII/FVW) pueden ser mas eficaces en los ITI porque el
FVW protege al dominio C2 de la accion del inhibidor y
consecuentemente se prolonga la vida media del FVIII
infundido®-1%, Por lo tanto, en pacientes con peores factores
predictores podria tener cierta ventaja tratarlos con estos
productos®101-193 No obstante, revisiones sistemaéticas no
muestran diferencias significativas que soporten la ventaja

de los productos ricos en FVW?104:105,

[.4.1.7. Cudndo empezar el ITI

Algunos grupos siguen apostando por iniciar los ITI lo
antes posible tras la detecciéon del inhibidori®. Esto esta
basado en lo observado por algunas series en las que se
aprecia un mejor resultado, cuando el intervalo entre la
deteccion del inhibidor y el ITI es corto®%”, No obstante,
esto no se ha confirmado con los datos provenientes de los
registros y otras series’476:78:91.93,108-110 Dado que la variable
més significativa en el momento actual es el titulo de
inhibidor antes del ITI, parece ldgico iniciar el tratamiento
cuando el titulo decaiga por debajo de 10 UB/mL e incluso
de 5 UB/mL. Para que se produzca este descenso se intenta

evitar los productos que contengan FVIII, y los episodios
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hemorrdgicos en este periodo se tratan con factor VII
activado recombinante (rFVlla).

[.4.1.8. Edad en el momento del tratamiento

La edad en el momento del inicio del ITI es otro punto
de controversia. En algunas series®® y en el Registro
Internacional”® es una variable significativa, consiguiéndose
peores resultados en pacientes mayores de 20 afios; sin
embargo, este hecho no se aprecia en los otros

registros’6:78:93,

[.4.1.9. La infeccidn de los accesos venosos

Para poder efectuar las repetidas infusiones de factor
en los ITI, con frecuencia hay que recurrir a la colocacion de
un acceso venoso central (AVC). La infeccidon del AVC es la
complicacion mas frecuente en estos pacientes sometidos a
ITI.

Es conocido que infecciones de cualquier tipo durante
el ITI, y particularmente en los AVC, suelen causar un
aumento inespecifico en el titulo de inhibidor. La infeccion de
los AVC puede retrasar o incluso dificultar la consecucion de
la inmunotolerancia. En una revision sistematica efectuada
por Valentino LA et al*'l, hay dos factores independientes
gue aumentan el riesgo de infeccion de los AVC: su empleo
en pacientes hemofilicos con inhibidores y el uso en nifios

menores de 6 afos. Por tanto, como la mayoria de los
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hemofilicos que se someten a inmunotolerancia, lo hacen en
los primeros afios de vida, es una poblacién con mayor
riesgo de infeccion de los AVC.

Una de las ventajas mas claras de las pautas de
tratamiento con menor nimero de administraciones, como
son las de tres dias por semana, es que pueden llevarse a
cabo con mayor facilidad sin utilizar AVC. Aun en el caso de
precisarse en la pauta de tres dias por semana, el riesgo de
infeccidn continuaré siendo inferior por su menor uso, lo cual
podria redundar en mayores éxitos de los ITI y en la
disminucién de los riesgos infecciosos con complicaciones

graves en ocasiones!'?,

1.4.1.10. Utilizaciéon de inmunosupresion

Los tratamientos inmunosupresores por si solos, a
diferencia de lo que sucede en la hemofilia adquirida, se
desestimaron al ver que no aportaban grandes ayudas en la
erradicacion de los inhibidores®%6%113 Por los potenciales
efectos adversos y las dudas en su utilidad, no se suelen
emplear en primeras lineas de ITl. Ademas hay consenso en
no emplear inmunosupresion en los ITI en pacientes
menores de 6 aflos. Como la mayoria de los pacientes
sometidos a estos tratamientos son de poca edad, seria otra
de las razones para no emplearlos. No obstante, podrian
tener cierto papel administrados conjuntamente con altas

dosis de factor, sobre todo en pacientes con mal prondstico,

38



es decir, aquellos con altos titulos de inhibidor, que
empiecen el ITI con titulo alto o hayan presentado fracasos a
primeras lineas de ITI8%114 Por lo tanto, la inmunosupresién
se suele considerar en ITI de rescate cuando los pacientes
no han respondido a tratamientos con concentrados de
factor exclusivamente, o en adultos con malos factores
predictores; de esta forma se podria acortar el tiempo de
respuesta y el coste del tratamiento. El grupo sueco
defendia la utilizacion conjunta de concentrados a altas
dosis con ciclofosfamina e inmunoglobulinas porque con la
utilizacién de los concentrados de factor junto con uno de
ellos solamente, no conseguian la erradicacion del inhibidor.

En los ultimos afios se ha utlizado con relativa
frecuencia un nuevo inmunosupresor, el rituximab, un
anticuerpo monoclonal contra un epitopo de CD20, molécula
gue identifica a linfocitos B. Cuando se emplea solo, sin
FVIII, la respuesta es pobre, a semejanza de lo ocurrido con
los otros inmunosupresorest!®, Los resultados son mas
esperanzadores con el empleo conjunto de rituximab y FVIII
en pacientes gque habian fracasado en intentos previos de
ITI1%6-121 En una recopilacién de los tratamientos efectuados
por los Centros de Tratamientos de Hemofilia Britanicos, se
aprecia que la erradicacién del inhibidor de forma sostenida
€s poco comun; no obstante, si que se produce una mejoria

clinica en el 50% de los pacientes. Los efectos secundarios
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a corto o medio plazo son pocos, pero se desconocen los
efectos a largo plazo *?2.

La decision de realizar un segundo intento de ITI
deberia estar basada en la frecuencia de las hemorragias,
su gravedad y la respuesta a los tratamientos con agentes

baipas en cada caso.

I.5. Tratamientos de induccion de inmunotolerancia
en hemofilia A moderaday leve

De forma clésica se consideraba que la aparicion de
inhibidores en pacientes afectos de hemofilia A moderada y
leve era poco frecuente, pero en cierto modo esta idea
cambié con la publicacion efectuada por los centros
britanicos de tratamiento de la hemofilia en 199823, En este
estudio y tras un periodo de seguimiento de 7 afos, se
mostraba que 15 de los 57 casos nuevos de inhibidores se
producian en pacientes con hemofilia moderada o leve.
Estos datos suponen que la incidencia anual es de 0,84 por
cada 1.000 pacientes moderados y leves frente a 3,5 para
los pacientes graves. En un estudio posterior publicado por
Sharathkumar®?* se comunicé que de 54 hemofilicos leves 4
desarrollaron inhibidor, un 7,4%. Si se consideraban
solamente los que habian recibido tratamiento, el porcentaje
aumentaba al 14% y todavia mas si la administracion se

efectuaba en infusién continua 57% (4 de 7).
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Al igual que en la hemofilia A grave, hay una
predisposicion familiar y el tipo de mutacion también es muy
importante; las mutaciones de los hemofilicos leves que
desarrollan inhibidores suelen estar agrupadas en el dominio
A2, residuos 482-501 y en el dominio C2, residuos 2248-
2312. Las mutaciones mas recurrentes en estos pacientes
son la  Arg593Cyst?3125>-127 = Arg2150Hist?3128-130  y
Trp2229Cys'?3, Otro factor de riesgo asociado con la
aparicion de inhibidores en estos pacientes es la exposicion
intensiva y, posiblemente, mas todavia si es en infusion
continual?4126:131132 E| inhibidor habitualmente neutraliza el
FVIII propio y el exdgeno!?®, aunque en ocasiones sélo
neutraliza el FVIII exdégeno'?®. Se han descrito tanto
inhibidores con cinética de tipo | como del tipo Il, aunque
ésta Ultima es mas frecuente, al igual que sucede en la
hemofilia adquirida'?®133, Los valores de FVIII plasmatico
pueden ser indetectables, aunque en ocasiones, bien porque
se comportan con cinética tipo Il, o porque no hay reaccién
cruzada con el factor endogeno, estos son similares a los
basales del paciente; pero cuando se le administran
concentrados de FVIII se aprecia una recuperacion y vida
media reducida. Debido a estas peculiaridades es
especialmente importante efectuar estudios
farmacocinéticos.

Con el desarrollo de inhibidores, habitualmente se

produce un empeoramiento de la sintomatologia
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hemorragica del paciente, con una clinica similar a los
hemofilicos graves y muchos de ellos con un
comportamiento similar a la hemofilia adquirida.

Tradicionalmente se habia considerado que gran parte
de los inhibidores en la hemofilia leve y moderada eran
transitorios. En los Centros Britanicos de Tratamiento de
Hemofilia, 1/3 de los pacientes presentaban inhibidores
transitorios, en otro tercio desaparecerian tras
inmunotolerancia y el resto mantenian el inhibidor'?®. Los
episodios hemorragicos se trataban habitualmente con
FEIBA o rFVila y en ocasiones con DDAVP. La no
exposicién a FVIII puede facilitar un descenso mas rapido
del titulo de inhibidor. La desmopresina serd mas util en
aquellos pacientes en los que no hay reactividad cruzada
frente al FVIII propio. Hay multiples publicaciones donde se
ha demostrado su utilidad??3:128:129:134135  Fn cualquier caso
ante hemorragias de cierta consideracibn puede ser
complicado mantener unos valores adecuados de FVIiI
durante suficiente tiempo. La desmopresina minimizaria
también los riesgos de la respuesta anamnésica al liberar
factor enddgeno que es menos inmunogénico que el
exdgeno'?®, La utilizacion de desmopresina como profilaxis
administrada tres dias por semana también ha logrado
buenos resultados®®.

En cuanto a los tratamientos de inmunotolerancia en

éste grupo de pacientes, hay poca casuistica en la literatura
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y la mayoria son casos aislados. La serie mas amplia es la
de los Centros Britanicos de Tratamiento de Hemofilia; en
ella 8 de los 26 pacientes recibieron inmunotolerancia. El
esquema de Malmo se utilizd en 4 pacientes, en dos con
éxito y en los otros dos con éxito parcial. EI esquema del
grupo holandés usando dosis bajas fracasé en un paciente y
tuvo éxito parcial en el otro. El protocolo de Bonn fue
aplicado en otros dos pacientes obteniéndose un resultado
similar al anterior. También se han publicado otros trabajos
en los que se aprecid la utilidad de la inmunosupresiént®’.
En publicaciones mas recientes se destaca que, el uso de
rituximab en hemofilia congénita con inhibidores logra
mejores respuestas en hemofilia leve que en la grave''7:138,
Aungue los datos en la literatura son limitados, si
apuntan a que la respuesta ha sido mayor cuando se ha
utilizado inmunosupresion. Esto se explicaria porque el
inhibidor en el paciente leve tiene un comportamiento mas
parecido al de los autoanticuerpos propios de la hemofilia
adquirida. De este modo en la hemofilia congénita leve y
moderada con inhibidores, una opcion valida seria la
utilizacion de inmunosupresores como Unico tratamiento

para erradicar el inhibidor.

Debido a esta escasez de documentacion se hace mas
preciso insistir que los datos provenientes de todos estos
pacientes se incorporen a estudios o registros. En este
sentido estd la iniciativa del grupo franco-belga y el
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INSIGHT. (INternational Study on etiology of inhibitors in
patients with a moderate or mild form of hemophilia A
influences of Immuno Genetic & Hemophilia Treatment
factors)3%139,

Por tanto, es evidente que existe informacién
insuficiente y en ocasiones contradictoria acerca de cuales
son los factores predictores de respuesta en los ITI y de la
posterior evoluciéon en pacientes con hemofilia que han
desarrollado inhibidores. A pesar de la baja frecuencia, se
trata de una complicacién potencialmente grave y, por ello,
es importante seguir investigando e identificar variables
clinicas o biolégicas que permitan mejorar el tratamiento de
estos pacientes, personalizando los ITI en funcion de los
factores predictores.

Dada la baja incidencia de inhibidores en la poblacion
general, s6lo mediante ensayos clinicos, registros o series
de casos grandes se puede aportar informacion de utilidad
para identificar factores predictores de respuesta en los ITI.
Este es el caso de la Unidad de Coagulopatia Congénita de
la Comunidad Valenciana, donde se atiende al conjunto de
pacientes de toda la Comunidad, contando con un registro
extenso de datos clinicos y biolégicos a lo largo de un

tiempo prolongado.
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Il. HIPOTESIS

La identificacion de factores predictores de respuesta a
los ITI en pacientes con hemofilia que han desarrollado
inhibidores, puede ser de gran importancia en el manejo de
esta complicacion. El analisis de una amplia serie de
pacientes y con un tiempo de seguimiento prolongado es
una herramienta fundamental para conseguir identificar

estas variables.

45



. OBJETIVO

Determinar la asociacion de diferentes variables con el
éxito en los tratamientos de inmunotolerancia en hemofilicos
A graves, que se han efectuado en la Unidad de

Coagulopatias Congénitas de la Comunidad Valenciana.
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IV. DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Se trata de un estudio mixto retrospectivo y prospectivo
gue recoge informacion de las bases informaticas y de las
historias clinicas de los pacientes que efectuaron
tratamientos de inmunotolerancia en la Unidad de
Coagulopatias Congénitas de la Comunidad Valenciana,
actualmente incluida en la Unitat d’Hemostasia i Trombosi,
Servei d’Hematologia, Hospital Universitari i Politécnic La Fe
de Valéncia.

Se disefidé una hoja de recogida de datos para obtener
los aspectos fundamentales relacionados con los
tratamientos de inmunotolerancia realizados. En la hoja de
recogida de datos podemos apreciar tres apartados: a) datos
demograficos de los pacientes, tabla 1; b) datos referentes al
inhibidor, tabla 2; y c) un tercer apartado referente al ITI

propiamente dicho, tabla 3.
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Tabla 1.
Datos demogréficos

Fecha de nacimiento

Gravedad de la hemofilia

Antecedentes familiares de inhibidor

Tipo de alteracion genética

Fecha de primera exposicion al factor

Tipo de factor

Fecha de deteccion del inhibidor

Dias de exposicion

Antecedentes de enfermedades con hiperreactividad del

sistema inmune

Tabla 2.

Titulo maximo antes de iniciar el ITI
Titulo previo al ITI

Titulo maximo durante el ITI

Caracterizacién de epitopos frente al FVIII
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Tabla 3.
Fecha de inicio del ITI
Tipo de factor empleado en el ITI
Dosis de factor
Tratamiento concomitante
Se produjo interrupcion del ITI
Profilaxis con agente baipas durante el ITI
Numero de eventos hemorragicos durante el ITI
Se utilizé acceso venoso central
Infeccion del acceso venoso central
Trombosis del acceso venoso central
Fecha en la que el inhibidor es negativo (meses de
tratamiento)
Fecha en que la recuperacion es normal (meses de
tratamiento)
Fecha en que la vida media es normal (meses de
tratamiento)
Causa de la suspension Exito
del tratamiento Cambio de
inmunorrespuesta
Fracaso
Cambio de régimen de ITI

Se produjo recidiva
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En nuestro estudio, la variable dependiente es el
éxito o el fracaso al tratamiento, y como variables
independientes el resto de las recogidas en la base de
datos, a saber: tipo de alteracion genética, edad de inicio
del ITI, demora o el tiempo transcurrido desde la aparicion
del inhibidor y el inicio del ITI, titulo maximo de inhibidor,
titulo pre ITI, titulo maximo durante el ITI, dosis de factor
utilizada, tipo de FVIII empleado, utilizacion de
reservorios, infeccion de estos, alergias u otros
fendmenos de estimulo del sistema inmune,
interrupciones del tratamiento, tratamientos

concomitantes.

El titulo del inhibidor se mide en unidades Bethesda
(UB), cuya técnica se describe en anexo 1.

Titulo maximo histérico de inhibidor, es el titulo

méximo registrado desde la deteccion del inhibidor y el
inicio del ITI.

Titulo pre ITI, es el titulo disponible mas cercano al

inicio del ITI.

Titulo méaximo durante el ITI, es el titulo maximo

registrado durante el periodo del ITI.

Se considera alto respondedor al paciente que en los

dias siguientes a ser expuesto al factor deficitario presenta

un titulo de inhibidor superior a 5 UB/mL.
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Bajo respondedor, cuando el titulo de inhibidor es

inferior a 5 UB/mL aunque el paciente sea expuesto de
forma reiterada al factor.

Recaida, cuando reaparece el inhibidor después que el
paciente haya cumplido los criterios de tratamiento con éxito
y lleve al menos 6 meses sin inhibidor.

Interrupcion del ITI, cuando se deja de administrar por

un periodo superior a 2 semanas.

Tratamiento concomitante, indica la administracion de

inmunosupresion o inmunomodulacion.

Tipo de factor: para el analisis se han considerado los

concentrados de origen plasmatico (pdFVIIl) y los de origen
recombinante (rFVIIl). Dentro de los primeros con 0 sin
contenido en FVW.

La dosis de factor para el analisis se ha diferenciado en

tres categorias: los que han recibido <100 Ul/kg/dia, 100
Ul/kg/dia y >100 Ul/kg/dia.
Las alteraciones genéticas se han agrupado en: a)

inversiones, b) grandes deleciones, c¢) mutaciones
terminadoras, d) pequefias deleciones 0 inserciones y e)
Sitio corte-empalme. En nuestros pacientes las grandes
deleciones afectan como minimo a todo un exén.

Tipo de inhibidor

Cinética tipo 1, es la tipica de la hemofilia congénita. El

inhibidor inactiva al FVIII exdgeno de forma progresiva, en

proporcion directa a su concentracion: mientras hay inhibidor
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sigue inutilizando el factor. La unién del inhibidor con el
factor es irreversible. No pueden coexistir factor e inhibidor
en circulacion.

Cinética tipo 2, es la tipica de la hemofilia adquirida. Es
més compleja; en ella hay una inactivacion inicial rapida,
seguida de una segunda fase més lenta o fase de equilibrio
en la que se puede medir FVIII. La union al factor es
reversible y coexisten FVIII e inhibidor en circulacién. El FVIII
circulante no previene de los riesgos hemorragicos. En la
cinética tipo 2 es mas dificil determinar el titulo de inhibidor

con exactitud.

Los resultados del ITI se clasificaran en:

- Tratamiento con éxito: cuando el inhibidor es
negativo, (no se detecta) la recuperacion y vida media del
factor vuelve a ser normal.

- Exito parcial: cuando se produce un cambio en la
respuesta inmune pasando de alto respondedor a bajo
respondedor; en estos pacientes las exposiciones sucesivas
al FVIII no inducen una elevacion del inhibidor por encima de
5 UB/mL.

- Fracaso: cuando no hay cambios en la respuesta
inmune, persistiendo después del tratamiento unos valores
de inhibidor similares a los previos o con criterios de alto
respondedor.

- Pacientes que siguen en ITI.
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Para el seguimiento de los pacientes en ITI
habitualmente se efectia una determinacion mensual del
titulo de inhibidor. Cuando hay dos determinaciones con
inhibidor negativo, se efectia una valoracion de Ila
recuperacion tras un periodo de lavado de tres dias, en los
gue no ha recibido factor, se considera normal cuando es
superior al 66%. Si la recuperacion es normal, a lo largo de
las dos semanas siguientes se planifica la medicion de la
vida media del factor; si resulta superior a 6-7h se considera
qgue el paciente es tolerante (anexo 3). También se puede
considerar que, si a las 48h de recibir una dosis de FVIII de
50 Ul/kg todavia persiste FVIII en plasma, la vida media es
normal; mas aun si se trata de un nifio, teniendo en cuenta

gue los nifios tienen una farmacocinética mas acelerada.

IV.1 Estudio estadistico

Los datos se han resumido mediante la media, la
mediana, el primer y el tercer cuartil en el caso de variables
continuas, y mediante las frecuencias relativas y absolutas
en el caso de variables categoéricas. La selecciéon de
variables asociadas al éxito en ITI se ha realizado mediante
un modelo de regresion logistica con penalizacién L1
(LASSO)™0, La utilizacion de modelos penalizados es
necesaria en casos como este, en el que el numero de
variables es muy elevado en relacion al numero de

observaciones. Aquellas variables que no han sido
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penalizadas a cero, se consideran asociadas a la
probabilidad de éxito del tratamiento. El andlisis estadistico

se ha realizado mediante el software R (version 3.2.1).
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V. RESULTADOS

V.1. Descriptivo

Todos los pacientes incluidos en el presente estudio
son hemofilicos A graves, nacidos entre 1956 y 2011.
Durante este periodo, se ha incluido en el Registro de la
Unidad de Coagulopatias Congénitas un total de 395
pacientes con hemofilia A, 166 graves, 28 moderados y 201
leves. Los tratamientos se han llevado a cabo entre 1980 y
2015.

Hay un total de 26 pacientes que han seguido al menos
un tratamiento de induccion de inmunotolerancia; tres de
ellos todavia siguen tratamiento en su primera linea sin
haberlo finalizado. Por tanto, hay 23 pacientes analizables
en tratamiento de primera linea.

Las variables principales de estos 23 pacientes estan
descritas en la tabla 4.

La alteracibn genética es conocida en todos los
pacientes y se muestran también en la tabla 4.
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Tabla 4. Variables principales en los pacientes en primera linea de IT]|
Paciente Afo de Tipo de mutacion Tit max inh Fecha de Afos  Demora  Titpre  Titmax CFVIl  Dosisy pauta

nacimiento histoico™  iniciode ITl  allTl  (meses) ITI®  enITI® PLIR
1 1956 Inversién intrén 22 22 19/11/1981 25 50 8 23 PL 50 UliKg/dia
2 1961 Inversién intron 22 41 22/12/1981 21 132 6 408 PL 50 UliKg/dia
3 1970 Gran delecion 295 28/11/1980 10 25 50 294 PL 50 UlKg/dia
4 1977 Gran delecion 86 29/01/1986 8 46 2 21 PL 10 Ul/kg/3 x sem.
5 1977 Inversién intran 22 70 08/03/1980 2 12 32 32 PL 50 UlKg/dia
6 1977 Gran delecion 1075 12/02/1982 4 2 183 1075 PL 50 UliKg/dia
7 1988 Gran delecion 14 17/04/1996 ] E5 2 22 PL 100 UKg/dia
8 1990 Inversién intran 22 114 09/07/1992 2 15 1 53 PL 100 UKg/dia
9 1996 Gran delecion 13 03/05/2000 4 1" 6 266 PL 70 UlKg/dia
10 1996 Inversién intrén 22 52 01/07/1996 0 0 52 276 R 200 UliKa/dia
11 1998 Inversién intran 22 5 05/07/2000 2 1 5 43 R 50 UIPKg/3 x sem.
12 2001 Inversién intrén 22 6,6 25/04/2005 3 12 26 723 PL 50 Ul/Kg/3 x sem.
13 2002 Inversién intrén 22 2 11/04/2005 2 5 2 07 R 50 UI/Kg/3 x sem.
14 2004 Insercién exdn 14 21 16/05/2005 1 14 2 150 PL 200UIKg/dia
15 2004 Sitio corte-empalme 4 06/02/2008 4 0 2 17 R 50 Ul/Kg/3 x sem.
16 2005 Delecién exén 14 13 03/11/2006 2 3 4 3 R 50 UIMKg/3 x sem.
17 2005 Inversién intron 22 11 23/07/2007 1 5 4 209 R 50 UIKg/3 x sem.
18 2008 Inversién intron 22 134 25/05/2011 3 10 45 340 R 50 Ulikgy3 x sem.
19 2009 Inversién intran 22 29 30/03/2011 2 g 1 19 PL 133 UiKg/dia
20 2009 Terminadora 6,75 01/03/2010 0 0 39 26 R 200 UliKg/dia
21 2010 Inversién intrén 22 10,9 10/06/2011 1 1 109 9 PL 80 UI/Kg/3 x sem.
2 2010 Inversién intran 22 95 21/02/2012 1 1 95 25 R 200 Ulfkg/3 x sem.
23 2011 Inversién intran 22 24 1311212012 1 0 56 237 PL 100 UIKg/3 x sem.

1#: UB/mL, Tit max inh: titulo maximo de inhibidor, CFVIII PL/R: concentrado de FVIII plasmatico/recombinante, 3 x sem: tres dias por semana
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Tabla 4(continuacion). Variables principales en los pacientes en primera linea de ITI
Paciente  TTO concomitante  Profilaxis

Cortic final del ITI
Plasmaféresis y
Cortic. final del ITI

Cortic. final del IT]

Cortic. final del ITI

Cortic. final del ITI
Ig

Cortic. final del ITI
Ig

MEMNE R AR ORSRce o msa Wk =

antihemo-
Iragica en
ITl

FULELNLE ELEEEEE5888 8%

Si

MNamero de
episodios
hemorragicos
durante ITI
0

3
22

13
20
12
3
3
12
1
13
17
0
0
2
2
16

Fecha de

finalizacion del

tratamiento

03/03/1982
091171982
08/03/1983

01/01/1987
09/11/1982
23/05/1984
05/05/1997
24/04/1994
14/0372003
121211997
13/01/2003
20/02/2006
2710712005
12/05/2006
07/04/2008
01/08/2007
25/08/2008
1310572013
1710172012
19/0772010
1710672012
1400272013
20/05/2013

Seprodujo Acceso
recidiva

§ 8% & 588 & ©LFF

g &

TTQ: tratamiento, AVC: acceso venoso central, Ig: inmunoglobulinas, Cortic: corticoides
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VENoso
central

Mo
Mo
No

No
MNo
No
MNo
Si
Si
Si
MNo
No
Mo
Si
MNo
Si
No
No
Si
Si
No
MNo
No

Infeccion  Fecha del

del

AVC

Mo
Mo
Mo

Mo
Mo
Mo
Mo
Si
Si
Si
Mo
Mo
Mo
Si
Mo
Mo
Mo
Mo
Si
Si
Mo
Mo
Mo

tltimo
control

25111995
20/04/1992
071072015

18/10/2013
28/05/2015
08/05/2015
15/07/2015
19/12/2012
03/0772015
26/06/2015
29/05/2015
15/06/2015
13/07/2015
19/02/2015
12/05/2015
05/05/2015
0710772015
08/0772015
121172012
06/09/2013
271052015
10/07/2015
19/06/2015

Resultado
del
tratamiento

Exito
Exito
Exito
Fracaso
Exito
Fracaso
Exito
Exito
Exito
Fracaso
Exito
Fracaso
Exito
Exito
Fracaso
Exito
Fracaso
Fracaso
Exito
Fracaso
Exito
Fracaso
Fracaso



V.1.1 Andlisis de las variables principales

En la tabla 5 se recogen tres Vvariables
correspondientes a diferentes titulos. Los titulos maximos
histéricos de inhibidores. En todos los pacientes el inhibidor
era de cinética tipo 1, a excepcién del paciente 15, que tenia
una cinética de tipo 2. El titulo de inhibidor previo al inicio del
ITI. En los ultimos afios, la practica habitual en nuestro
centro es esperar a que el titulo de inhibidor decline por
debajo de 10 UB/mL antes de iniciar el ITI, por tanto, la gran
mayoria de los pacientes han iniciado el tratamiento con un
titulo bajo. Esto queda reflejado en el valor del 3.°" cuartil,
8,75 UB/mL. Los titulos méaximos durante los ITl, en un
porcentaje elevado de pacientes el titulo es inferior a 200
UB/mL; tenemos un 3.°" cuartil de 210 UB/mL.

Tabla 5. Titulos de inhibidor (UB/mL)

Maximo Pre ITI Durante ITI
histérico
Minimo 2 1 0,7
1.€" cuartil 10 2 2,83
Mediana 22 4.6 23,7
3.6" cuartil 100 8,75 210
Maximo 1.075 173 1.075
Media 107,86 17,35 152
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En la tabla 6 se reflejan los datos de edad de los
pacientes al inicio del ITl. La mayoria de los pacientes se
han tratado antes de los 2 afios de vida, aspecto logico si la
aparicion de los inhibidores se produce tras pocas
exposiciones a los concentrados de FVIII y los ITI los
iniciamos en cuanto desciende el titulo de inhibidor. En este
punto tenemos la demora, la mitad de los pacientes esperan

al inicio del ITI un maximo de 10 meses. Tabla 7.

Tabla 6. Edad al inicio del ITI (afios)

Minimo 0
1." cuartil 1
Mediana 2
3.6 cuartil 4
Méaximo 25
Media 4,65

Tabla 7. Demora (meses)

Minimo 0
1.6" cuartil 1
Mediana 10
3.e" cuartil 20
Méaximo 132
Media 19
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En la tabla 8 se describen las hemorragias durante los
ITI. Hay pacientes con un numero considerable. No
obstante, en la mayoria de los pacientes el nimero es
reducido, con una mediana de 3. Los pacientes que utilizan
2100 Ul/kg diariamente, son los que tienen un menor
numero de hemorragias, con una mediana de 1,5 (Q1,Q3: 1,
3). De los 4 pacientes que utilizan 200 Ul/kg/dia, uno no
tiene ningun evento hemorragico, dos tienen uno y el cuarto
tiene 2. Ver tabla 4.

Tabla 8. Hemorragias durante el ITI

Minimo 0
1.6" cuartil 1,5
Mediana 3
3.e" cuartil 13
Méaximo 22
Media 7,35

60



En la tabla 9 estan recogidos los tiempos de
tratamiento, de forma global en todos los pacientes, en los

pacientes con éxito y los que no responden al tratamiento.

Tabla 9. Tiempos de tratamiento (meses)

Todos los Pacientes Pacientes

pacientes con éxito con fracaso
Minimo 2 3,46 2
1. cuartil 9 9,77 5,26
Mediana 11,4 11,7 11,23
3.8" cuartil 24 27,66 17,63
Maximo 34,8 34,83 27,7
Media 15,13 16,95 12,78

En cuanto al tipo de factor: 14/23 pacientes utilizaron
pdFVII/FVW, a excepcion de uno que era concentrado
plasmatico monoclonal. Los 9 restantes se trataron con
concentrado de factor VIII de origen recombinante. Las dos
marcas de pdFVIII/FVW utilizados, tienen una concentracion
de FVW superior a la de FVIII.

Las dosis de FVIII utilizadas se muestran en la tabla 4.
Para el analisis estadistico se categorizaron tres grupos: en
17/23 pacientes se utilizé una dosis <100 Ul/kg/dia, en 2/23
la dosis fue de 100 Ul/kg/dia y en 4/23 >100 Ul/kg/dia.

En 6 pacientes se utilizaron corticoides al final del

tratamiento con el objetivo de acelerar la consecucion de la
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tolerancia, cuando el inhibidor se encontraba en titulos
bajos, o para conseguir la normalizacion de la vida media
cuando el inhibidor era negativo. Sélo a un paciente se le
aplicé plasmaféresis para disminuir el titulo de inhibidor, a
semejanza del protocolo de Malm6. En dos pacientes se
aplicaron inmunoglobulinas.

Dos pacientes interrumpieron el tratamiento durante un
periodo superior a 2 semanas, por problemas con los

accesos venosos.

En 7 pacientes se utilizé al menos un AVC; todos los
AVC son port-a-cath. En 3 pacientes se colocaron 2 AVC y
en 4 solo se coloc6 uno. Por tanto, se colocaron 10
reservorios en estos pacientes. En todos los reservorios
menos en uno, se produce infeccibn o colonizacion, al
menos en una ocasion. Uno de los pacientes a quien sélo se
le colocO un reservorio, no se infectd, durante los 9 meses
que durd el ITI. La mediana de tiempo libre de infeccion con
el primer reservorio es de 135 dias, mientras que con los
segundos reservorios hay infeccién a los 15 y 24 dias de la
colocacion. Los reservorios colocados en los nifios de menor
edad y en los primeros afios de nuestra serie, se infectaron
con menor tiempo de utilizacion. Ver tabla 10. La mayoria de
las infecciones se controlaron con tratamiento antibiotico; no
obstante, seis reservorios se retiraron por infeccion. Bien por

tratarse de un germen con mayor riesgo para el paciente,

62



como el staphilococo aureus y bacterias gram negativas, o
bien por colonizacioén reiterada a pesar de diferentes tandas
de tratamiento antibiotico. En 4/6 pacientes que se infectaron
se consiguio el éxito en ITI en primera linea. El paciente que
no se infecté también consiguidé la inmunotolerancia. No se
diagnostic6 ningun proceso trombético, aunque no se
efectuaron exploraciones por imagen de despistaje de forma

rutinaria.

Tabla 10. Dias libres de infeccién desde la colocacion del AVC
Paciente Edad Fecha de Dias libres de
(afios) colocacién  infeccion

8 2,2 22/06/1992 151

8 3,3 21/07/1993 24

9 4.3 03/05/2000 100

9 5,3 23/05/2001 135

10 0,2 14/08/1996 75

10 1 01/07/1997 15

14 1,2 13/04/2005 281

16 1,7 20/10/2006  No Infeccion
19 1,9 09/03/2011 211

20 0,2 01/03/2010 72

AVC: acceso venoso central
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En los ultimos 15 afios se ha estado efectuando el
estudio de epitopos; por tanto, no disponemos de esta
determinacién en todos los pacientes, sélo de los ultimos
pacientes tratados. En la tabla 11 podemos ver los
resultados de los estudios epitopicos efectuado a 14
pacientes. Es un estudio transversal, antes de iniciar los ITI.
En esta tabla se reflejan también los diferentes titulos de
inhibidor y el tipo de concentrado de factor empleado, tanto

antes de la aparicion del inhibidor, como el utilizado en el ITI.
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Tabla 11. Relacién de casos con caracterizacidn epité pica

Paciente Tipo Mutacion CFVIII PL/R  Tit méx hist Titpre- Titmax  Epitopos CFVIIPL/R Resultado 12 Resultado
Exp Inicial deinh {a) ITlla) enlTl{a) en ITI linea de tto final
9 Gran delecion PL 13 B 2,66 A2 PL Exito Exito
10 Inversion intron 22 R 52 52 276 Al+A2+CL R Fracaso E. parcial
12 Inversion intron 22 PL 6,6 2,6 723 A2+CL PL Fracaso Exito
13 Inversidn intron 22 R 2 2 0,7 Mo sefial R Exito Exito
14 Insercion exdn 14 PL 21 2 150 A2+CL PL Exito Exito
15 Sitio corte-empalme PL 4 2 1,7 Al+A2+CL R Fracaso Exito
16 Delecidin exdn 14 R 13 4 3 A2 R Exito Exito
17 Inversion intron 22 R 11 4 209 Al+A2+CL R Fracaso E. parcial
18 Inversian intrdn 22 R 134 4,6 340 A2+CL R Fracaso Sigue tto
19 Inversidn intron 22 R 29 1 19 AZ+CL PL Exito Exito
20 Terminadora R 6,75 39 2,6 A2+CL R Fracaso Fracaso
n Inversidn intran 22 R 10,9 10,9 9 A2+CL PL Exito Exito
22 Inversion intron 22 R 3,5 9,5 2,5 CL R Fracaso Exito
23 Inversian intrdn 22 PL 24 5,6 23,7 A2 PL Fracaso Sigue tto

CRVIIL: concentrado de FVIIL, PL: plasmatico, R: recombinante, Exp Inicial: tipo de concentrado de factor utilizado antes de |a aparicién del
inhibidor, (a): UB/mL,Tit max hist de inh: titulo maximeo historico de inhibidor, Tit pre-ITl: titulo de inhibidor antes de iniciar el ITI, Tit max en ITI:
titulo maximo de inhibidor durante el ITI, tto: tratamiento, E.: éxito
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Solo uno de los 13 pacientes con éxito, recidivé a los 6
afios y 8 meses de haber conseguido la tolerancia.
En la tabla 12, vemos reflejado los tiempos de seguimiento

en los pacientes con éxito.

Tabla 12. Tiempo de seguimiento en los
pacientes con éxito en 12 linea de ITI (afios)

Minimo 0,83
1.6" cuartil 7,75
Mediana 11,17
3.e" cuartil 13,67
Maximo 32,5
Media 12,25

El paciente que recidivd, permanecié durante 25 afios
con presencia del inhibidor, inicialmente de bajo titulo y
posteriormente de titulo alto. Se manejé con pdFVIIlI a dosis
altas y con productos baipas. A los 41 afos, se volvié a
tratar con CFVIIl y tras un seguimiento de 4 afios, no se ha
detectado presencia de inhibidor y en todo momento la vida

media del factor VIII ha sido normal
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V.2. Andlisis de las variables predictoras de
respuesta

En la primera linea de tratamiento 13/23 pacientes
consiguen la erradicacién del inhibidor (56.5%). El resto se
consideran fracasos.

Se ha realizado un modelo de regresién logistica con
penalizacion L1 (LASSO) para realizar la seleccion de
variables. Aquellas variables que no han sido penalizadas a
cero se consideran asociadas a la probabilidad de éxito del
tratamiento. Tabla 13.

Tabla 13. Resultados del modelo de regresion
(Término independiente) 0,968
Alteracién genética

Titulo maximo de inhibidor
Afos al ITI

Demora

Titulo pre ITI

Log: (Titulo maximo en ITI) -0,133
Concentrado Recombinante -0,678
Concentrado Plasmatico con FVW 7*10
Dosis categorizada 100

Dosis categorizada >100

Utilizacién de acceso venoso central
Infeccion del AVC

eNololoNe]
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Estos resultados se pueden expresar mediante una
formula que relaciona la probabilidad de éxito con cada una

de estas variables:

EO.‘?GB—D.lES*Tituto.mé.x.en.ITT—O.G?B*Plasma.Tecom

PI"(EJC[I'IO) - 14 90.963—0.13B*Titulo.méx.en.ITT—O.G?B*Plama.?'ecom

Del analisis estadistico en nuestra serie destacan dos
variables que influyen en el éxito: a) un menor titulo maximo
de inhibidor durante el ITI y b) la utilizacién de concentrados
de FVIII de origen plasmatico para efectuar el ITI. En el
analisis estadistico la utilizacion de pdFVIII/FVW aporta una
parte practicamente despreciable, pero como en nuestra
serie todos los concentrados plasmaticos a excepcion de
uno contenian FVW, no podemos discriminar el poder de
esta variable.

En la figura 3 se muestra la representacién de la
regresion logistica con penalizaciéon L1 (LASSO). Con este
modelo, y segun los datos de nuestra serie, se podria
predecir la probabilidad de éxito de un determinado paciente
conociendo el titulo méximo en ITl y el tipo de factor utilizado
(plasmatico o recombinante).

En el resto de variables analizadas no se ha
encontrado evidencia estadistica que influya en el éxito.

En relacion al titulo maximo historico antes del ITI, no

se ha podido establecer un punto de corte de buen
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prondstico. Se aprecian peores resultados en los pacientes

con mayores titulos, sin embargo, la serie incluye 4

pacientes con titulo maximo <10 UB/mL, que no consiguen

el éxito.

100

— Plasmatico
---- Recombinante

8 16 32 64 128 256 512

Titulo méximo en ITI (UB/mL)

Figura 3. Representacion de los resultados de la regresion
logistica con penalizacion L1 (LASSO). En el eje de Y se
representa la probabilidad de éxito del tratamiento segun los
distintos valores de titulo maximo en ITl y de la utilizacién de
concentrado plasmatico o concentrado recombinante.
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Figura 4. Distribucién de los valores de titulo maximo en ITI.
En la distribucion de los valores de titulo maximo en ITI se
observa una clara distribucion log-normal, con una cola
derecha muy alargada.
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Figura 5. Distribucion del logaritmo en base 2 de los valores

de titulo maximo durante el ITI. Se observa cémo la

distribucion se ha normalizado sensiblemente, siendo mucho

mas simeétrica

Al efectuar el logaritmo del titulo maximo de inhibidor
durante el ITI, se normaliza y se hace mas simétrica la
distribucién de valores del inhibidor durante el ITl. En esta
distribucion de los valores transformados, como se observa
en la figura 5, se puede intuir la presencia de mas de un
grupo diferenciado en cuanto al valor del titulo maximo.

En las siguientes gréficas esta representado el tiempo
de respuesta a los tratamientos en curvas de Kaplan-Meier.

De forma global en las figura 6-8. De forma diferencianda en
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los tres grupos en los que se habia categorizado la dosis del
concentrado de factor empleado. Figuras 9-11.

Aplicando el test de Wilcox no hay diferencias
significativas en el tiempo de tratamiento entre los éxitos y

los fracasos.

0.8 H |

0.6

Proporcion de pacientes

0.0

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo en meses

Figura 6. Tiempo hasta que el inhibidor es negativo
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Proporcion de pacientes
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Figura 7. Tiempo hasta que la recuperacién es normal

Proporcion de pacientes

Tiempo en meses

Figura 8.Tiempo hasta que la vida media es normal

73



1.0 H
E 0.8
c
k9]
O |
S 06 ‘
V)
©
S
8 0.4 1
o 1 —
3 -
o 0.2 H — <100
— 100
— >100
0.0 —H[
I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo en meses
Figura 9.Tiempo hasta que el inhibidor es negativo
dependiendo de la dosis empleada
1.0 +
§ 0.8
c
9
Q
S 06+
© J—*
o
S
S 0.4 -
o =
(o}
DE_ HJ —— <100
0.2 — 100
— >100
0.0 + —
I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo en meses
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Figura 11. Tiempo hasta que la vida media es normal
dependiendo de la dosis empleada

A aquellos pacientes que no consiguen la
inmunotolerancia en los primeros tratamientos, se les
somete a lo que se considera tratamiento de rescate, que
consiste en: aumento de la dosis empleada en el ITI, cambio
a un pdFVII/VW en el caso de que no lo llevara en la
primera linea e incluso, asociacién de inmunosupresion. Los
pacientes que recibieron corticoides al final de las primeras
lineas de ITIl, no los consideramos rescate porque se
aplicaron cuando el paciente estaba respondiendo para
acelerar la fase final del tratamiento. Los pacientes 4 y 6 son

pacientes antiguos que no efectuaron rescate. El paciente 20
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no continué con el rescate por un problema de vias y las
circunstancias del paciente, pardlisis cerebral infantil tras
haber sufrido una hemorragia cerebral neonatal. Dado que
se trata de pocos pacientes con los que no se puede realizar
estadisticas, hemos preferido exponerlos como casos
clinicos y resumir los datos fundamentales en la tabla 14.
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Tabla 14. Pacientes con mas de una linea de ITI

Paciente Tit max inh

10
10
10
12
12
15
15
15
17
17
17
17
17
18
18
18
2
22
22
23
23

Fecha de
nacimiento

11/06/1996
11/06/1996
11/06/1996
09/11/2001
09/11/2001
12/03/2004
121032004
12/03/2004
141112005
141112005
14/11/2005
141112005
141112005
14/06/2008
14/06/2008
14/06/2008
07/08/2010
07/08/2010
07/08/2010
30/06/2011
30/06/2011

Tipo alteracion

Inversion
Inversion
Inversion
Inversion
Inversion

Sitio corte-empalme

Sitio corte-empalme

Sitio corte-empalme
Inversion
Inversion
Inversion
Inversion
Inversion
inversion
inversion
inversion
Inversion
Inversion
Inversion
Inversion
Inversion

historico
52
276
276
6,6
723
4
4
4
11
239
239
239
239
134
340
340
95
95
95
56
24

Fecha de
inicio de ITI
01/07/1996
07/05/M1997
10/08/2006
25/04/2005
2010272006
06/02/2008
07/04/2008
05/05/2008
2310772007
25/08/2008
25/03/2009
14122010
2210272012
25/05/2011
13/05/2013
16/09/2013
211022012
14/02/2013
01/06/2014

13122012
20/05/2013

Aoz al

Im

R LR = Al WO B = EE WO o

Demora
(meses)

0

Titulo pre  Tit max Inh

Il
52
28,8
3
26
74
2
04
1,13
4
130
22
25
9,8
46
135
162
9,5
25
06
5,6
144

en ITI
276
153
1780
723
8
1,7
0,93
1,74
239
13
15
15
1096
340
16.2
17.3
25
08
0
237
144

CFVIIl PLIR

R
PL
PL
PL
PL
R

R

PL
R

PL
PL
PL
PL
R

R

PL
R

PL
PL
PL
PL

Dosis y pauta

200 UlKg/dia
200 Ul/Kg/dia
190 UlfKg/dia

50 Ul/Kg/3 x sem
200 UlKg/dia

50 UliKg/dia

200 UllKg/dia
200 UliKg/dia

50 UI/Kg/3 x sem
50 Ul/Kg/3 x sem
200 Ul/Kg/3x sem
150 UliKg/dia
200 UliKg/dia

50 Ul/Kg/3 x sem
190 UlKg/3 x sem
190 Ul/Kg/3 x sem
200 Ulkg/3x sem
200 Ul/Kg/3x sem
160 Ul/Kg/dia
100 UliKg/dia
200 UliKg/dia

=} UB/mL, Tit max inh: titulo méximo de inhibidor, CFVIII PL/R: concentrada de FVIII plasmaticos/recombinante, 3 x sem: tres dias por semana
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Tabla 14 (continuacion). Pacientes con mas de una linea de tratamiento

Paciente

23
23

Tto
concoemi-
tante

Si
No
Si

5585 EEELEVNEEEFELE

Farmaco

la
RITUX + Cortic

lq + Cortic

Ig + Cortic

RITUX + Cortic

Profilaxis
antihemo-
magica. en
ITI
No
No

Mdmero de
episodios
hemorragicos
durante ITI

[ A = R L

Fecha de
finalizacién del
ITI

O7/05/1997
12121997
171022012
20/02/2006
14/02/2008
07/04/2008
05/05/2008
08/07/2009
25/08/2008
25/03/2009
14/12/2010
10/05/2011
04/11/2014
13052013
16/09/2013

14/02/2013
01/06/2014

01/06/2015
20/052013

Se produjo
recidiva

S

Mo

No
No

Acceso
VENDSO
central

Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
Si

Infeccion
AVC

Si
Si
Mo
MNo
No
No
No
Mo
No
No
Mo
No
No
Mo
Mo
No
No
No
No

No
Si

Resultado

el = = L) e WL R LD LD L = L) L = LR L

Fecha del
Glitima
control

07/05M1957
12121997
26/06/2015
20/02/2006
15/06/2015
07/04/2008
05/05/2008
12/052015
18/08/2008
25/03/2009
14122010
10/05/2011
07/07/2015
13/052013
16092013
08/07/2015
14/02/2013
01/06/2014
10/07/2015

201052013
19/06/2015

Tto: tratamientos, Resultado: 1: éxito, 2: cambio de inmunorrespuesta, 3: fracaso, 4: sigue en tratamiento; Ig: inmunoglobulinas, RITUX: Rituximab,
Cortic: corticoides, AVC: acceso venoso central,
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V.3 Tratamiento de inmunotolerancia de rescate

De los 10 pacientes que fracasaron a la primera linea
de ITI, se les aplic6 tratamiento de rescate a 7, al menos en
una ocasion. Un paciente ha efectuado 5 lineas de ITI, lo
cual supone cuatro rescates. La mayoria de los rescates o
bien fueron aumento de la dosis o bien cambio a un
pdFVII/FVW. Sélo en dos pacientes se utilizé rituximab con
corticoides, los corticoides en estos casos se aplicaron al
principio del tratamiento.

De los 7 pacientes que recibieron tratamiento de
rescate, 2 todavia estan en tratamiento, por tanto, ain no se
sabe si conseguiran el éxito.

De los 5 pacientes que han finalizado el tratamiento, los
pacientes 10 y 17 han pasado a ser bajos respondedores,
estos son los tratados con rituximab.

Los pacientes 12, 15y 22 consiguieron el éxito.

En la serie completa se incluyen un total de 12
tratamientos de rescate.

A continuacion se describen los aspectos mas
relevantes de los diferentes ITI de rescate que han

efectuado estos pacientes.
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V.3.1. Paciente 10.

Hemofilico A grave de origen caucasico. El paciente
porta la inversion en el intrén 22 del gen F8.

Recibi6o 2 tratamientos de rescate. El primero fue a
continuacion de la primera linea, sin solucion de continuidad,
se cambio de rFVIII a pdFVIII/FVW, continuando a dosis alta.
Se suspendi6 a los 7 meses por falta de respuesta. En total
en estos dos tratamientos estuvo 17 meses.

El niflo permaneci6 durante mas de 8 afios en
tratamiento a demanda con rFVlla, con mdultiples episodios
hemorragicos y sin negativizar el inhibidor, permaneciendo
durante afios en valores de 15-20 UB/mL. En 2006 a la edad
de 10 afios, por su gran morbilidad hemorragica con
importante dependencia del hospital y el descenso del titulo
de inhibidor por debajo de 5 UB/mL, nos planteamos el
efectuar una segunda linea de rescate con inmunosupresion,
rituximab y corticoides.

Se efectud caracterizacion de los epitopos del inhibidor
del paciente; el inhibidor estaba dirigido frente a Al (débil),
A2y CL de la molécula del FVIII.

En agosto de 2006 se inici6 el tratamiento con un titulo
de inhibidor de 3 UB/mL, utilizando rituximab 375
mg/m?/semanales durante 4 semanas y luego nueve dosis
mas administradas mensualmente; metilprednisolona 0.75
mg/kg/dia durante 4 semanas con descenso paulatino
posterior y pdFVIII/FVW, Fanhdi®, a dosis de 200 Ul/kg/dia.
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Figura 12. Se produjo un pico de inhibidor de 1800 UB/mL,
con un descenso progresivo de forma paulatina. El paciente
empezd a experimentar reacciones cutaneas tipo
urticariforme; esto nos obligé a descender la dosis de factor.
En febrero/2007 se paso6 a administrar igual dosis tres veces
por semana, con mejoria de las reacciones. No obstante,
ante la persistencia de la sintomatologia, se continué
descendiendo la dosis de factor: el 25/05/07 se paso a 100
Ul/kg con igual cadencia, tres dosis semanales. Dado que
las reacciones no desaparecian decidimos cambiar, el
05/05/2008, a un factor de similares caracteristicas pero con
menor contenido de albumina, Octanate®. La hipoétesis era,
gue como el primer factor lleva albumina sobreafadida para
su estabilizacién, el exceso de albumina originado en plasma
produjese las reacciones. Con el cambio casi llegaron a
desaparecer. Desde la aparicidon de las reacciones cutaneas,
siempre se ha expuesto al factor premedicandolo con
antihistaminicos.

Desde 28/07/08 el paciente estd con 50 Ul/kg de
Octanate® tres dias por semana, el inhibidor esta siempre
por debajo de 2 UB/mL y en alguna determinaciéon ha sido
negativo. El nimero de episodios hemorragicos ha pasado a
ser menor de 3 al afio y podemos controlarlos con FVIII a
dosis altas, con gran independencia del hospital e importante

mejora de la calidad de vida.
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Por ello se considera que el paciente ha conseguido un
cambio de inmunorrespuesta, pasando de alto a bajo
respondedor.

2000
1800

1600

= 1200

600

Titulo de inhibidor e

SEFIFS SIS :
T & EEFFF FE

Figura 12. Paciente 10. Evolucion del titulo de inhibidor
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Figura 13. Paciente 10. Evolucion de la cifra de CD19

En esta figura podemos ver la evolucién de los linfocitos
CD19 en este paciente; ocho afios después de haber recibido
el rituximab no ha recuperado unos valores normales de
CD19. La linea azul marca el valor inferior de la normalidad.

V.3.2. Paciente 12

Hemofilico A grave de origen caucésico arabe. La
alteracién genética causal es la inversién en el intron 22.
Desarrollé inhibidores a los 2 afios tras haber recibido
tratamiento sustitutivo intensivo por una cirugia inguinal con
importante hematoma.

El titulo méximo antes de la inmunotolerancia fue de
6,6 UB/mL. La caracterizacion epitdpica del inhibidor mostro
gue los anticuerpos estaban dirigidos frente al dominio A2 y
la cadena ligera. Un aflo después de la deteccion y con un
titulo de 2 UB/mL, se inici6 el ITI con pdFVIII/FVW, Fanhdi®,

con una dosis de 50 UI/Kg, tres dias por semana. No se
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utilizé reservorio, el factor se infundié en todo momento por
venas periféricas. A las 2 semanas del inicio llegd a un pico
de inhibidor de 723 UB/mL. Durante 7 meses se produjo un
descenso paulatino hasta 10 UB/mL, permaneciendo sin
cambios durante los 3 meses siguientes. Por esto, junto con
la persistencia de hemartros repetidos de tobillos, se
aumentd la dosis a 200 Ul/Kg tres dias por semana. Con
esta cadencia era mas facil seguir administrando el factor
por via periférica. En dos meses el titulo bajéo a 2 UB/mL y
desaparecieron los sangrados. Durante 11 meses tuvo
similar titulo de inhibidor. Se afiadi6 tratamiento con
Inmunoglobulinas, 1g/Kg/dia dos dias y prednisona 1,5
mg/kg durante 3 semanas, ademas de la pauta de descenso.
A las dos semanas del tratamiento esteroideo el inhibidor se
negativizo, pero al finalizar los corticoides volvié a tener un
titulo de 1,6 UB/mL. Con similar dosis de FVIIl, en 4 meses
nuevamente el inhibidor fue negativo; un mes mas tarde la
recuperacion del FVIII fue normal y 2 meses después se
normaliz6 la vida media. Figuras 12 y 13. Después el
paciente siguio en profilaxis y un afio después de finalizar el
ITI, la vida media permanecia normal. El 28/05/2010, 2 afios
y 3 meses después de conseguir la inmunotolerancia se
produjo una recidiva con un titulo de inhibidor de 0,9 UB/mL.
Se aumenté la dosis del factor a 100 Ul/kg, inicialmente
diario, hasta corregir un hematoma en antebrazo izquierdo vy,

posteriormente, se paso a tres dias por semana, volviendo a
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conseguir la tolerancia al cabo de tres meses. En mayo de
2011 se empez6 el descenso de la dosis de profilaxis hasta
dejarla en dosis habituales de 30-35 Ul/kg tres dias por
semana. Actualmente, esta con 26 Ul/kg tres dias por

semana y muy buena situacion clinica.

Titulo de inhibidor en UB/dL
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Figura 14. Paciente 12. Evolucion del titulo de inhibidor
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Figura 15. Paciente 12. Evolucion del titulo de inhibidor y
recuperacion del FVIII

V.3.3. Paciente 15

Hemofilico A grave de origen caucésico sudamericano.
El paciente tiene una mutacién en el lugar de procesamiento
del mRNA, mutacién sitio corte-empalme. Diagnosticado a
los 3 meses en su pais por un hematoma toracico. Fue
tratado en pocas ocasiones en su pais con producto
plasmatico y crioprecipitados. A la llegada a nuestra Unidad
se le tratd un hemartros de tobillo izquierdo por lo que recibio
7 dosis de rFVIll, Helixate®. Luego inicio la profilaxis con
administracion de factor dos veces por semana, y tras otras
7 dosis se detect6 la presencia del inhibidor. Curiosamente,
el inhibidor de este paciente mostraba una cinética tipo 2,

similar a lo que se ve en la hemofilia adquirida; ha sido el
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Unico inhibidor de la serie que ha mostrado esta cinética. El
titulo maximo de inhibidor fue de 4 UB/mL. En este paciente
se inicio el ITI con dosis bajas de FVIII, 50 Ul/kg tres dias
por semana, con el mismo producto recombinante que inicio
el tratamiento en nuestro pais. En dos mes se le aumento la
dosis a 200 Ul/kg y un mes mas tarde del primer cambio, se
le pas6é a pdFVIII/FVW, Fanhdi® a similar dosis. Figura 16.
En este paciente, dada la rapidez de los cambios, se podria
considerar que no hizo tratamiento de rescate; en realidad
no dimos tiempo a ver la eficacia con las primeras lineas
terapéuticas, pero por el incremento del titulo de inhibidor
decidimos estos cambios. Siendo realistas, la ultima linea se
puede considerar como su tratamiento de ITI Gnico. En un

afio consiguio el éxito.

rFVIII (Helixate)
50 Ul/kg/3 x sem.

%'1,81
Al

Helixate 200 Ul/kg/3 x sem.

1\

Fanhdi 200Ul/kg/3 x sem.

l

Figura 16. Paciente 15. Evolucién del titulo de inhibidor
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V.3.4. Paciente 17

Hemofilico A grave de origen caucasico y portador de
la inversion del intron 22. Recibié la primera exposicion al
rEVII, Helixate® a los 12 meses de vida y se detecto el
inhibidor después de tres dias de exposicion. El titulo
maximo histérico antes de iniciar el ITI fue de 11 UB/mL. La
caracterizacion epitopica indicé que los anticuerpos iban
dirigidos frente a los dominios Al (débil) + A2 + CL. Cinco
meses después de la deteccion del inhibidor y con un titulo
pre-ITl de 4,7 UB/mL, se inici6 el tratamiento con el producto
recombinante que desarroll6 el inhibidor a dosis bajas, 50
Ul/kg tres dias por semana. Este paciente fue incluido en el
ensayo clinico internacional de tratamiento prospectivo de
inmunotolerancia, ITI Study. Se produjo un pico de inhibidor
maximo durante el ITI de 209 UB/mL y, aunque inicialmente
se observd un descenso progresivo del inhibidor, después
pas6 a una fase platd; por este motivo, a los 13 meses de
tratamiento, decidimos cambiar a un pdFVIII/FVW, Fanhdi®,
con la misma dosis que con el concentrado previo. Tras el
cambio se produjo un descenso progresivo del inhibidor sin
llegar a negativizarse por completo, motivo por el cual, 7
meses mas tarde del primer cambio, 25/03/09, decidimos
aumentar la dosis de factor a 200 Ul/kg tres dias por
semana. Durante esos meses el paciente soélo habia
presentado 2 hemartros. Con el aumento de dosis, se

consiguid mas descenso del titulo, pero volviendo a hacer
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plat6 entre 7 y 23 UB/mL. Esto motivd que 11 meses
después, 24/02/10, se decidiera administrar un ciclo de
corticoides, (prednisona 1,3 mg/kg/dia durante 3 semanas,
mas el descenso paulatino posterior). Tras el tratamiento de
esteroides, se consiguioé un valor de inhibidor de 0,7 UB/mL,
pero con posterioridad aumenté ligeramente, por lo cual se
decidi6 administrar, en mayo y septiembre de 2010,
inmunoglobulinas 2g/kg repartidos en dos dias y, después
de la dosis de septiembre, 1g/kg/21dias durante 6 meses.
En diciembre de 2010, se aumentd la cadencia de las
administraciones, 150 Ul/kg/dia, con negativizacion
transitoria del inhibidor. Ante el incremento posterior del
titulo y picos febriles tras la administracion del factor, se
suspendio esta tanda de ITI en mayo de 2011. El paciente
no llevaba AVC. Toda la evolucién se puede observar en las

figuras 17 y 18.
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Figura 17. Paciente 17. Evolucion del titulo de inhibidor
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Figura 18. Paciente 17. Evolucion del titulo de inhibidor

El 22/02/12 se inici6 la quinta linea de ITI utilizando
rituximab. Recibié cuatro dosis semanales de rituximab, 375
mg/m? y corticoides; prednisona 1 mg/kg/dia durante 5 dias y
FVIII, Fanhdi®, a 200 Ul/kg/dia. Se produjo un pico de
inhibidor de 110 UB/mL con descenso posterior rapido; en 2
meses el inhibidor era negativo y los valores valle de FVIII
superiores a 50 Ul/dL. Se comenzd a disminuir
progresivamente la dosis de FVIII, hasta 75 Ul/kg/dia con la
gue se produjo un claro descenso de los valores de FVIII,
motivo por el cual se le dio una dosis adicional de rituximab
el 26/11/2012. El 17/12/2012 se le pas6é a 110 Ul/kg/48h y
desde el 17/01/2013 esta con 4000 Ul/48h (en ese momento
140 Ul/kg y actualmente 125 Ul/kg). Los valores valle en los
ultimos diez meses estan estables entre 5-7 Ul/dL, por tanto
se consider6 una respuesta parcial, desde noviembre de
2014. Figura 19.

90



[ary
[
o

=
o
o

)
o
~
o
-]
S 80
.
[e)
o
‘B 60
2
£
I 40
)
2
= 20

0

']9'0' ¥ @'{L ,@0 g 6\7’ ,@'{” '@\"b 6»“ Q«,‘" '1.\’“ '»\f’ m-\i”

RIS \"\\°\\ \°°‘\°“\”9\°”\°“\

S S S S S T PO

Figura 19. Paciente 17. Evolucién del titulo de inhibidor y
valores de FVIII valle
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Figura 20. Paciente 17. Evolucion de la cifra de linfocitos CD 19.
En esta figura podemos ver la evolucion de los linfocitos CD19,
en la que se aprecia una recuperacion de los valores normales
a los 8 meses de las dosis de rituximab. La linea azul marca el

valor inferior de la normalidad.
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V.3.5. Paciente 18

Hemofilico A grave de origen caucasico sudamericano.
El paciente porta la inversion del intron 22 en el gen F8.
Ademas presenta trisomia del cromosoma 21.

El paciente inicio profilaxis con FVIII, Refacto®, 30
Ul/kg una vez por semana, y desarrollé el inhibidor tras 4
dias de exposicion. El titulo maximo histérico fue de 134
UB/mL. El estudio de epitopos mostroé que el inhibidor tenia
especificidad frente al dominio A2 y cadena ligera.

Se inici6 la primera linea de ITI a los 3 afios, el
19/05/11, con un titulo pre ITI de 4,6 UB/mL. Se utilizo el
mismo concentrado de factor recombinante con el que
desarroll6 el inhibidor y a dosis bajas, 50 Ul/kg tres dias por
semana, con administraciones por acceso venoso periférico.
Se produjo un titulo maximo durante el ITI de 340 UB/mL.

Dos afios después y con un titulo de inhibidor de 13,5
UB/mL, se aument6 la dosis de factor a 190 Ul/kg tres dias
por semana, y ante la no variacion del titulo de inhibidor, 4
meses mas tarde se cambié a pdFVIII/FVW a similar dosis.
Con este cambio se produjo un descenso progresivo del
titulo de inhibidor. En el momento actual, 20 meses mas
tarde del segundo cambio, el titulo es negativo, aunque la
vida media todavia no se ha recuperado; por tanto, se
considera que sigue en tratamiento y no es evaluable

todavia.
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Este paciente presentd pocos eventos hemorragicos,
s6lo un hemartros en rodilla y sangrados gingivales; ademas
de tres golpes en la cabeza por los que se le puso rFVlla.
Durante el ITI recibi6 tratamiento profilactico con rFVila.

No ha recibido inmunosupresion.
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Figura 21. Paciente 18. Evolucion del titulo de inhibidor

V.3.6. Paciente 22

Hemofilico A grave de origen caucasico arabe, porta la
inversion del intron 22 en el gen F8.

El paciente fue incluido en el ensayo clinico de Refacto
AF de Pfizer-4434 para pacientes previamente no tratados.
Recibio una dosis inicial de 50 Ul/kg para efectuar
recuperacion y después profilaxis con una dosis de 25 Ul/kg

administrada una vez por semana. Desarroll6 inhibidores
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tras 12 dias de exposicion. En el estudio epitdpico
presentaba especificidad frente a cadena ligera. El titulo
maximo histérico fue de 9,5 UB/mL, por ello iniciamos el ITI,
nada mas detectar y confirmar la presencia del inhibidor. Se
empled una dosis de 200 Ul/kg tres dias por semana para no
utilizar acceso venoso central. El factor utlizado fue
Refacto®, el mismo producto con el que desarroll6 el
inhibidor. Se produjo un descenso del titulo sin llegar a
conseguir la completa negativizacion; por ello, un afio mas
tarde, decidimos pasarlo a pdFVIII/FVW, Fanhdi®, a similar
dosis. Con este producto conseguimos la negativizacion del
inhibidor, pero sin llegar a normalizar la vida media. En junio
de 2014, 16 meses después del primer cambio, se pasé a
réegimen de administraciones diarias de 160 Ul/kg,
consiguiéndose la normalizacién de la vida media. En estos
momentos, el paciente sigue tratamiento con 47 Ul/kg a dias
alternos y presenta un FVIII valle a las 48h de 8 Ul/dL; por
tanto con estos valores se considera que ha conseguido la

inmunotolerancia.
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Figura 22. Paciente 22. Evolucion del titulo de inhibidor y valores
valle de FVIII

V.3.7. Paciente 23

Hemofilico A grave de origen caucasico europeo, porta
la inversion del intron 22 en el gen F8.

Inicié6 su tratamiento con pdFVIII/FVW, Fanhdi®, en
profilaxis con dosis de 30 Ul/kg una vez por semana.
Desarroll6 el inhibidor tras 11 dias de exposicién con un
titulo maximo histérico de 5,6 UB/mL. El estudio epitdpico
mostré especificidad frente a dominio A2. Se inicio el ITI el
13/12/2012 con el mismo producto, Fanhdi®, a la dosis de
100 Ul/kg tres dias por semana, con un pico maximo de
inhibidor de 11,5 UB/mL y descenso posterior. EI 25/04/2013
sufri6 un hematoma subdural postraumatico y fue tratado
con rFVlla. Tras este episodio el titulo de inhibidor subi6
hasta 23,7 UB/mL. Se le colocé un AVC y se le aumenté la

dosis a 200 Ul/kg/dia. Durante los primeros meses se
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mantuvo en profilaxis con rFVlla hasta que se suspendio el
25/06/2013 al llegar el titulo de inhibidor a 1 UB/mL. Durante
18 meses el titulo de inhibidor ha estado entre 1-3 UB/mL.
Ha presentado dos episodios febriles con aislamiento de
staphilococus coagulasa negativo, bien controlado con los
antibidticos habituales. También se detectd colonizacion del
catéter en dos ocasiones por staphilococus coagulasa
negativo y micrococus luteus, que fueron eliminadas con
sellados de daptomicina. Después del hematoma subdural,
no ha presentado episodios hemorragicos. En las dos
Ultimas determinaciones, el inhibidor ha sido negativo pero la

vida media todavia esta acortada. Figura 24.
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Figura 23. Paciente 23. Evolucion del titulo de inhibidor
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Se puede concluir que hay 7 pacientes que efectian
méas de una linea de tratamiento, de los cuales 2 todavia
estan en ITI. Tres pacientes han conseguido el éxito y dos
han alcanzado un éxito parcial con cambio de
inmunorrespuesta.

Si tenemos en cuenta todas las lineas de ITI, dos
pacientes estan todavia en tratamiento, por tanto el total a
considerar seria de 21 pacientes. De este conjunto 76,2%
(16/21) consiguen la erradicacion del inhibidor, 9,5 % (2/21)
consiguen éxito parcial y 14,3% (3/21) fracasan.

En resumen, en nuestra serie se consigue éxito 0 éxito
parcial en mas del 85% de los pacientes; todos ellos siguen
tratamiento profilactico con concentrados de FVIII. Solo tres
pacientes mostraron inhibidor permanente. Uno fallecié por
hepatocarcinoma, otro esta en tratamiento profilactico con
producto baipas y el tercero cambié de centro, actualmente
sigue tratamiento con producto baipas a la demanda.
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V1. DISCUSION

La aparicion de los inhibidores se describi6 desde la
época de las transfusiones de sangre total®>2; el problema
se hizo mas patente desde la utilizacién de los concentrados
de FVIII. Actualmente, es la complicaciéon mas temida en la
hemofilia A; condiciona el tratamiento y la calidad de vida de
los hemofilicos e incluso su esperanza de vida.

La Unica estrategia probada hasta ahora para
conseguir la tolerancia al FVIII exdégeno ha sido el
tratamiento de induccibn de inmunotolerancia. Estos
tratamientos estdn basados en la exposicion al factor
desencadenante de forma mas o menos intensiva y
continuada. Este tratamiento se mantiene hasta que la
recuperacion y la vida media del factor infundido sean
normales; es entonces cuando se considera que el paciente
es tolerante al producto administrado. Si esto se consigue,
los tratamientos sustitutivos habituales se pueden volver a
aplicar, tanto para manejar los episodios hemorragicos como
para prevenir su aparicion, lo cual conlleva una gran mejoria
en la calidad de vida de estos pacientes.

La gran mayoria de nuestros conocimientos actuales
en relacion a los ITI estan basados en estudios de pequefias
cohortes y de registros retrospectivos nacionales e
internacionales. Ademas, solo existe un ensayo clinico

aleatorizado, conocido como ITI Study®2.
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En el presente trabajo se han recopilado los datos
obtenidos de todos los pacientes sometidos a ITI en un Unico
centro, la Unidad de Coagulopatias Congénitas de la
Comunidad Valenciana, Unitat d’Hemostasia i Trombosi,
Servei d’'Hematologia, Hospital Universitari i Politécnic La Fe
de Valéncia, realizados desde 1980 hasta 2015. Los
pacientes que estan actualmente en primera linea de ITI no
se han incluido.

Los estudios aleatorizados son los que proporcionan
informaciobn mas precisa; sin embargo, dado que la
complicacion analizada en este estudio es poco frecuente,
aunque muy grave, resulta dificil llevar a cabo este tipo de
estudios.

Nuestro trabajo recoge los datos de forma mixta,
retrospectiva y prospectivamente. Se pueden sefialar dos
limitaciones principales: (i) el bajo numero de pacientes dado
gue pertenecen a un solo centro, (ii) que casi la mitad de los
datos son retrospectivos. Por el contrario, la principal ventaja
es gue no hay seleccién de pacientes, por lo tanto, todos los
datos se han recogido de forma consecutiva. Ademas, todos
ellos provienen de una unidad de referencia que ha seguido
una dinamica de trabajo similar a lo largo de los afios, con
bases informaticas desde hace 20 afios, lo cual proporciona
datos mas robustos y uniformes que si tuvieran diferente

procedencia.
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La tasa de respuesta en primera linea ha resultado ser
en nuestro estudio de 57%, menor que la presentada en
otras series y registrOSGG-GS;70;74;76;78;91-93;95;108;109;141-144’ |a Cual
varia entre 62,5%-100%. Una de las posibles causas es que
en nuestra serie estan incluido todos los pacientes de forma
consecutiva, por tanto se puede considerar casi como un
grupo con intenciéon de tratamiento, en los trabajos cuando
se considera la intencion de tratamiento la respuesta es
mucho menor®?. Otra razén posible es que algunos cambios
efectuados en la dosis o tipo de factor, se realizaron de
forma relativamente prematura en dos pacientes, 12y 15. En
el paciente 12 se aumentd la dosis por los numerosos
hemartros y por haber hecho una fase platé el descenso del
inhibidor. Al paciente 15 se le efectuaron cambios de
tratamiento antes de transcurrir tres meses por incremento
del titulo de inhibidor durante mas de 2 meses. De haber
continuado mas tiempo y si se hubiese conseguido el éxito,
la tasa de respuesta en primera linea en nuestros pacientes
estaria en el 65%.

También se podria ver como posible causa el que, en
algunos trabajos la mayoria de los pacientes incluidos tienen
un titulo maximo de inhibidor histérico mas bajo que en
nuestra serie’®%7  por tanto, con mas posibilidades de
conseguir el éxito.

Otro factor que puede influir en las diferencias de

resultados, es que algunas publicaciones contemplan un
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criterio mas laxo para calificar el éxito’%11%145 incluido el
Registro Norteamericano’®.

Si tenemos en cuenta las diferentes lineas de
tratamiento que han recibido nuestros pacientes, la tasa de
respuesta resulta similar e incluso mejor que en otras series;
con respuesta completa y cambio de inmunorrespuesta se
llega al 85,7%; solo el 14,3% fracasan, quedando con un
inhibidor permanente.

En el andlisis estadistico efectuado en nuestra serie,
mediante la regresion logistica con penalizacion L1, hay dos
variables que influyen significativamente en el éxito; el titulo
maximo de inhibidor durante el ITl, como se aprecia cuando
se aplica el logaritmo de esta variable (figura 5), y el tipo de
concentrado de factor utilizado.

El titulo de inhibidor durante el ITI se relaciona de forma
inversa con las tasas de éxito. Este punto es coincidente con
alguna serie#®, en el Registro Norteamericano, con el
estudio prospectivo ITI Study y en el OBSITI Study 7692144,
Esta variable es bastante |6gica, al igual que el titulo maximo
histérico de inhibidor, ya que ambas valoran la respuesta de
cada paciente al FVIII infundido en cada momento. En
nuestro trabajo no se aprecia significacion con el titulo
maximo histérico, aunque los peores resultados se han
obtenido en los pacientes con mayor titulo. Posiblemente
con un mayor numero de pacientes habria resultado

significativo, como en la mayoria de registros y series
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publicados?0:76:93107:147 = En el trabajo de Mathias'%’ se
presenta una serie de 15 pacientes, y las dos variables
significativas relacionadas con el éxito son el titulo maximo
de inhibidor y el no demorar el inicio del ITI. Ademas, los tres
pacientes que fracasan tienen un titulo maximo =50 UB/mL.

La otra variable significativa al analizar nuestros
datos, es el tipo de concentrado de factor empleado. Se han
obtenido mejores resultados en los pacientes que utilizaron
pdFVIII para efectuar el ITl. Todos los pdFVIIl a excepcion
de uno, eran ricos en factor von Willebrand. En el analisis
estadistico, el concentrado con FVW aporta una parte
practicamente despreciable, pero como en nuestra serie
todos los concentrados plasmaticos, a excepcion de uno,
contenian FVW, no podemos cuantificar con certeza el poder
de esta variable.

El que los mejores resultados se hayan obtenido con
el uso de pdFVIIl coincide con lo comunicado en otras
publicaciones. Este es, posiblemente, el capitulo mas
controvertido en la literatura.

En dos centros alemanes se apreciaron diferencias
importantes desde la introduccién de los rFVIIl. Desde la
llegada de concentrados de FVIII més puros en la década de
1990, se observé un descenso en la tasa de éxito en los ITI.
Entre 1979 y 1993, se trataron 21 pacientes con el esquema
de Bonn y pdFVIII con alto contenido en FVW, en el Centro

de Hemofilia de Frankfurt. La tasa de éxito fue del 91 %.
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Desde 1993 a 2001 se trataron 16 pacientes en el mismo
centro; dos de ellos recibieron pdFVIII/FVW, consiguiendo el
éxito; en los otros 14 pacientes, que recibieron productos de
alta pureza sin FVW, solo 4 (29%) consiguieron el éxito.
Cuando a los 10 pacientes que no habian respondido, se les
cambié a un concentrado plasmético con alto contenido en
FVW, 8 de ellos lograron el éxito después de una mediana
de 17 meses (5-36); esto significa un tiempo mas largo que
el observado en los pacientes tratados antes de 19934, Los
datos procedentes de los centros de Bonn y Bremen
mostraron la misma tendencia. Antes de la introduccion de
los productos recombinantes, se trataron 51 pacientes, con
una tasa de éxito del 87% (altos respondedores 86% y bajos
respondedores 93%). Desde 1990 hasta julio de 2001 se
trataron 42 pacientes tanto con productos derivados
plasmaticos como con productos de origen recombinante.
Los 28 pacientes tratados con productos plasmaticos
consiguieron un 82% de éxito, frente al 54% de los 14
pacientes tratados con productos recombinantes®’ 14, La
Unica variable que cambia en estos dos periodos, es el tipo
de concentrado utilizado.

En algunas series mas pequefas de hemofilicos con
inhibidores en ITI que no respondian al utilizar concentrados
de alta pureza, se consiguié el éxito tras cambiar a un
concentrado con alto contenido en FVW®%:150:151  Otros

trabajos con pequefias series también han mostrado buenos
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resultados al efectuar los ITI con pdFVIIVW®3152 En el
trabajo de Greninger®3, se trataron 11 pacientes con factores
de mal prondstico; en primera linea de tratamiento, 5 de
ellos consiguieron éxito y 2 éxito parcial, mientras que en los
4 pacientes restantes que se trataron en segunda linea, en
todos fracaso el ITI a pesar de utilizar dosis altas de 200
Ul/kg/24h; estos pacientes habian realizado largos
tratamientos con productos recombinantes, media de 22,5
meses. También se apreciaron pocos casos de éxito en
pacientes que recibieron tratamientos después de haber
fracasado en primeras lineas de ITI®, Otras series mas
amplias, formadas por grupos de pacientes con factores de
mal prondstico, incluido el fracaso en primeras lineas de
tratamiento, también comunicaron buenos resultados®102:144,
Hay pruebas in vitro que sugieren que los pdFVII
pueden ofrecer ventaja cuando se utilizan para ITI. El factor
de crecimiento transformante beta, presente en pdFVIIl pero
no en rFVIIl, ha demostrado que inhibe la proliferacion y
promueve la apoptosis de linfocitos T estimulados!®®. En
esta misma publicacion, se demostré igualmente en cinco
pacientes, que recibieron pdFVIIl para cirugias menores, un
aumento de la apoptosis en el subconjunto de las células T.
Este efecto sobre las células T podria ser beneficioso en la
limitacion de la respuesta inmune de los pacientes con

inhibidores durante ITI.
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Los complejos de FVIII con VWF también pueden ser
menos susceptibles a los anticuerpos dirigidos frente al
dominio C2 de la molécula de FVIII; este dominio esta oculto
cuando el FVIII es transportado por el FVW?:154155 | os
pdFVIII/FVW serian més eficaces en los ITI, porque el FVYW
protegeria los dominios C2 de la accién del inhibidor y se
prolongaria la vida media del FVIII infundido®.

Finalmente, pdFVIII puede contener pequefias
cantidades de inmunoglobulina, incluyendo anticuerpos anti-
idiotipo que pueden interferir con los anticuerpos inhibidores
anti-FV1111%6,

Estudios in vivo también demostraron que la
recuperacion de FVIII era mayor cuando se empleaba
pdFVII/VW en determinados pacientes, que cuando se
empleaban productos de mayor purezal®’.

En sentido contrario, tendriamos trabajos en los que se
comunican buenos resultados con series de pacientes que
han efectuado el ITI con productos recombinantes!42145146:158,
En la serie canadiense, hay 29 pacientes que terminan el ITI;
la mayoria de ellos son tratados con rFVIIl y presentan un
79,3% de éxito. Los criterios de éxito son diferentes
dependiendo del centro; por tanto, algunos pacientes no
serian considerados como éxito en nuestro trabajo.

En los cuatro registros, Internacional’®, Norte-
americano’®, Aleman’® y Espafiol®3, no hay diferencias en el

exito al considerar el tipo de factor empleado, pero en todos
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ellos hay un sesgo en los pacientes incluidos, dado que la
mayoria han estado tratados con productos plasmaticos.
Algo similar sucede en el ITI Study®?, pero en sentido
contrario; en este estudio, la mayoria de los pacientes han
sido tratados con productos recombinantes. En un analisis
posterior del Registro Norteamericano, se consiguieron mas
éxitos de tolerancia en pacientes tratados con factor
plasmatico purificado con anticuerpos monoclonales (73%)
que con factor recombinante de primera generacion (51%).

En pacientes con peores factores predictores, podria
suponer cierta ventaja tratarlos con  productos
plasmaticos®>19, No obstante, en dos revisiones mas
recientes, no se aprecian diferencias que soporten la ventaja
de los productos ricos en FVW?104:105,

En nuestro caso, los resultados obtenidos con el
pdFVIII/FVW procedente de las donaciones de plasma
autoctono, nos ha funcionado bien, por tanto parece l6gico el

seguir utilizdndolo como lo hemos venido haciendo.

La dosis de factor empleada en el ITI no influye en los
resultados de nuestro estudio. En los Gltimos afios estamos
aplicando una dosis personalizada, dependiendo de los
factores predictores de cada paciente (fundamentalmente el
titulo maximo de inhibidor), a semejanza de lo aplicado por
otros grupos®’. En este trabajo de Mathias, se aprecian

mejores resultados en los pacientes que utilizan menor dosis

106



de factor; pero generalmente los pacientes en los que se
emplea menor dosis son los que tienen menor titulo maximo
historico de inhibidor. En nuestro centro, esta seleccion de
pacientes solo se ha efectuado desde el afio 2000. Este
hecho puede hacer que los resultados se compensen y no
se decanten hacia mejores resultados con las dosis bajas,
como podria haber sucedido si los tratamientos
personalizados se hubiesen aplicado en todo momento.

En el Registro Espaiiol la variable que ha permanecido
durante diversas actualizaciones con mayor significacion
estadistica y con un sentido de buen prondstico, es el
empleo de dosis de factor iguales o inferiores a 100
Ul/kg/dia, lo cual estd en concordancia con lo presentado
por el Registro Norteamericano, donde con dosis altas se
obtienen peores resultados. En este campo hay
discrepancias con el Registro Internacional, donde se
demuestran mejores resultados con dosis altas. En sentido
contrario se pueden destacar los buenos resultados
publicados por el grupo holandés que usaba dosis tan bajas
en ITlI como las que se suelen emplear en profilaxis, 25 Ul/kg

tres dias por semana’®.

El empleo de AVC es muy frecuente en los pacientes
hemofilicos. La utilizacion de los AVC en algunas series
llega a ser hasta del 43% de los hemofilicos, 32% de los que

estan en profilaxis y 89% de los que estan en ITI5°,
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Es recomendable llevar a <cabo los ITlI sin
interrupciones; el acceso venoso es fundamental en los
nifos que se someten a estos tratamientos, sobre todo, en el
caso de las administraciones diarias.

Nuestro centro cuenta con una baja tasa de utilizacion
de AVC, solo en 7 de 23 pacientes (30%) se ha utilizado. En
parte es una consecuencia de la alta tasa de infecciones que
hemos tenido, mas marcada en la década de los 90. Esto
gueda reflejado por unos periodos relativamente cortos
desde la colocacion del AVC hasta la primera infeccion,
comparado con otras series''l., Ademas porque hemos
seguido las recomendaciones de consenso internacional que
consideraban la administraciébn por venopuncién periférica
como primera opcion para evitar complicaciones con los
AVC0  [a utilizaciébn de regimenes con administracion a
dias alternos o tres dias por semana facilitaria la utilizacion
de venas periféricas. No obstante, la utilizacién de AVC es
con frecuencia necesario, sobre todo, cuando se han de
aplicar regimenes de dosis altas en nifios muy pequefios?®,

Hay dos grandes tipos de AVC, los port que son
subcutaneos totalmente implantados debajo de la piel y, los
catéteres tunelizados externos, estos dltimos tienen mayor
tasa de infecciones y muchas mas limitaciones en la vida
diaria del paciente.

Todos AVC de nuestros pacientes han sido port-a-cath;

son los catéteres preferidos en hemofilia porque tienen
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menor probabilidad de infecciéon'®?, mayor durabilidad,
requieren menos cuidados y permiten una vida mas normal
del paciente!!1163,

A pesar de utilizar port-a-cath, la tasa de infeccion en
nuestros pacientes es elevada, 10 de los 11 AVC han sufrido
infeccion durante el periodo de ITlI. La mayoria de la
infecciones de los AVC en nuestros pacientes ha sido
causadas por gérmenes gram positivo al igual que lo
comunicado en la literatural!t164167 | 3 mayoria de las
infecciones fueron controladas con tratamiento antibiotico.

La infeccién es la complicacién principal asociada al
uso de los AVC en hemofilial®®1’0, |Los pacientes con
inhibidores tienen mayor riesgo de infeccion!1%:160:164-
166;169:171-173  E| meta-andlisis de Valentino et al''l, en
relacion con las infecciones de los AVC en hemofilia grave,
revela un mayor riesgo de infeccién en pacientes menores
de 6 afios, la presencia de inhibidor y el uso de catéteres
externosti,

Una de las posibles causas de la mayor tasa de
infecciones de los AVC en el hemofilico con inhibidores es el
mayor numero de utilizaciones del port; no obstante, en
algunos estudios este supuesto no se confirmal64167;
tampoco en el ITI Study®?, no se aprecian diferencias en la
tasa de infecciones entre los pacientes de la rama de
administracion diaria de factor frente a los de tres dias por

semana. La otra posible causa de infecciones es la
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formacion de hematomas entre la piel y la membrana'®4. En
este punto se puede especular que en los pacientes en ITlI,
si que habria una mayor tasa de infecciones con el uso
frecuente de los AVC; pero cuando se utilizan dosis altas de
factor, la probabilidad de los sangrados en los puntos de
puncién seria menor y, por tanto, esto compensaria el riesgo
de infeccion.

En nuestro caso, 4 de 6 pacientes con infeccion del
AVC consiguieron éxito en primera linea del ITI. El paciente
gue no se infecté también consiguié la inmunotolerancia. La
mayoria de las infecciones en nuestros pacientes fueron
controladas con tratamiento antibiético y no supusieron
interrupciones prolongadas en la administracion de los
concentrados de factor; este hecho podria explicar por qué
no se han observado diferencias en los resultados del ITI
entre los pacientes con infeccion de los AVC y los que no
utilizan AVC, como si se aprecia en otras series donde hay
interrupciones del tratamientos. En una publicacion del
Registro  Norteamericano de Inmunotolerancia, la
complicacion en los AVC, habitualmente infeccion, fue una
de las razones frecuentes de fallo en los ITI’®. En la misma
linea, el grupo de Milan'’* comunica que, los pacientes con
inhibidores, tienen una mayor tasa de retirada y menor
durabilidad de los AVC que los pacientes sin inhibidores; la
mediana del tiempo de retirada es de 0,8 afos. La retirada

dificultaria la continuidad del ITI; la interrupcion supondria la
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prolongacion de la consecucion de la tolerancia o incluso
gue no se consiga®1’®, En una comunicacién de los datos
preliminares del ITI study®® se observaba un porcentaje
menor de éxito en el ITIl; 38% de los pacientes que sufrian
infeccion de los AVC frente a 77% de los que no se
infectaban; ademas, se tardaba mas en conseguir la
tolerancia. Sin embargo, en la publicacion final alcanzan la
tolerancia con proporciones similares los pacientes que
sufrieron infeccién del AVC a los que no se infectaron y, no
habia diferencias significativas en los tiempos requeridos

para conseguir la tolerancia®?.

En nuestra serie tampoco se han obtenido diferencias
significativas al analizar el titulo de inhibidor en el momento
de iniciar el ITl. Hasta ahora todos los registros’6:93147 han
coincidido al mostrar que, tener un titulo inferior a 10 UB/mL
en el momento de iniciar el ITI es una buena variable
predictora de éxito en los ITIl. Similares resultados se han
obtenido en diferentes series en las que se esper6 a tener
un titulo de inhibidor bajo para iniciar el IT|9%:108:109

Mientras se espera a que el titulo de inhibidor
descienda por debajo de 10 UB/mL, no se debe exponer al
paciente a productos que contengan FVIII; por tanto, en el
periodo de espera la practica habitual es tratar los episodios
hemorragicos con rFVlla, dado que el FEIBA tiene trazas de

FVIIl y, en 1/3 de los pacientes les produciria un estimulo
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suficiente para no permitir el descenso del inhibidor!’®. Esta
ha sido también la practica habitual en nuestro centro en los
ultimos 15 afos.

De wuna recopilacion de los datos del Registro
Internacional y del Norteamericano® se desprende que los
pacientes que iniciaron el tratamiento con un titulo
<10UB/mL, consiguieron éxito en el 85% de los casos, en un
tiempo medio de 11 meses. Mientras que cuando el titulo del
inhibidor era >10UB/mL, solo la tercera parte de los
pacientes alcanzaron la tolerancia, y ademas necesitaron
mas tiempo (15 meses).

Una de las posibles razones para intentar explicar la
mejor respuesta cuando se inicia el ITI con titulo bajo, es el
que se afrontaria el tratamiento en una situacion de menor
alerta del sistema inmunitario y esto facilitaria la consecucién
de la tolerancia.

Existen otros trabajos donde los mejores resultados se
obtienen cuando el intervalo entre la deteccion del inhibidor y
el comienzo del ITI es corto®1%, En el Registro
Internacional™® los resultados fueron mejores en los
pacientes cuya demora del tratamiento fue inferior a 5
afios’”. Recientemente dos centros norteamericanos!’’ han
concluido que si se empieza pronto el ITI, con independencia
del titulo pre-ITIl, se consiguen mas éxitos. Se trata de un
trabajo retrospectivo en el que se estudiaron 58 pacientes;

32 de 39 (82%) alto respondedores consiguieron el éxito. De
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los 39 alto respondedores, 23 iniciaron el ITI dentro del mes
después de haberse diagnosticado el inhibidor y 22 de ellos
respondieron (96%); 13 de 23 iniciaron el ITI con un titulo
pre-ITI >10 UB/mL y todos fueron éxito. Cinco pacientes
empezaron el tratamiento entre 1 a 6 meses desde la
deteccion del inhibidor, consiguiendo un 60% de respuesta,
y once comenzaron el ITI con una demora mayor de 6
meses con 64% de éxito. Cuando se analiza con detalle este
trabajo se ve que los pacientes que tardan mas en empezar
el ITI tienen un titulo de inhibidor maximo histérico mayor; de
hecho cuando el titulo maximo entra en el estudio
multivariable, la precocidad del tratamiento no es
significativa.

Aunque, por la mayoria de lo publicado, es mas
ventajoso iniciar los tratamientos con un titulo de inhibidor
<10 UB/mL, debido a la disparidad de determinados
trabajos, algunos grupos siguen apostando por iniciar los ITI
lo antes posible tras la deteccién del inhibidori®. El objetivo
fundamental de estos grupos es el reducir la probabilidad de
sangrado, evitando asi la aparicion de articulaciones dianas
y el inicio de la artropatia. Ademas, la aplicacion de los ITl a
una edad temprana también supondria un ahorro econémico
por el menor peso del paciente.

Como podemos comprobar, en esta y otras variables
es dificil comparar los resultados de las diferentes

publicaciones por la heterogeneidad de las series.
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La edad en el momento del inicio del ITI no influye en
los resultados de nuestra serie, al igual que en la mayoria de
las publicaciones. Solo en el Registro Internacional la edad
resultd significativa, apreciandose peores resultados en
pacientes que realizaron los ITI con una edad superior a 20

afios’>.

En cuanto al tipo de mutacion se han agrupado para su
analisis en: a) inversiones, b) grandes deleciones, «¢)
mutaciones terminadoras, d) pequefias deleciones o
inserciones y e) mutaciones sitio corte-empalme. No se
aprecia influencia del tipo de mutacion en nuestros
resultados. En la literatura vemos que las mismas
mutaciones que tienen mayor riesgo para el desarrollo de
inhibidores®®8’, aquellas que son mas lesivas para la
magquinaria genética, también influirian de forma negativa en
la consecucion de la tolerancia. Los peores resultados se
tendrian en los hemofilicos portadores de grandes
deleciones®178, Sin embargo, estos datos no han sido

confirmados en otras series’!.

La determinacion de los epitopos del FVIII frente a los
gue va dirigido el inhibidor, se empez6 a realizar en los
ultimos 15 afios en nuestro centro, por lo cual, este dato sélo

esta disponible en los pacientes mas jovenes (tabla 15).
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Solo en la muestra de un paciente, de los estudiados
en nuestro centro, no se detecto sefial; se trataba de un nifio
con un titulo de inhibidor muy bajo y con rapida respuesta al
ITI. En la mayoria de las muestras se aprecian inhibidores
frente a diferentes dominios de la molécula de FVIII, al igual
gue lo comunicado en la literatura. S6lo en la muestra de un
paciente, se aprecio reactividad exclusiva frente a cadena
ligera. Este paciente habia sido tratado desde el principio
con rFVIIl. En este punto no hay coincidencia con lo
comunicado en algunos trabajos donde aprecian que los
pacientes expuestos a pdFVIII son los que presentan con
mayor frecuencia epitopos especificos frente a la cadena
ligeral’®. En nuestra serie, no se aprecia relaciéon entre los
epitopos y el éxito en los ITl. En la literatura hay pocas
publicaciones en las que se haya intentado correlacionar la
respuesta de los ITI con la caracterizacion de los epitopos
de los pacientes. El estudio de Greningre®® es el que
muestra una mayor relacion entre el tipo de epitopo y la
respuesta en los ITI. En este trabajo hay 11 hemofilicos con
inhibidores sometidos a ITI con un Unico producto plasmatico
con FVW; se dispone de la caracterizacion epitopica de 10
de los 11 pacientes tratados; en 9 de ellos se tiene sefial. En
esos 9 hay especificidad para C2, y en 4 ademas para A2.
La presencia del epitopo en A2 estaria asociada a mal
resultado. En el trabajo publicado por un grupo holandés,

donde se hace un estudio epitopico dinamico, a lo largo del

115



tiempo en ITI, hay predominio de inhibidores dirigidos frente
a cadena ligera en los pacientes que responden al ITI.
Ademas, aprecian que en aquellos pacientes que responden
a los ITI, a lo largo del tratamiento se produce descenso en
la proporcion de anticuerpos dirigidos frente a A2 e
incremento frente a cadena ligera®®. En estos dos trabajos,
en general, los pacientes con anticuerpos frente al dominio
A2 son aquellos que presentan un titulo de inhibidor durante
el ITI mas alto; estos datos pueden estar sesgados, esto es,
gue la variable responsable de respuesta al tratamiento sea
el titulo durante el ITI y no la especificidad al epitopo. En
definitiva seria interesante efectuar estudios prospectivos
con amplias series de pacientes para intentar aclarar estos

puntos.

En los dultimos afios, en los nifios que no han
respondido a una primera linea de ITI hemos escalado
diferentes lineas de rescate. El primer cambio ha sido
aumentar la dosis de concentrado utilizado o cambiar a un
pdFVII/FVW, si no lo estdbamos administrando ya.

Con el paciente 15, decidimos efectuar cambios antes
de los tres meses, inicialmente de dosis y después de tipo
de concentrado, pasandolo a un producto pdFVIII/FVW por
el incremento del titulo de inhibidor durante 2 meses

consecutivos en el seno del ITI.
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En la mayoria de los pacientes se aprecio un descenso
del titulo de inhibidor cuando se realizaron los cambios. En
dos de ellos, decidimos iniciar su dultima linea con
inmunosupresion, corticoides y rituximab, asociados a dosis
altas de pdFVIII/FVW. En estos dos pacientes se consiguio
una respuesta parcial, pasando de alto respondedor a bajo
respondedor.

En el caso del paciente 10 apreciamos una mejoria
sustancial en su calidad de vida. Antes de iniciar el segundo
rescate presentaba mas de 20 eventos hemorragicos
anuales, en alguno de ellos con ingreso hospitalario,
mientras que en el momento actual presenta menos de 3
hemorragias por afio, sin ingreso desde hace un lustro.

En el paciente 17 la mejoria no ha sido tan
espectacular, dado que nunca presentd tanta morbilidad
hemorragica, en parte por haber estado, casi toda su vida,
en diferentes lineas de ITI; en el momento actual, el paciente
tiene en todo momento FVIII circulante, pues sus valores de
FVIII:C valle son de 5-7 Ul/dL, pero para ello esta recibiendo
110 Ul/kg/48h. Como es de esperar, no tiene eventos
hemorragicos. En él, seria planteable el volver a aplicar
concentrado de factor diariamente, para ver si se consigue
normalizar la vida media.

En estos pacientes, se asociaron corticoides buscando
un efecto inmunosupresor mas global, pero el efecto

fundamental y sostenido se deberia al rituximab.
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Una de las dudas con el uso de rituximab es el nimero
de dosis a administrar. En el paciente 10 se utilizaron 13
dosis; la razon fue intentar que descendieran totalmente los
linfocitos CD19, al igual que se consiguié en otros casos. El
paciente 17 recibié 5 dosis de rituximab. En las figuras 13 y
20 se puede observar la evolucion de las cifras de CD19 de
estos pacientes. En el caso 10 no se ha recuperado la cifra
de valores normales, a pesar de haber pasado mas de 8
afios, mientras que el paciente 17 la normaliz6 unos 7
meses después de la Ultima dosis de rituximab. En la
literatura el nimero de dosis es muy variable, entre 2-12, y
suele estar relacionado con las recidivas del
inhibidorll7;122;180;181_

El rituximab es el inmunosupresor mas utilizado en los
tltimos afos. Cuando se emplea solo, sin administrar
también FVIII, la respuesta es muy pobre, a semejanza de lo
ocurrido con los otros inmunosupresores. Los resultados son
mas esperanzadores cuando se emplea conjuntamente con
dosis altas de FVII6121 En una recopilacion de los casos
tratados en los Centros Britanicos de Tratamiento de
Hemofilia, se aprecia que la erradicacion del inhibidor de
forma sostenida es poco comun; no obstante, se produce
una mejoria clinica en el 50% de los pacientes. La respuesta
es menor que lo publicado previamente en serie de casos

mas pequefias. Una de las posibles explicaciones es el
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seguimiento mas prolongado en la serie britanica, lo cual
permitiria apreciar mejor las recidivas.

Los efectos secundarios del rituximab a corto o medio
plazo son pocos, pero los efectos a largo plazo son mas
inciertos'?2, En cualquier caso y aunque no tratemos
patologia neoplasica, en muchas ocasiones el paciente
hemofilico con inhibidor de alto titulo, corre riesgos vitales y
tiene una pésima calidad de vida que justificaria la aplicacion

de este tipo de inmunosupresion

En nuestra serie s6lo uno de los pacientes que
responde en primera linea recidivd a los 6 afios y 8 meses
de haber conseguido la tolerancia. Permanecié con inhibidor
durante 25 afios, tratandose con FVIII y productos baipas a
demanda; tras este periodo se planteé tratamiento
continuado con pdFVII/FVW. Sorprendentemente, la
recuperacion y vida media del FVIII en este paciente, desde
el primer momento de esta exposicion continuada de factor,
fue normal. El otro paciente que recidiva, es el paciente 12;
consiguio el éxito en tratamiento de rescate, tras aumentar la
dosis inicial del pdFVIII/FVW que llevaba. Este paciente
recidivé a los 2 afios y 3 meses con un titulo de inhibidor de
0,9 UB/mL; tras haber confirmado la presencia de inhibidor,
se aumentd la dosis de factor y en 3 meses volvio a

normalizar la vida media. Ambos pacientes habian
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continuado en tratamiento profilactico después de terminar el
Tl

Continuar en tratamiento profilactico después de
terminar los ITI es algo formalmente recomendado y que se
suele hacer, aunque no esté totalmente comprobado. La
tasa de recidiva, si consideramos todos los pacientes que
responden en primera linea y rescate, ha resultado ser del
11%. En lo comunicado previamente, las tasas de recidiva
eran muy variadas; irian desde <1% comunicado en la
primera publicacién del Registro Internacinal’ hasta el 22%
presentado por Antun, J. et al, en un estudio multicéntrico
norteamericano'®?, pasando por el 11% del ITI Study
prospectivo®?, el 12% del registro Norteamericano'®® y el
15% de una segunda publicacion del Registro
Internacional’™. La variabilidad en las tasas de recidiva
depende de diferentes aspectos, fundamentalmente de los
criterios para considerar el éxito del ITI, asi como el criterio
para considerar la recidiva y el tiempo de seguimiento. En el
ITI Study prospectivo, 4 de 37 pacientes pierden la tolerancia
al FVIII ex6geno durante el primer afio de seguimiento, uno
con un titulo de inhibidor de 1,4 UB/mL y los otros 3 con
descenso de la recuperacion. Este es el Unico trabajo
prospectivo con un seguimiento muy estrecho, pero sélo
durante el primer afio después de considerar a los pacientes
tolerantes. Las caracteristicas de los pacientes que

recidivaron en el ITI Study no se diferenciaban en la
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recuperacion y vida media con los que no recidivaron. Por el
contrario, en el Registro Norteamericano cuando revisaron
los pacientes que recidivaron, en 8 de 9 se habia
considerado éxito soOlo por tener el inhibidor negativo y
también, se considero recidiva la presencia de inhibidor, sin
contemplar el descenso de la recuperacion o la vida media.
En este sentido, en la serie de Antun aprecian como factores
predictores de recidiva el tener una recuperacion <85% al
final del ITI 'y el haber recibido tratamiento
inmunomodulador. La mayor tasa de recidiva en los
pacientes que utilizan inmunomodulacién queda patente en
la serie publicada por Collins'??, donde recopila los casos de
ITI con rituximab correspondientes a los Centros Britanicos
de Tratamiento de Hemofilia. La fortaleza de los datos de
recidiva de nuestra serie, radica en un seguimiento estrecho
y durante un tiempo prolongado, una mediana de
seguimiento de 9,7 afos (Q1;Q3:7,3;16,6), no tan
prolongado en las otras series.

La decisién de los segundos intentos de ITI deberia
estar basada en la frecuencia de las hemorragias, su
gravedad y la respuesta a los tratamientos con agentes
baipas. También es muy importante la edad del paciente, en
todo nifio con inhibidores hay que hacer todo el esfuerzo
posible para eliminar el inhibidor; de no haber respuesta con

la primera linea de tratamiento hay que continuar con las
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siguientes. Podemos ver que en alguno de nuestros casos,
se consigue respuesta tras mas de 5 afios de tratamiento, en
dos de ellos con administracion de rituximab. Como se
comentaba previamente, algunos pacientes hemofilicos con
inhibidor de alto titulo, tienen unos riesgos vitales y una
calidad de vida tan pobre que justifica el empleo de
diferentes lineas de tratamiento para intentar normalizar, en
la medida de lo posible, la vida del paciente y la de su
familia.

Esta ha sido la filosofia seguida en nuestra Unidad.
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VII. CONCLUSIONES

1.

En nuestra serie hay dos variables que influyen en
el éxito: a) un menor titulo maximo de inhibidor
durante el tratamiento de induccion de
inmunotolerancia y b) la utilizacion de concentrados
de FVIII de origen plasmatico para efectuar el

tratamiento.

En el andlisis estadistico la utilizacion de
pdFVIII/FVW aporta una parte practicamente
despreciable, pero no podemos discriminar el poder
de esta variable, dado que todos los concentrados

plasmaticos a excepcidon de uno contenian FVW.

En nuestra serie no tienen significacion estadistica
influyendo en el éxito: el tipo de mutacion causal de
la hemofilia, el titulo maximo historico de inhibidor,
el titulo de inhibidor antes de iniciar el ITI, la edad
en el momento del ITI, la demora en empezar el ITI,
la dosis de FVIII empleada, la utilizacién de AVC o

la infeccion de éstos.

En los ITI de primera linea tenemos una tasa de

respuesta inferior a otras series.

Con los tratamientos de rescate se consiguen
buenos resultados; al agregar estos resultados a la
primera linea se llega a una tasa de respuesta del

85,7%, sumando el éxito y los cambios de
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inmunorrespuesta. Soélo dos pacientes son

subsidiarios de tratamiento baipés.

Tenemos una baja tasa de utilizacion de accesos
venosos centrales, condicionada por los tiempos
cortos libres de infeccion desde la colocacion de los
AVC en nuestros pacientes.

En hemofilicos con inhibidores en edad pediatrica,
es importante insistir en la erradicacion del inhibidor,
dada la larga expectativa de vida en este grupo
poblacional.
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Anexo 1
TECNICAS Y METODOS DE LABORATORIO

EMPLEADOS

1. Medicion del FVIII por técnica coagulativa en un

tiempo (FVIII:C)

La determinacion del factor VIII:C de la coagulacion
esta basada en el tiempo de tromboplastina parcial activada
(APTT), mediante el método de coagulacion en un tiempo.
Mide el tiempo de recalcificacion de un plasma pobre en
plaguetas con una cantidad O6ptima de suspensién de
fosfolipidos.

Se prepara una mezcla con un volumen de plasma
problema (50 pL), un volumen de plasma deficiente en FVIII,
mas un volumen de reactivo compuesto por diferentes
fosfolipidos y un activador. Se deja incubar tres minutos a
37°C y después se afiade un volumen de cloruro calcico
0,025 M. El coagulometro registra el tiempo de formaciéon del
coagulo, el cual se interpola en la curva de calibracion (lin-
log) que se ha realizado previamente con distintas
diluciones, en tampon D’Owren (barbital), de un plasma
estandar calibrado. La muestra de plasma se puede diluir
con tampon (1:4) o (1:9) para que entre en la curva,

El plasma deficiente empleado en el desarrollo de la
técnica contiene el resto de los factores de la coagulacion en

cantidades suficientes, de forma que el tiempo de
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coagulacion depende Unicamente de la actividad del factor a
determinar.

La curva de calibracion se prepara cada dia. Para
verificar que esta midiendo adecuadamente, se valoran un
control normal y un control patolégico y si estan dentro del
rango esperado, se ensayan las muestras.

Los resultados se informan en Ul/dL.

2. Técnica de deteccion de los inhibidores
Se ha utilizado la técnica de Kasper o la técnica
Bethesda; esta Ultima es la utilizada también para la

cuantificacion del inhibidor.

2.1. Técnica de Kasper

Los inhibidores de grado bajo de factor VIII pueden
resultar dificiles de detectar. Los examenes “new Oxford” y
“‘Bethesda” no son muy sensibles a los inhibidores de grado
bajo. Lossing y colegas hallaron inhibidores de grado muy
bajo, que podian ser detectados en un sistema de APTT
donde el plasma del paciente mezclado con plasma normal
(razén 4:1) era posteriormente incubado con caolin y
cefalina durante dos horas antes de su recalcificacion.
Modificacién de Ewing y Kasper, 1982184,
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Reactivos utilizados: Cefalina L, cloruro calcico (CaClz)
0,025M y plasma humano estandar (PHS). Como control
Positivo y Negativo se usan los que suministra el kit Bethesda.

Hay que incubar durante 2 horas a 37° C una mezcla de
200 pL de plasma de paciente y 50 pL de plasma normal
(PRE); 200 pL de plasma de paciente y suficiente cantidad de
plasma normal para realizar las mezclas post-incubacion, las
cuales se realizan con los 200 pL de plasma del paciente y 50
ML de plasma normal ya incubados previamente (POST).
Después hay que realizar un TTPA convencional a las
siguientes muestras: plasma normal incubado 2 horas a 37° C,
mezcla PRE y mezcla POST.

Cuando la diferencia entre el tiempo de coagulacion de la
mezcla PRE y la POST es superior a 11 segundos, indica la
presencia de un inhibidor. Esta diferencia de 11 segundos se
estandariz6 en nuestro laboratorio tras efectuar la prueba a 20
muestras de pacientes con inhibidor y 40 controles, pacientes
sin inhibidor.

En algunos casos pueden darse falsos negativos, por
ejemplo en el caso de inhibidores muy potentes y de accién
inmediata. Esta prueba no es apropiada para detectar
anticoagulante lUpico, pero este puede interferir y dar falsos

positivos.
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2.2. Técnica Bethesda
Publicada en 1975% e ideada por Kasper y cols., el

test Bethesda se plasma en el esquema siguiente:

Plasma del Plasma Plasma ~_ Tampén
paciente normal normal imidazol 0.1 M,
pH 7.4

-bl
Mezclas 1:1

Incubacién Incubacién

2h. A 37" 2h. A 37"
Medida de Medida de
FVIILC FWIILC

Obviamente, el valor del FVIII:C en la mezcla plasma
normal/tampoén imidazol (mezcla de referencia) sera la mitad
del plasma normal, esto es cercano al 50%, y el valor del
FVIII:C en la mezcla plasma de paciente/plasma normal
dependera de la actividad del inhibidor en el plasma del
paciente. Para cuantificar el inhibidor se debe obtener un
valor de FVIII:C en la muestra problema situado
porcentualmente entre el 25 y el 75 % del obtenido en la
mezcla de referencia (FVIII.C residual); es conveniente
realizar mezclas 1:1, haciendo diluciones en serie del
plasma del paciente con tampon imidazol (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
y asi sucesivamente) cuando se sospeche la presencia de

un titulo alto de inhibidor. La dilucion tendra que ser tanto
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mas alta cuanto mayor sea el titulo de inhibidor que se
espere. Estas diluciones se mezclan luego 1:1 con el plasma
normal, se incuban 2 h a 37° C y se mide finalmente el valor
de FVIII:C en cada muestra, de forma que se obtiene un
FVII:C residual entre el 25 y el 75%. En una gréafica
semilogaritmica se representan los valores de FVIII:C
residual frente al titulo de inhibidor (grafica adjunta), de
forma que al 25% de FVIII:C residual corresponde un titulo
de inhibidor de 2 unidades Bethesda por mililitro (UB/ml), y al
75% un titulo de 0.4 UB/ml. El titulo Bethesda se calcula
multiplicando simplemente el titulo correspondiente a la
muestra cuyo porcentaje de FVIII:C residual esta en el rango
de medida (entre el 25 y el 75%) por su factor de dilucion. Si
hay mas de una muestra de plasma de paciente que tenga
un valor de FVIII:C residual comprendido en el rango de

medida, lo habitual es promediar estas.
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TITULD DE INHIBIDOR we. FWII:C RESIDUAL

100

% FVIIC residual

RANGO DE MEDIDADIRECTADEL TITULO
DE INHIBIDOR

1

1

1

1

1

!
T T T T T i 1
0 025 05 0,75 1 1,25 15 1,75 2

Titulo de inhibidor (UB/ml)

La modificacion Nijmegen de la técnica Bethesda.
Aparecida en 19958 (Verbruggen et al, 1995) esta
modificacion de la técnica Bethesda introduce solamente dos
variaciones: el uso de un plasma normal tamponado con
imidazol sélido hasta 0,1 M, pH 7,4 (con HCI 1 N), y la
utilizacién de plasma carente de FVIII en lugar del tampon
imidazol para diluir el plasma normal del paciente. Nada
cambia en lo que respecta al resto del procedimiento. Los
autores de esta variante sostienen que su adopcion se
traduce en una mayor especificidad, fundamentalmente en la
discriminacion de falsos positivos (titulos de inhibidor
esencialmente por debajo de 1 UB/mL), y mayor
reproducibilidad en los resultados. La técnica consiste en lo

siguiente:
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Plasma Plasma Plasma
Plasma del normal normal carente
paciente tamponado tamponado en FVIII

L] [
E Mezclas 1:1 E

Incubacién Incubaciéon
2h.a37" 2h.a 37"

Medida de Medida de
FVIIL:C FVIIL:C

Recomendada por el Subcomité Cientifico de
Estandarizacion del factor VIII y 1X, la variante Nijmegen ha
tenido en contra de su implantacion generalizada la
dependencia de plasma carente en FVIII, algo que encarece
notablemente su realizacion. Al considerar ventajas frente a
inconvenientes de la técnica Bethesda tradicional en
comparaciéon con la modalidad Nijmegen, la balanza esta a
favor de la primera. Una comunicacion posterior (Verbruggen
et al, 2002)'®" puede contribuir a cambiar esta situacion, al
afirmarse en ella que, la sustitucion de plasma carente de
FVIII por una solucion de albumina bovina al 4% aporta
resultados tan validos como los obtenidos con aquél, siendo

también innecesario suplementar la albimina con FVW.

157



3. Mapeo de epitopos en inhibidores del factor VI

El factor VIII maduro estd compuesto por los dominios
Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2, donde Al-al-A2-a2-B
conforman la cadena pesada y a3-A3-C1-C2 la cadena
ligera. La digestion con trombina corta el FVIII en las
regiones acidicas al, a2 y a3, permitiendo obtener, mediante
electroforesis, bandas discretas para Al, A2 y A3-C1-C2. Se
puede determinar la especificidad de los inhibidores de un
paciente frente a alguna de estas bandas realizando
ensayos de western blot. Estos ensayos consisten,
basicamente, en la transferencia de las bandas del gel a una
membrana, de PVDF, membranas de "difluoruro de
polivinilo”. Immobilon, Millipore o similar. Esta membrana se
incubard con el plasma del paciente de modo que los
anticuerpos del paciente se uniran a los dominios contra los
gue vayan dirigidos. Un segundo anticuerpo marcado capaz
de reconocer el primer anticuerpo permite delatar las bandas
donde hay union anticuerpo-dominio, revelando la

especificidad de los anticuerpos del paciente.

3.1. Digestion
El factor VIII utilizado en esta técnica, de origen plasmatico,
se obtuvo antes de su estabilizacion mediante albumina o
cualquier otra proteina que pueda interferir en los resultados.
La digestion del factor VIl se realiz6 con trombina humana

(Enzyme Research Laboratories) con una razén de corte
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FVIll:trombina de 30:1 en tampdn Owren-veronal-CaClz
durante 2 horas a 37°C. La concentracion final del factor VIl
es de 100UI/mL

3.2. Electroforesis y western blot

La separacion se realizO mediante electroforesis
convencional SDS-PAGE en geles de acrilamida-
bisacrilamida al 7,5% y stacking al 4%. Posteriormente, el
resultado de la electroforesis se transfiri6 a una membrana
de PDVF.

3.3. Incubaciones

Las membranas se bloquearon con leche en polvo
desnatada al 5% durante 40 minutos y a temperatura
ambiente.

En el caso problema la membrana se incub6 con plasma del
paciente diluido en tampén TBS-Tween-BSA hasta una
concentracion de 3 UB/mL siempre que fuese posible. Como
control se realizdé una incubacién con anticuerpo policlonal
anti-FVIII humano (Affinity Biologicals) diluido también en
TBS-Tween-BSA. Ambas incubaciones se realizaron

overnight a temperatura ambiente
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3.4. Revelado

El control se incubd con un anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa (Southern Biotechnology Associates, SBA).
Los casos problema se incubaron con un anticuerpo
secundario policlonal anti-lgG humano marcado con
peroxidasa (Dako). Ambas incubaciones se realizaron 1h a
oscuras y a temperatura ambiente.

El revelado se realiz6 en placa fotogréfica mediante
qguimioluminiscencia. Los tiempos de exposicion fueron 12,

10, 7 y 5 minutos.
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Anexo 2 )

RECUPERACION Y VIDA MEDIA DEL FVIII

Para efectuar la recuperacion del FVIII infundido el
paciente debe seguir un periodo de lavado, esto es, sin
administracion de FVIII en los tres dias previos. Se extrae
una muestra de hemostasia para medir el titulo de inhibidor
y determinar el FVIII:C (pre), asi como un hemograma para
conocer el hematocrito del paciente y poder calcular el
volumen plasmatico. Se administran 50 Ul/kg de
concentrado de factor y tras 15-20 minutos se extrae otra
muestra y se vuelve a valorar el FVIII.C (post).

Calculo del volumen plasmatico en mL: Peso en kg x 41 100-Hto
53

Recuperacion en %: V plasméatico x (FVIII post — FVIII pre)
Ul de FVIII infundidas

Para efectuar la vida media se extraen muestras a diferentes
tiempos: 15°, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h y 48h y se valora el FVIII:C.
Luego se calcula la vida media.
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