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1. ABBREVIAZIONI FREQUENTEMENTE USATE NEL TESTO

AA Aquired Aplastic Anaemia, Anemia Aplastica Acquisita

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome, Sindrome da Immunodeficienza Acquisita
AIEOP Associazione Italiana di Ematologia ed Oncologia Pediatrica

AL Acute Leukemia, Leucemia Acuta

ALL-T Acute Lymphoblastic Leukemia T, Leucemia Linfoblastica Acuta T

AML Acute Myeloid Leukemia, Leucemia Mieloide Acuta

ATG Anti-Thymocyte Globulin, Globulina Antilinfocitaria

BOM Biopsia Osteomidollare

cAMT Congenital Amegakaryocytic Thrombocytopenia, Trombocitopenia Amegacariocitica
Congenita

cGy CentiGray

cMPL Gene Codificante per il Recettore della Trombopoietina
CMV Citomegalovirus

CsA Ciclosporina A

CSE Cellule Staminali Emopoietiche

CTX Ciclofosfamide

DDT Dichlorodiphenyltricholoroethane

DEB Diepossibutano

DKC Dyskeratosis Congenita, Discheratosi Congenita

DKC1 Dyskeratosis Congenita Gene 1

EBMT European Group for Blood and Marrow Transplantation
EBV Epstein Barr Virus

EO Expert Opinion

FANS Farmaci Antiinflammatori Non Steroidei

FISH Fluorescence in Situ Hybridization, Ibridazione Fluorescente in Situ
FKBP12 12-kDa FK506-binding protein

FLAER fluorescent-labeled aerolysin

GB Globuli Bianchi

G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor, Fattore di Crescita Granulocitario



GDL Gruppo di Lavoro
GPI Glicosilfosfatidilinositolo

GITMO Gruppo ltaliano per il Trapianto di Midollo Osseo, Cellule Staminali Emopoietiche e
Terapia Cellulare

GVHD Graft Versus Host Disease, Malattia del Trapianto verso I'Ospite
Gy Gray

HAA Hepatitis-Associated Aplasia, Aplasia Associata ad Epatite
HAV Virus dell’Epatite A

HBYV Virus dell’Epatite B

HCV Virus dell’Epatite C

HDV Virus dell’Epatite D

HEV Virus dell’Epatite E

HGV Virus dell’Epatite G

HHV6 Herpes Virus Umano 6

HIV Virus dellImmunodeficienza Umana

HLA Antigene Umano Leucocitario

HMGAZ2 High Mobility Group AT-Hook 2 Gene

HSCT Hematopoietic Stem Cell Transplantation, Trapianto di Cellule Staminali
Emopoietiche

IgG Immunoglobulina di Classe G

IL2 Interleuchina 2

INF-gamma Interferon-gamma

IST Immunosoppressive Therapy, Terapia Immunosoppressiva
LDH Lattato Deidrogenasi

LES Lupus Eritematoso Sistemico

MDMA 3,4 Methylenedioxymethamphetamine

MDS Myelodysplastic Syndrome, Sindrome Mielodisplastica
MMC Mitomicina-C

MMF Micofenolato Mofetile

MoAb Anticorpo Monoclonale

MPD Metilprednisolone



mTOR Bersaglio della Rapamicina nei Mammiferi

MUD Matched Unrelated Donor, Donatore non Correlato di Midollo
NIH National Institute of Health

NSAA Non Severe Aplastic Anaemia, Anemia Aplastica Moderata
OS Overall Survival

PDN Prednisone

PLT Piastrine

PNH Emoglobinuria Parossistica Notturna

PRES Sindrome da Encefalopatia Posteriore Reversibile

PTLD Disordine Linfoproliferativo Post-Trapianto

RAPA Rapamicina

RMN Risonanza Magnetica Nucleare

RT-PCR Reazione a Catena della Polimerasi in Tempo Reale
SAA Severe Aplastic Anaemia, Anemia Aplastica Grave

SAAWP Severe Aplastic Anaemia Working Party

SDS Sindrome di Shwachman-Diamond

TBC Tubercolosi

T-CGF Fattore di crescita dei Linfociti T

TERC Telomerase RNA Component

TERT Telomerase Reverse Transcriptase

TINF2 Proteina 2 Legante le Ripetizioni Telomeriche

TNF-alfa Fattore di Necrosi Tumorale-Alfa

TPO Thrombopoietin, Trombopoietina

USA Stati Uniti d’America

VSAA Very Severe Aplastic Anaemia, Anemia Aplastica Molto Grave



2. DEFINIZIONE, EPIDEMIOLOGIA, FISIOPATOLOGIA, CLINICA E CLASSIFICAZIONE

2.1 DEFINIZIONE

Il termine ANEMIA APLASTICA o piu propriamente APLASIA MIDOLLARE definisce una
condizione patologica caratterizzata da pancitopenia periferica dovuta a ridotta o assente
produzione di cellule ematiche da parte del midollo osseo, in assenza di infiltrato cellulare atipico e
senza aumento di reticolina (1). La maggioranza (70-80%) dei casi € idiopatica; in alcuni casi si
pud identificare un farmaco, un agente chimico o un agente infettivo quale possibile causa
precipitante l'insufficienza midollare.

Una possibile classificazione delle aplasie acquisite include:
e Idiopatiche (se causa non documentabile)
e Da cause infettive (virus epatitici, EBV, Parvovirus B19, HIV, Micobatteri etc.)
e Da esposizione tossica a radiazioni e agenti chimici (Tabella 1)
e Da GVHD post-trasfusionale
e In corso di gravidanza
e In corso di timoma
e In corso di emoglobinuria parossistica notturna (AA/PNH)

Nel 15-20% dei casi un’aplasia apparentemente acquisita pud in realta essere una forma
costituzionale/ereditaria di:

e Anemia di Fanconi

e Discheratosi congenita

e Sindrome di Shwachman-Diamond

e Trombocitopenia congenita amegacariocitica

e Sindrome di Diamond-Blackfan

e Altra insufficienza midollare genetica a gene tuttora ignoto

Il presente documento si riferisce in modo specifico alla forma acquisita idiopatica.

2.1.1 Nota su AA e sostanze chimiche

Riguardo agli agenti chimici, numerose sono le sostanze il cui uso & stato associato all'insorgenza
di AA. Esse sono riassunte nella Tabella 1.

E’ in genere estremamente difficile provare il ruolo eziologico di una sostanza. Tuttavia,
laddove il ruolo eziologico di un farmaco venga considerato altamente probabile, va
valutata la possibilita di sospensione dello stesso, ove possibile.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)



Tabella 1. Elenco delle sostanze per le quali & stata riportata associazione con l'insorgenza di AA

Farmaci
S cloramfenicolo (non evidenza per colliri né compresse), sulfonamidi,
Antibiotici . . .
cotrimossazolo, linezolid
Antireumatici Sali d'oro, penicillamina

indometacina, fenilbutazone, naproxene, diclofenac, piroxicam,

Antinfiammatori .
sulfasalazina

Anticonvulsivanti fenitoina, carbamazepina
Antitiroidei carbimazolo (neutropenia), tiouracile
Antidepressivi fenotiazine, dotiepina
Ipoglicemizzanti clorpropamide, tolbutamide
Antimalarici clorochina

Altri mebendazolo, allopurinolo, tiazidi

Sostanze chimiche

Benzene e altri solventi

Pesticidi Organo-cloruri ed organo-fosfati, pentaclorofenolo, DDT e carbamati

Oli e agenti lubrificanti

Droghe ecstasy, MDMA, metilendiossi-metanfetamina

esposizione ad acqua non potabile, aghi non sterili, agricoltori e/o

Altri . . C . o
allevatori esposti ad animali aviari, fertilizzanti animali

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Lincidenza di AA nel mondo occidentale € di 2 nuovi casi/anno/milione di abitanti mentre risulta di
2-3 volte superiore nell'est asiatico. Il rapporto maschi-femmine € di 1:1 e vi sono 2 picchi di
incidenza, uno nel giovane adulto e 'altro nell’anziano (2, 3).

2.3 FISIOPATOLOGIA

Dal punto di vista patogenetico I'AA € una malattia multifattoriale in cui differenti meccanismi sono
coinvolti, talora in modo associato.

Uno dei meccanismi prevalenti € quello autoimmunitario verso un antigene quasi sempre
sconosciuto, per effetto del quale cloni T auto-reattivi si attivano liberando citochine
mielosoppressive fra cui TNF-alfa e INF-gamma le quali, bloccando la mitosi e aumentando
I'apoptosi, distruggerebbero le cellule staminali midollari (4, 5).

Un altro meccanismo potrebbe essere rappresentato da un difetto della cellula staminale
ematopoietica. In favore di tale ipotesi depone la risposta che in soggetti AA multi-resistenti & stata
ottenuta con gli agonisti di cMPL (6), espresso anche sui progenitori pluripotenti la cui
proliferazione viene ad essere stimolata.

In molti studi 'antigene HLA DR2 ¢ risultato iper-rappresentato in pazienti di varie etnie (anche
europea e nordamericana) affetti da AA e PNH e in particolare da sindrome AA/PNH, ed ¢ risultato
predittivo di risposta alla IST (7, 8).



Nella forma da reazioni idiosincrasiche a farmaci & verosimile una tossicita diretta forse per
aumentata suscettibilita individuale, geneticamente determinata, legata a deficit delle vie
metaboliche di detossificazione: ad esempio il fenotipo null di alcune glutatione transferasi, iper-
rappresentato nei pazienti aplastici asiatici, & risultato associato a un maggior rischio di sviluppare
AA in queste popolazioni (9). Tale associazione non & stata confermata nei pazienti europei (10).
Un’altra caratteristica & I'accorciamento dei telomeri nei leucociti dei pazienti aplastici, imputabile
secondo alcuni studi ad un meccanismo di stress replicativo (11). L'accorciamento del telomero
pud essere perd anche dovuto a mutazioni nei geni di riparazione o protezione dei telomeri
(DKC1,TERC,TERT etc.) che sono responsabili delle forme ereditarie (12, 13). Questo particolare
meccanismo si realizza in quelle forme di aplasia che sono apparentemente acquisite ma in realta
sono forme genetiche in cui il fenotipo somatico extramidollare & molto attenuato o del tutto
normale.

Di rilievo il fatto che la lunghezza dei telomeri & risultata essere il fattore predittivo principale di
evoluzione clonale maligna in pazienti con AA e con MDS (14, 15). Nel complesso pertanto la
patogenesi della AA appare multifattoriale e ancora non completamente definita in tutti i suoi
aspetti.

2.4 CLASSIFICAZIONE
L'AA puo essere differenziata, a seconda della gravita, in 3 forme (16, 17) (Tabella 2).

Tabella 2. Classificazione delle AA

MODERATA O NON GRAVE GRAVE MOLTO GRAVE

Cellularita emopoietica midollare <30% | Cellularita emopoietica midollare < 30% | Come grave ma:

Neutrofili >500 <1000/mmc Almeno due delle seguenti condizioni: Neutrofili <200/mmc
Neutrofili < 500/mmc
Oppure: non criteri delle altre 2 forme Piastrine < 20.000/mmc

Reticolociti < 20.000/mmc

2.5 ADDENDUM

Anemia aplastica acquisita ed emoglobinuria parossistica notturna

Vi & una complessa relazione tra aplasia midollare acquisita e PNH, con possibilita di evoluzione
dall'una all’altra forma. Un’emopoiesi alterata € presente nella maggioranza dei pazienti con PNH,
alla diagnosi o nel corso della malattia (18). Metodiche citofluorimetriche ad alta risoluzione hanno
permesso di evidenziare piccole percentuali di granulociti PNH+ in soggetti normali (19),
nell’ordine di 20/10°. Lo studio delle mutazioni del gene PIGA nei soggetti normali indica tuttavia
una policlonalita (20).

Lipotesi piu accreditata per spiegare I'espansione clonale nella PNH & che le cellule PNH+
possano selezionarsi in quanto resistenti ad un attacco immuno-mediato (21). Cid spiega la
frequente osservazione di cloni PNH nella aplasia midollare acquisita. Si tratta solitamente di cloni
minori, la cui presenza & stata associata ad una migliore risposta alla terapia immunosoppressiva
(7, 22, 23), anche se vi sono pochi studi che valutino la presenza e I'evoluzione di cloni PNH in
pazienti pediatrici con AA (24, 25, 26).




L'osservazione in 2 pazienti PNH di un riarrangiamento del cromosoma 12 interessante il gene
HMGAZ2 ha suggerito che I'espansione dei cloni PNH possa essere un processo multistep con
l'acquisizione da parte di cellule PIGA mutate di una minore suscettibilita allapoptosi (27).
Recentemente & stato ipotizzato che una deregolazione dell’espressione del gene HMGAZ2 in
pazienti con PNH e senza anomalie cromosomiche possa essere alla base dell’espansione del
clone PNH (28).

La diagnosi citofluorimetrica

Un sostanziale miglioramento nell’approccio diagnostico della PNH si deve all'impiego, dal 1996,
da parte di Hall e Rosse (29), della citofluorimetria: con questa metodica & possibile valutare
I'espressione di varie molecole GPI-linked sulla superficie delle diverse popolazioni cellulari.
L'analisi citofluorimetrica, fornendo un dato quantitativo anche in termini di intensita di espressione
delle molecole GPI-linked, ha permesso di evidenziare popolazioni eritrocitarie PNH con deficit
totale (PNH tipo Ill) o parziale (PNH tipo Il), associate a diverso tipo di mutazione del gene PIGA
(frame shift mutations versus point mutations).
Un passo successivo nella diagnosi citofluorimetrica di PNH & stato l'utilizzo della aerolisina
batterica inattiva in grado di legarsi direttamente alla ancora GPI e dotata di maggiore sensibilita
nell’'evidenziare cloni PNH rispetto ai classici anticorpi monoclonali come I'anti-CD59 (30).
Attualmente i panels e le procedure consigliate per evidenziare un clone PNH in un paziente
affetto da AA sono i seguenti (31):
e globuli rossi: analisi su sangue intero senza lisi dei globuli rossi, numero minimo di eventi
da acquisire nel gate 3x10°% MoAb anti-CD59;
e granulociti e monociti: analisi dopo lisi dei globuli rossi, gating sequenziale, numero minimo
di eventi da acquisire nel gate 3x10°; MoAb anti-CD45, CD33, CD15, CD14, CD24, FLAER.
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3. DIAGNOSI

3.1 ITER DIAGNOSTICO

Il work up diagnostico (Tabella 3) deve essere estensivo ed accurato al fine di:

e confermare la diagnosi e definire la gravita dell’aplasia;

e escludere altre possibili cause di pancitopenia con midollo ipocellulare;

e evidenziare o escludere forme costituzionali/ereditarie;

e evidenziare I'eventuale agente causale;

e evidenziare o escludere la presenza di coesistente clone citogenetico o PNH (32).

Esami fondamentali nell’iter diagnostico iniziale

Anamnesi: familiare e personale mirata a valutare eventuali esposizioni a sostanze ematotossiche
(vedi Tabella 1) (1, 32) e/o infezioni. La principale infezione che pud precedere una aplasia
acquisita € un’epatite, la cui eziologia & stata attribuita sporadicamente a vari agenti virali epatitici
(HAV, HBV, HCV, HDV, HEV, HGV) e non (Parvovirus B19, CMV, EBV, HHV6, Transfusion
Transmitted Virus, non-A-E Hepatitis Virus) (32, 33) ma, nella maggior parte dei casi, non viene
identificato nessun agente virale.

Esame Clinico: deve includere lo stato di accrescimento staturo-ponderale e va mirato ad
escludere la presenza di malformazioni, macchie cutanee, distrofia ungueale, microcefalia,
ipogonadismo, alterazioni orofaringee (eritro/leucoplachia), tutti elementi caratteristici delle forme
congenite (34).

| segni ed i sintomi della patologia sono legati alla gravita della pancitopenia (pallore, astenia,
tachicardia, infezioni e/o febbre, petecchie, ecchimosi, emorragie, etc.), in assenza di
epatosplenomegalia e linfoadenomegalia.

Esame emocromocitometrico: caratterizzato da anemia normocromica normocitica o
macrocitica, neutropenia e piastrinopenia; nelle fasi iniziali pud esserci una citopenia isolata, in
genere piastrinopenia, con piastrine di basso volume (32).

Striscio di sangue periferico: sono assenti i blasti, le emazie presentano anisopoichilocitosi e
frequentemente macrocitosi; i neutrofili possono presentare granulazioni tossiche. In generale
mancano le alterazioni morfologiche di monociti, neutrofili ed eritrociti tipiche della MDS (32).

Conta reticolocitaria: caratterizzata da marcata reticolocitopenia: reticolociti <20.000/mmc se
metodo manuale, <60.000/mmc se con contaglobuli automatizzato, perché lo strumento pud
sovrastimare i valori bassi (32).

Aspirato midollare: non consente, da solo, una corretta valutazione della cellularita emopoietica
del midollo osseo, in quanto un midollo osseo ipocellulare pud essere legato a problemi tecnici di
aspirazione e, raramente, puod anche accadere di osservare una cellularita normale, qualora |l
prelievo sia stato fatto in una delle isole di ematopoiesi ancora conservate.

Biopsia osteomidollare: & I'esame diagnostico elettivo che evidenzia riduzione delle cellule
emopoietiche globali a meno del 30%, con aumento diffuso e uniforme delle cellule adipose. Al
contrario dell’aspirato midollare, offre la possibilita di valutare comparativamente la componente
cellulare emopoietica e non (grasso, stroma, reticolo), mostrando cosi una effettiva riduzione delle
cellule emopoietiche; cid aiuta a differenziare le AA dalle leucemie ipocellulari dove sono presenti i
blasti e dalle MDS in cui sono in genere presenti dis-eritro/dis-mielo e dis-megacariocitopoiesi (35).
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3.2 DIAGNOSI DIFFERENZIALE

Mira ad escludere le leucemie e le MDS ipocellulari, le forme di aplasia in un contesto di malattia
autoimmune definita e le forme genetico-costituzionali.

Leucemia ipocellulare: una AA pud essere simulata da leucemie acute sia mieloidi sia linfatiche
con esordio a bassa carica blastica (fenomeno che pud perdurare anche per alcune settimane).
Generalmente non vi & aumento del tessuto adiposo che € invece tipico nelle AA. In caso di
sospetto esordio ipocellulare di leucemia si raccomanda la ricerca di marcatori molecolari di
monoclonalita. Un altro criterio orientativo verso la leucemia € la presenza di cellule CD34+ e
CD117+. La biopsia ossea pu0 consentire diagnosi di AL in caso di aspirazione inefficace.

Mielodisplasia ipocellulare: circa il 20% delle MDS si presenta con midollo ipocellulare. La
differenziazione fra MDS ipocellulare e AA pud essere molto difficoltosa. La maggiore
accentuazione delle stimmate displastiche allaspirato, la presenza di ALIP (anormale
localizzazione centrolacunare delle cellule della serie bianca in maturazione), di isolotti di
eritropoiesi immatura insieme con la dimostrazione di fibrosi e la distribuzione disomogenea del
tessuto adiposo alla biopsia ossea, sono marcatori caratteristici anche se non tassativi delle MDS
(36).

Nota sullo studio citogenetico midollare: in circa la meta dei casi di MDS pediatriche ipocellulari
sono riscontrabili anomalie citogenetiche (monosomia del cromosoma 7, trisomia del cromosoma 8
o del cromosoma 21, altre anomalie complesse o piu di 2 alterazioni). Generalmente nelle aplasie
midollari lo studio citogenetico & normale anche se in circa il 10-12% dei casi pu0 individuarsi un
clone citogenetico patologico. Nel midollo aplastico spesso & difficile ottenere materiale sufficiente
per I'analisi del cariotipo per cui si consiglia, in caso di materiale insufficiente, di ripetere piu volte il
prelievo. In alternativa I'analisi FISH permette di visualizzare anormalita cromosomiche specifiche
nelle cellule in interfase (37, 38).

Aplasie genetiche e/o costituzionali: sono in genere associate a segni e sintomi somatici (ritardo
di accrescimento staturo-ponderale, dispigmentazione cutanea, distrofia di unghie ed annessi,
malformazioni viscerali, alterazioni scheletriche, alterazioni metaboliche) che le rendono
identificabili. Puod perd accadere che alcune forme genetiche presentino un fenotipo sfumato o
normale (Anemia di Fanconi, alcune forme di DKC, trombocitopenia amegacariocitica congenita,
Anemia di Blackfan-Diamond, Sindrome di Shwachman-Diamond).

Soggetti con mutazioni TERT o TERC spesso sono asintomatici e con familiarita negativa. Le
mutazioni TERT e TERC sono considerate piuttosto fattori di rischio anziché fattori genetici di
insufficienza midollare; i soggetti con mutazioni di tali geni tendono ad avere ipocellularita
midollare, ridotto numero di cellule CD34+ e di progenitori emopoietici, ma 'emocromo € normale
o con solo lievi anomalie quali la macrocitosi. Pertanto lo studio della lunghezza dei telomeri
sarebbe auspicabile in tutti i casi di insufficienza midollare; inoltre in caso di trapianto lo studio
genetico dei potenziali donatori familiari € cruciale al fine di evitare di scegliere un donatore con la
stessa mutazione e quindi una inadeguata riserva di cellule staminali.

Il work-up per le AA prevede una serie di esami biochimici, genetici e strumentali, alcuni

identificati come obbligatori, altri come ancillari. Di seguito le tabelle di riferimento (Tabella
3a, 3b). (Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.6; livello del consensus B)
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Tabella 3a. Work-up diagnostico per la diagnosi di Anemia Aplastica (32)

ESAMI DIAGNOSTICI OBBLIGATORI

Forniscono informazioni su:

Esame emocromocitometrico completo

Diagnosi e definizione di gravita

Conta dei reticolociti

(con contaglobuli automatico o microscopio)

Diagnosi e definizione di gravita

Striscio di sangue periferico

Diagnosi differenziale

Esami di funzionalita epatica

Associazione con infezione epatica

Indagini per la ricerca di virus epatitici (sierologia e ricerca genoma
DNA/RNA). LRNA genomico dei virus ad RNA (HCV, HDV, HEV ed HGV)
pud essere qualitativamente valutato mediante tecnica di RT-PCR; il DNA
del Parvovirus B19 pud essere valutato mediante Nested-PCR. Tutte le
suddette indagini, insieme a quelle per EBV, CMV ed altri virus, possono
essere eseguite anche su midollo osseo

Associazione con epatite o altra
infezione

Aspirato midollare per analisi morfologica, analisi citogenetica con

. . . . . : . Diagnosi, diagnosi differenziale,
esecuzione opzionale di FISH (per monosomia 7, trisomia 8, delezione del rlognosil agnost ! 2
5q, etc.), analisiimmunofenotipica, e colorazioni per il ferro prog
Biopsia osteomidollare con immuno-evidenziazione degli antigeni CD34 | Diagnosi, diagnosi differenziale,
e CD117 prognosi
Ricerca di cloni PNH mediante citofluorimetria multiparametrica. L .

. . L . . . . Associazione con cloni PNH.
Valutazione di campioni di sangue periferico con ricerca dei cloni PNH . . . . . .

L . . . . Diagnosi, diagnosi differenziale,
nelle popolazioni dei neutrofili, dei monociti e degli eritrociti (se non prognosi

trasfusi)

Analisi citofluorimetrica dell’aspirato midollare: ricerca di popolazioni
monoclonali B- o T-cellulari, popolazioni di blasti. Ricerca di pattern
anomali di maturazione/differenziazione come segno di displasia

Diagnosi differenziale con neoplasie
mieloidi

Associazione con linfoma

Screening per autoanticorpi (pannello in funzione della presentazione
clinica). Inclusi anticorpi anti-nucleo ed anti-DNA se sospetto LES
sottostante

Associazione malattie

autoimmuni

con

Dosaggio di vitamina B12, acido folico

Esclusione di deficit vitaminico

Fibrinogeno, Ferritina

Diagnosi  differenziale con la

sindrome emofagocitica

Elastasi pancreatica fecale, amilasi e lipasi sieriche

Diagnosi differenziale con sindrome
di Shwachman

Dosaggio di bilirubina sierica ed LDH

Indici aspecifici. Possono
aumentare in caso di eritropoiesi
inefficace di modesta entita

Rx-torace

Esclusione di infezioni

Ecografia addome ed ecocardiogramma

Diagnosi differenziale: 1) Aumento
di volume di milza e/o linfonodi
(malattia ematologica maligna); 2)
Malformazione o malposizione di
organi (Anemia di Fanconi).
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ESAMI DIAGNOSTICI ANCILLARI

(continuazione della tabella 3a)

Ricerca di infezioni micobatteriche

(soprattutto micobatteri atipici, meno frequentemente TBC).

Se infezione sospetta.

Colture di sangue midollare,
colorazioni per bacilli acido-alcol
resistenti su campioni istologici.

Test in vitro sulle colonie

(risultati non ben standardizzati, non eseguibili in tutti i centri)

Il pattern di crescita puo essere utile
nella diagnosi differenziale tra
insufficienza midollare e MDS.

RMN della colonna vertebrale

Midollo uniformemente sostituito da
tessuto adiposo nella AA vs chiazze
miste di midollo ipo- ed iper-
cellulare nella MDS.

(tabella 3a, continua)

Tabella 3b. Screening per la ricerca dei disordini ereditari

SCREENING PER LA RICERCA DI DISORDINI EREDITARI
OBBLIGATORI

Forniscono informazioni su:

La sensibilita cromosomica alla MMC o al DEB test
rappresenta il golden standard per la diagnosi di Anemia di
Fanconi.

1) In pazienti di eta < 50 anni se si sospetta
una Anemia di Fanconi; 2) In paziente
candidato ad HSCT (rilevante per la scelta
del regime di condizionamento).

Analisi delle mutazioni di TERC

Diagnosi differenziale con forme nascoste di
DKC autosomica dominante. L'1-10% di
tutte le forme idiopatiche sono positive.

Analisi delle mutazioni di TERT

In pazienti non rispondenti a IST.

SCREENING PER LA RICERCA DI DISORDINI EREDITARI
ANCILLARI

Forniscono informazioni su:

Indagini su TINF2, NHP2, NOP10, DKC1

Quando riconoscibile un fenotipo DKC.

Indagini su cMPL

Tutti i pazienti con Trombocitopenia
Amegacariocitica Congenita hanno
mutazioni “loss of function” nel gene c-Mpl/
per il recettore della TPO.

Utile nella diagnosi differenziale con la
anemia aplastica nei primi anni di vita e per
identificare potenziali non candidati all’'uso
di agonisti della TPO.

Geni SDS

Su sospetto clinico

Misurazione della lunghezza dei telomeri

Esame di screening se sospetto di forme
congenite. Esame obbligatorio se sospetta
DKC. Marker di evoluzione clonale nelle
forme acquisite.
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E’ raccomandata la tipizzazione HLA alla diagnosi sia del paziente sia dei familiari (anche
per DRB1*15 che potrebbe essere predittiva di risposta alla immunosoppressione nei
pazienti con AA).

(Livello di evidenza EO; Forza del consenso 8.7; livello del consensus B)

Se non é disponibile un donatore familiare HLA identico, é consigliato avviare nel work-up
iniziale la ricerca di un donatore nei registri internazionali per fornire ai pazienti destinati a
non rispondere alla IST (valutati al giorno +120 dall’inizio della suddetta terapia) la migliore
possibilita terapeutica, nel minor tempo possibile.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.6; livello del consensus B)

Nota ai test diagnostici

Nel network GDL Insufficienze Midollari dellAIEOP sono disponibili le seguenti diagnostiche
centralizzate:
e Geni Discheratosi Congenita (TERC, TERT, TINF2, DKC1, C160rf57/USB1) e cMPL:
Laboratorio di Ematologia, Istituto Gianna Gaslini, Genova.
e Analisi di complementazione per Anemia di Fanconi: Laboratorio di Ematologia, Istituto
Gianna Gaslini, Genova.
e Studio telomeri (in collaborazione con [I'Universita di Aquisgrana): Laboratorio di
Ematologia, Istituto Gianna Gaslini, Genova.
e Analisi di mutazione per Anemia di Fanconi: Genetica Medica, Burlo Garofolo, Trieste.
o Citofluorimetria PNH: Laboratorio di Ematologia, Ospedale Regina Margherita, Torino.
e Ciclo cellulare: Laboratorio di Ematologia, Istituto Gianna Gaslini, Genova.
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4. TRATTAMENTO

CONSIDERAZIONI GENERALI

Il trattamento dei pazienti pediatrici con AA va effettuato in centri specialistici di comprovata
competenza nella gestione di pazienti con insufficienza midollare.

Il centro deve garantire servizi e presidi idonei ad un rapido approvvigionamento di farmaci
immunosoppressori specifici, una ottimale terapia di supporto trasfusionale ed anti-infettivo,
un’adeguata gestione medico/infermieristica (39, 40).

Liter diagnostico-terapeutico da intraprendere in un paziente pediatrico con pancitopenia idiopatica
é estremamente complesso. In attesa di stabilire con certezza la diagnosi di AA ed il grado di
severita & indicato un periodo di osservazione durante il quale va praticata la sola terapia di
supporto. E’ inoltre raccomandabile che le condizioni cliniche del paziente, in termini di controllo
emorragico e trattamento delle infezioni, vengano stabilizzate prima dell’avvio del trattamento.

Il trattamento specifico si basa sul ripristino della ematopoiesi attraverso il trapianto di cellule
staminali emopoietiche o 'avvio di terapia immunosoppressiva.

L'HSCT da donatore familiare HLA compatibile & I'opzione di prima scelta perché rappresenta una
possibilita di cura definitiva ed il suo impiego si associa ad un tasso di sopravvivenza superiore al
90% (39, 41, 42).

L'impiego della IST trova il suo razionale nella possibilita di sopprimere la disregolazione immune,
presente nelle AA, utilizzando farmaci ad azione immunosoppressiva antilinfocitaria (siero
antilinfocitario, ciclosporina ed eventuali altri agenti), con elevate percentuali di successo e di
sopravvivenza a lungo termine, cosi da farne la terapia di prima scelta nei pazienti con AA severa
privi di un donatore familiare (1, 43).

Di recente, grazie all'utilizzo di regimi di condizionamento a ridotta intensita, vi &€ stato un
significativo miglioramento dei risultati ottenuti anche con 'HSCT da donatore compatibile non
familiare (70% di sopravvivenza se effettuato entro 2 anni dalla diagnosi in pazienti di eta <20
anni) (44, 45, 46, 47); uno studio prospettico multicentrico pediatrico ha confermato che 'HSCT da
donatore non familiare offre una piu alta sopravvivenza libera da malattia rispetto ad ulteriore IST
nei pazienti con AA non responsivi alla prima linea di immunosoppressione (44).

Va ricordato che negli ultimi anni alcuni studi retrospettivi hanno dimostrato sopravvivenze nei
trapianti da donatore non familiare comparabili a quelle dei trapianti da familiare (48). Non si pud
escludere che tale opzione, nel caso si renda rapidamente disponibile un donatore non familiare
HLA identico, possa diventare terapia di prima linea nei pazienti privi di donatore familiare.

E’ raccomandato che i pazienti con AA vengano seguiti nel percorso diagnostico-
terapeutico e di follow-up da centri di comprovata esperienza nella gestione di bambini e
adolescenti affetti da AA.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.8; livello del consensus B)

Pazienti con Anemia Aplastica Grave o Molto Grave e pazienti con Anemia Aplastica
Non Grave Trasfusione-Dipendenti

In questi pazienti la remissione spontanea & estremamente rara ed un intervallo di tempo superiore
ad uno o due mesi tra diagnosi e trattamento pud associarsi ad un peggioramento della prognosi

(49). Pertanto, una volta confermata la diagnosi, effettuata la tipizzazione HLA e stabilizzate le
condizioni cliniche, la terapia va intrapresa prima possibile (39, 42).
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Esiste un accordo generale da parte della comunita scientifica sul fatto che pazienti che
dispongano di un donatore familiare HLA identico debbano essere avviati a HSCT, utilizzando, ove
possibile, cellule staminali emopoietiche midollari (50).

In caso di mancanza di donatore familiare HLA identico il trattamento di prima linea & la IST
combinata con siero antilinfocitario di cavallo e ciclosporina.

Il trapianto da donatore non familiare HLA compatibile trova indicazione nei pazienti privi di
donatore familiare compatibile con forme severe o trasfusione-dipendenti non responsive o
recidivate dopo IST (1, 39).

Pazienti con Anemia Aplastica Non Grave Trasfusione Indipendenti

| pazienti con NSAA sono trasfusione-indipendenti in circa un terzo dei casi e possono presentare
remissione spontanea senza trattamento specifico (51).

| restanti casi possono progredire verso la forma severa o presentare un quadro ematologico
stabile per mesi o anni.

In un recente studio (52) su 284 pazienti pediatrici con NSAA trasfusione-indipendenti, trattati con
CsA ed androgeni (stanozololo 0.1 mg/Kg/die), & stata osservata, dopo un follow-up mediano di 49
mesi, una progressione verso la trasfusione-dipendenza e/o la forma grave nel 13% dei casi, una
persistenza di NSAA non trasfusione-dipendente nel 69.7% dei casi ed una remissione completa
nel 16.8% dei casi. L'analisi dei fattori di rischio ha messo in evidenza come una conta di neutrofili
inferiore a 1.000/mmc e di reticolociti inferiori a 60.000/mmc sia un fattore associato in maniera
significativa alla progressione di malattia. Gli Autori concludono affermando che 'avvio precoce di
terapia con CsA e stanozololo & efficace nel trattamento dei pazienti pediatrici con NSAA
trasfusione-indipendenti.

Uno studio tedesco (53), su pazienti pediatrici con AA, evidenzia una migliore risposta alla IST
nelle forme VSAA rispetto alle forme SAA e NSAA.

Un altro studio (54) riporta un rischio di recidiva di malattia a 10 anni dalla prima IST maggiore nei
pazienti con NSAA (35%) rispetto a quelli con SAA o VSAA (12%).

La minor efficacia della IST nelle forme di NSAA potrebbe anche derivare dall’aver trattato pazienti
affetti da altre patologie quali le telomeropatie o forme costituzionali che non traggono beneficio
dalla terapia immunosoppressiva.

Data la potenziale tossicita della IST e la mancanza di alto livello di evidenza circa i benefici
di un avvio precoce della stessa nei pazienti con NSAA trasfusione-indipendenti, appare
ragionevole un periodo di osservazione e supporto, seguito da un trattamento specifico
(IST combinata o HSCT da familiare compatibile) soltanto in caso di progressione della
malattia.

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.3; livello del consensus B)

Pazienti con Aplasia Associata ad Epatite

Uno studio pediatrico su 44 bambini con HAA trattati con IST standard ha riportato una
sopravvivenza a 10 anni dell'88% (55). Un recente studio EBMT conferma che la risposta al
trattamento e le variabili predittive sono comparabili a quelle osservate nei pazienti con AA senza
epatite (56).
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Pazienti con Anemia Aplastica Acquisita in gravidanza

L'AA e la gravidanza sono eventi che possono tra loro esercitare influenze reciproche. L'AA puo
esordire in gravidanza (il primo caso descritto in letteratura & stato diagnosticato in una donna
gravida nel 1888) (57) e la gravidanza pud peggiorare una AA e indurne la recidiva con effetti
negativi sull'outcome della gravidanza stessa.

Il supporto trasfusionale rappresenta il cardine del trattamento della citopenia in corso di
gravidanza ma non & esclusa la possibilita di una terapia immunosoppressiva. La CsA si &
dimostrata sicura ed efficace in questo setting di pazienti (58).
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5. TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA

La IST combinata, ovvero I'associazione di ATG e CsA, costituisce il trattamento di prima linea piu
efficace per i pazienti affetti da AA che non dispongano di un donatore familiare HLA identico. Nella
SAA la terapia combinata ha consentito di raggiungere una percentuale di risposte ematologiche
ed un tasso di sopravvivenza libera da eventi significativamente superiore rispetto a quanto
ottenuto nei pazienti trattati con la sola ATG (89, 60); anche nel setting di pazienti con NSAA
trasfusione-dipendente la combinazione di ATG e CsA é risultata piu efficace della CsA in
monoterapia (61, 62).

Nella popolazione adulta con AA la terapia combinata garantisce una percentuale di risposte del
60-80% ed una sopravvivenza a 5 anni del 75-85% (52, 58, 63, 64, 65); nei pazienti pediatrici &
stata riportata una sopravvivenza a 10 anni del 90% (66).

In uno studio retrospettivo su 316 pazienti con SAA sono risultati altamente predittivi di risposta a
sei mesi dalla terapia combinata i seguenti fattori: la giovane eta, un numero elevato di reticolociti
e linfociti al’esordio di malattia (nei pazienti con reticolociti > 25.000/mmc e linfociti > 1.000/mmc la
risposta € stata pari al'83% rispetto al 41% dei pazienti con conte piu basse) (67).

La maggior parte dei pazienti ottiene una risposta stabile nel tempo; il tasso di recidiva & intorno al
30% (65, 68).

Un tapering piu lento e graduale della CsA ¢ stato associato ad una riduzione del tasso di recidiva
sia nella popolazione adulta, come segnalato in uno studio EBMT (63), sia nella popolazione
pediatrica nellambito della quale & stata riportata una incidenza cumulativa di ricaduta, a 10 anni,
inferiore al 15% (53).

Nello studio prospettico USA di un ciclo prolungato di CsA (2 anni, con tapering dopo 6 mesi dalla
dose piena) la ricaduta & stata solo ritardata ma non prevenuta; peraltro lo stesso studio
suggerisce che basse dosi di CsA possono consentire un adeguato mantenimento della risposta
(N. Young, ASH Education Session 2013).

| pazienti in recidiva dopo una iniziale risposta al primo ciclo di IST possono giovarsi nuovamente
dell'immunosoppressione, la quale offre una possibilita di sopravvivenza del 75%; anche un terzo
ciclo di IST pud costituire una opzione ragionevole, in assenza di un donatore HLA identico, nei
pazienti che hanno precedentemente risposto a suddetta terapia (69).

| pazienti che non rispondono ad un primo ciclo IST possono rispondere ad una seconda IST. La
possibilita di risposta ad un secondo ciclo € del 30-60% (70, 71), sia con un secondo ciclo di ATG
di cavallo (69) sia con ATG di coniglio dopo mancata risposta ad ATG di cavallo (71, 72).

Un recente studio giapponese ha esaminato prospetticamente 52 bambini non responsivi al primo
ciclo di ATG di coniglio che hanno ricevuto un secondo ciclo di ATG di coniglio o un trapianto da
donatore non correlato. La risposta al secondo ciclo €& stata solo dell’ 11% con una sopravvivenza
libera da ricaduta a 5 anni di solo il 9.5%; tre pazienti hanno sviluppato anafilassi secondaria alla
somministrazione di ATG (44). Non esistono dati comparati conclusivi sulla risposta ad un secondo
ciclo di ATG di cavallo dopo primo ciclo con ATG di coniglio.

In caso di fallimento al secondo ciclo la probabilita di risposta ad una terza IST &€ molto ridotta.

| pazienti refrattari alla IST presentano, verosimilmente, una malattia con fisiopatologia differente,
ma al momento non sono disponibili strumenti e parametri sufficienti a distinguerli dai pazienti
responsivi. Una identificazione precoce dei casi sicuramente refrattari alla immunosoppressione
sarebbe auspicabile al fine di avviarli precocemente a HSCT da donatore alternativo.
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Per i pazienti privi di un donatore non familiare HLA identico (inteso come con al massimo 1
antigene mismatched/10) e che sono refrattari ad un secondo ciclo di IST vanno valutate le
seguenti opzioni terapeutiche: un terzo ciclo di IST oppure un HSCT da donatore familiare
aploidentico oppure un HSCT da sangue cordonale. La scelta del’lHSCT da donatore
aploidentico o da sangue cordonale, quale alternativa alla terza IST, dovrebbe dipendere
dalla entita della neutropenia e/o dalla refrattarieta trasfusionale e/o dal rischio clonale e/o
dal rischio infettivo del singolo paziente. HSCT da donatore familiare aploidentico o da
sangue cordonale sono ad oggi da considerare terapie sperimentali e dovrebbero essere
eseguite nell’ambito di studi clinici prospettici.

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.5; livello del consensus B)

5.1 GLOBULINA ANTILINFOCITARIA

L'ATG, globulina policlonale, €& la frazione purificata di IgG ottenuta da sieri di animali (cavallo o
coniglio) immunizzati con timociti umani o con linee T-cellulari.

La sua azione immunosoppressiva € legata principalmente alla deplezione dei linfociti circolanti
attraverso la lisi complemento-mediata, l'attivazione T-cellulare e I'apoptosi; altri potenziali
meccanismi d’azione includono la modulazione di molecole di adesione o I'espressione di recettori
chemochinici e I'induzione di cellule T regolatrici (Treg CD4+CD25+).

In Europa la preparazione standard di ATG é stata, sino ad alcuni anni fa, la ATG di cavallo (Horse
ATG, Lymphoglobuline, Genzyme), impiegata in tutti gli studi cooperativi sino al 2009.

Negli USA é stata utilizzata una preparazione di ATG di cavallo (ATGAM, Pfizer) ad un dosaggio
leggermente diverso (40 mg/kg x 4 giorni) rispetto alla Lymphoglobuline che era impiegata a 15
mg/kg x 5 giorni.

Nel 2007 in Europa la preparazione equina € stata ritirata dal commercio e sostituita con ATG di
coniglio (Rabbit ATG, Thymoglobuline, Genzyme), spesso utilizzata, in precedenza, nella terapia
immunosoppressiva di seconda linea.

La ATG di coniglio e quella di cavallo hanno un analogo metodo di produzione, si legano ad epitopi
simili e sono in grado di determinare una deplezione dei Linfociti T Citotossici CD8+
sovrapponibile. Tuttavia I'impiego di ATG di coniglio si associa ad una deplezione piu profonda dei
Linfociti T CD4+. Rispetto al’ATG di cavallo, Thymoglobuline ha una maggiore emivita, una
maggiore affinita per i linfociti umani, determina un periodo di linfopenia piu lungo (73) ed ha
pertanto un potere immunosoppressivo maggiore (74).

Diversi studi, pilota e retrospettivi, hanno confrontato gli outcome dei pazienti trattati con ATG di
cavallo con quelli dei pazienti trattati con ATG di coniglio.

In un recente studio prospettico randomizzato (75), condotto su pazienti pediatrici ed adulti affetti
da AA, ¢ stato dimostrato che la risposta ematologica dopo trattamento con ATG di coniglio &
nettamente inferiore a quella ottenuta con ATG di cavallo (37% vs 68%). Anche la sopravvivenza
nel braccio di ATG di coniglio € stata largamente inferiore (76%) a quella osservata nel braccio
trattato con ATG di cavallo (96%).

Uno studio multicentrico europeo ha confrontato i risultati di una terapia immunosoppressiva con
ATG di coniglio (Thymoglobulin, Genzyme) e CsA nel trattamento di prima linea di 35 pazienti con
AA con i risultati ottenuti in 105 pazienti, del registro EBMT, trattati con ATG di cavallo e CsA. Il
trattamento con ATG di coniglio e CsA rispetto ad ATG di cavallo ha mostrato una percentuale di
risposta inferiore (60% vs 67%), una sopravvivenza complessiva (68% vs 86%) e libera da
successivo trapianto (52% vs 76%) minori ed una risposta tardiva simile (76).

Non sono perd al momento disponibili in letteratura studi ad alto livello di evidenza che dimostrino
superiorita dell’ATG di coniglio rispetto a quello di cavallo.
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Si conferma pertanto che I'associazione di ATG di cavallo con CsA resta la terapia di prima linea
piu efficace per la cura dei pazienti affetti da anemia aplastica acquisita grave che non dispongono
di donatore familiare HLA identico.

Si raccomanda, per il primo ciclo immunosoppressivo l'utilizzo di ATG di cavallo. L'uso di
ATG di coniglio (Thymoglobuline) va limitato solo ai casi di assoluta indisponibilita di ATG
di cavallo (ATGAM), data la documentata inferiorita in termini di efficacia.

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 7.8; livello del consensus C)

Dose e modalita di somministrazione

La dose giornaliera di ATG di cavallo (ATGAM) & di 40 mg/kg/die per 4 giorni (64, 77) mentre
quella di ATG di coniglio (Thymoglobulin) & 3.75 mg/kg/die per 5 giorni; entrambe vengono
somministrate per via endovenosa tramite CVC in un tempo non inferiore alle 12-18 ore.

Nella scheda tecnica viene riportata lindicazione ad eseguire un test cutaneo per valutare
I'eventuale ipersensibilita al farmaco e avviare un protocollo di desensibilizzazione nei soggetti con
test positivo; tuttavia I'esperienza maturata in ambito pediatrico ha portato a considerare tale test
non strettamente necessario. Si raccomanda, invece, un’adeguata premedicazione antiallergica ed
antipiretica con steroide, acetaminofene e difenilidramina.

Durante il trattamento il numero delle piastrine dovrebbe essere mantenuto sopra 30.000/mmc; le
stesse non vanno infuse contemporaneamente alla somministrazione di ATG a causa di un’attivita
anti-piastrinica dellATG.

In caso di refrattarieta alla trasfusione piastrinica si devono ricercare gli alloanticorpi per
determinare la necessita di prodotti piastrinici sprovvisti dell’antigene contro cui €& diretto
I'alloanticorpo (vedi Terapia di supporto capitolo 9, capo 9.1).

Vanno utilizzate, allo scopo di ridurre le reazioni trasfusionali, piastrine filtrate e irradiate in accordo
con le recenti raccomandazioni di uno studio EBMT (78).

| pazienti devono essere ricoverati in ambiente protetto. In caso di febbre, anche se
verosimilmente secondaria ad infusione di ATG, & consigliato, in via precauzionale, trattamento
con antibiotici ad ampio spettro: la terapia va sospesa prontamente se il paziente appare
clinicamente stabile e gli esami colturali risultano negativi (79).

Per ridurre il rischio di reazioni dovute all'infusione dellATG (sindrome acuta da rilascio di citochine
e malattia da siero che tipicamente insorge tra il settimo ed il quattordicesimo giorno dall’inizio
del’lATG) é indicato l'impiego di metilprednisolone 1-2 mg/Kg/die endovena (in aggiunta a
paracetamolo) per 14 giorni dopo l'inizio del siero, somministrandolo almeno 30 minuti prima di
ciascuna dose di ATG, dimezzando la dose ogni 7 giorni a partire dal giorno +15 fino allo stop il
giorno +28.

Dopo i primi 7 giorni il prednisone per via orale pud sostituire la somministrazione endovenosa. Se
durante [linfusione dellATG si osservano gravi reazioni (brividi scuotenti, broncospasmo,
ipotensione) si pud sospendere l'infusione di ATG che pu0, a reazione superata, essere riavviata
ad una velocita inferiore (superando anche le 24 ore d’infusione continua). | sintomi piu comuni
della malattia da siero sono artralgie, mialgie, rash, febbre, ipertransaminasemia, proteinuria e
piastrinopenia da consumo.

Lipertransaminasemia tende a normalizzarsi in alcuni giorni e un aumento lieve-moderato delle
transaminasi non € una controindicazione all’infusione di ATG.

In caso di grave tossicita secondaria a somministrazione di ATG non vi € indicazione al passaggio
da una formulazione ad un’altra (da ATG di cavallo ad ATG di coniglio e viceversa).

21



Immunodepressione e riattivazione virale

La riattivazione dei virus EBV e CMV, senza sviluppo di malattia, & frequente dopo ATG. Nello
studio di Scheinberg (73) su 78 pazienti trattati con diversi regimi di IST la riattivazione di EBV &
stata osservata nell87% dei casi con un picco di copie piu elevato e maggior durata della
riattivazione nei pazienti trattati con ATG di coniglio; la riattivazione di CMV dopo ATG di cavallo &
stata meno frequente (33% dei casi) ma superiore come durata.

Nessun paziente ha sviluppato malattia linfoproliferativa, nemmeno nei casi in cui il numero di
copie era tanto elevato da preludere, in altri contesti di malattia, ad una PTLD. Tali dati avvalorano
la pratica di non monitorare la riattivazione virale nei pazienti con AA trattati con la sola ATG,
mentre tale monitoraggio € raccomandato nel caso si aggiungano altri agenti immunosoppressivi.

5.2 CICLOSPORINA

La CsA inibisce I'immunita cellulo-mediata, la produzione T-dipendente di anticorpi e la produzione
ed il rilascio di linfochine (IL- 2, TCGF). Dati sperimentali mostrano che la CsA blocca i linfociti
quiescenti in fase GO all'inizio della fase G1 del ciclo cellulare. Agisce sui linfociti in modo specifico
e reversibile, non deprime I'emopoiesi e non altera la funzione dei fagociti.

La CsA ¢ utilizzata nel trattamento delle SAA e delle NSAA trasfusione-dipendenti in associazione
con ATG; la terapia di combinazione, come gia detto, si & dimostrata piu efficace rispetto al
trattamento con la sola CsA (59).

Nei pazienti con NSAA trasfusione-indipendenti la CsA trova impiego sia in monoterapia sia in
associazione con gli androgeni (52). Infine, nei paesi in via di sviluppo, 'uso di CsA in monoterapia
é a volte una scelta obbligata per il trattamento dei pazienti con AA (80).

Dose

Ad oggi non & noto quale sia la dose ottimale di CsA nel trattamento delle AA; nella maggior parte
degli studi ed in tutti i protocolli europei viene utilizzata, sia negli adulti sia nei pazienti pediatrici, la
dose di 5-7 mg/kg/die suddivisa in due somministrazioni (53, 54) mentre negli USA si somministra
una dose nettamente superiore, pari a 15 mg/kg/die.

Non esistono dati certi neppure sui livelli ematici da raggiungere. Il target di livello ematico
misurato prima della somministrazione della CsA (“trough level”’) & di 150-250 ng/ml nei protocolli
europei (81) e di 200-400 ng/ml in quelli statunitensi (75).

Uno studio pediatrico AIEOP non ha mostrato alcuna evidenza che il mantenimento di livelli
ematici piu elevati migliori i tassi di risposta mentre ha rilevato un aumento del rischio di tossicita
da ciclosporina (82). Anche nei protocolli pediatrici giapponesi si utilizza la dose di 5 mg/kg e un
target di livello ematico pre-dose di 100-250 ng/ml (54).

Mutuando l'esperienza dal trapianto di rene (83), un indice piu attendibile dei livelli ematici
terapeutici potrebbe essere quello a due ore dall’assunzione della CsA poiche il picco massimo di
concentrazione plasmatica si osserva tra la prima e la terza ora dopo I'assunzione orale (800 ng/ml
dopo 180 mg in adulti).

In attesa di uno studio di validazione dei livelli ematici ottimali, sia basali sia dopo due ore, in
pazienti pediatrici con AA, si raccomanda di mantenere i livelli basali tra 100-250 ng/ml e di
utilizzare il dosaggio a due ore nei pazienti con livelli sub-ottimali ai fini di documentare
'assorbimento e la reale concentrazione del farmaco durante la fase di picco (84).

Concludendo, la CsA viene somministrata per os dal primo giorno di ATG alla dose di 5 mg/kg/die;
aggiustamenti successivi della posologia andranno effettuati al fine di mantenere i livelli ematici
pre-dose nel range 100-250 ng/ml.
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Nel trattamento immunosoppressivo la dose raccomandata di CsA per os € 5 mg/Kg/die,
mantenendo i livelli ematici basali tra 100 e 250 ng/ml.
(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.3; livello del consensus B)

Durata del trattamento

In molti studi la durata del trattamento con CsA prevista dal protocollo & di sei mesi. In caso di
risposta completa la sospensione pud essere rapida o graduale ma quest’ultima strategia € la piu
comune e logica da seguire anche se mancano adeguati studi prospettici comparativi. Uno studio
retrospettivo pediatrico italiano ha dimostrato un piu elevato rischio di recidiva effettuando un
tapering rapido della CsA e gli autori raccomandano di continuare la ciclosporina a dose
terapeutica per almeno 12 mesi dopo l'ottenimento della massima risposta ematologica (82), per
poi avviare un tapering lento e graduale (5-10% della dose ogni mese; vedi Appendice 2 di pag.
71) sino alla sospensione in non meno di 24 mesi in caso di risposta completa (1, 82). L'efficacia di
tale strategia nel ridurre il numero di recidive nei pazienti pediatrici con SAA & stata confermata in
altri studi pediatrici (54).

Si raccomanda di continuare la ciclosporina a dose terapeutica per almeno 12 mesi dopo la
risposta massima, con successivo graduale e lento tapering (5-10% della dose ogni mese)
sino alla sospensione non prima di 24 mesi dopo la massima risposta.

(Livello di evidenza IV; Forza del consensus 7.8; livello del consensus C)

Tossicita

Nefrotossicita: I'insufficienza renale & dose-correlata e spesso associata ad ipertensione. La CsA
determina una riduzione reversibile del flusso ematico renale e della filtrazione glomerulare e
pertanto la sua nefrotossicita € ascrivibile alla vasocostrizione delle arteriole afferenti. Una
nefrotossicita lieve-moderata risponde in genere alla riduzione della dose. Dosi cumulative elevate
o elevati livelli ematici basali possono associarsi allo sviluppo di fibrosi interstiziale e quindi
determinare una nefrotossicita cronica progressiva non reversibile.

La funzionalita renale deve essere sempre monitorata durante il trattamento, ma altre potenziali
cause di nefrotossicita (ad esempio altri farmaci quali i FANS) vanno escluse prima di modificare le
dosi della CsA.

Neurotossicita: effetti collaterali di tipo neurologico possono verificarsi in oltre il 40% dei pazienti
trattati con CsA. La Sindrome da Encefalopatia Posteriore Reversibile (PRES) rappresenta la
complicanza neurologica piu grave, caratterizzata da cefalea, alterazione dello stato mentale,
convulsioni, cecita corticale, altri disturbi del visus ed ipertensione arteriosa. Lo studio
neuroradiologico mostra caratteristiche alterazioni di segnale a carico della sostanza bianca,
generalmente ma non sempre nella regione posteriore dell’encefalo.

Altri effetti neurotossici della CsA includono cefalea, tremori, encefalopatia diffusa, sindrome
cerebellare, sindrome extrapiramidale, sofferenza piramidale, neuropatia periferica, crisi
convulsive, stato psicotico.

L'utilizzo di steroidi ad alte dosi, l'ipertensione arteriosa, l'ipomagnesemia, I'ipertrigliceridemia e la
presenza di un danno endoteliale con aumento della permeabilita della barriera emato-encefalica
potrebbero favorire lo sviluppo di neurotossicita da CsA.

Una correlazione tra I'evento avverso e livelli basali di CsA elevati o sospetti per tossicita si
riscontra solo nel 60% dei casi; in genere la sospensione temporanea e la riduzione della dose
sono sufficienti alla risoluzione del quadro neurologico.
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Alterazioni dermatologiche: includono ipertricosi, acne, prurito, follicolite, cisti epidermiche e
neoplasie cutanee. Sono stati riportati rari casi di follicolodistrofia, pseudoporfiria ed eritrodermia.

Epatotossicita: le complicanze epatiche sono comuni (50% dei pazienti) ma generalmente lievi e
autolimitanti: aumento di bilirubina, transaminasi e fosfatasi alcalina, talvolta ittero colestatico.
Sono stati segnalati casi di epatite ed insufficienza epatica grave.

Effetti collaterali gastrointestinali: iperplasia gengivale, diarrea, nausea, vomito, anoressia e
dolore addominale; raramente pancreatite. Lincidenza di iperplasia gengivale € minore con la
formulazione microemulsione e risponde talvolta a terapia con metronidazolo.

Effetti cardiovascolari: le problematiche a carico dell’apparato cardiovascolare sono, per lo piu,
secondarie ad ipertensione arteriosa indotta da CsA. Inoltre & stata documentata, in corso di
terapia con CsA, una ridotta produzione di ossido nitrico basale e sotto stimolo alla quale
consegue disfunzione endoteliale ed aumentato rischio di aterosclerosi prematura.

Alterazioni endocrino-metaboliche: ipertrigliceridemia, iperprolattinemia, riduzione di
testosterone, ginecomastia, iperglicemia ed ipertricosi.

Disturbi oculari: sono stati riportati pseudotumor cerebri, edema del disco ottico e cecita tossica
retinica (un solo caso).

Neoplasie: lo sviluppo di neoplasie, in particolare tumori cutanei e linfomi, & piu frequente nei
pazienti immunodepressi e il ruolo reale della CsA resta speculativo. In un ampio studio & stata
riscontrata una aumentata incidenza di linfomi e sarcomi di Kaposi nei pazienti trattati con CsA
rispetto a quelli trattati con azatioprina e prednisone (85).

Alterazioni immunologiche: la CsA determina aumentata suscettibilita alle infezioni
opportunistiche. Sono riportati casi di infezioni ingravescenti epatiche da virus B e C, polmoniti da
Pneumocystis e altre infezioni virali, batteriche e fungine. Uno studio in vitro ha dimostrato
'aumento della produzione intracellulare di CMV e della sua replicazione, evidenziando pertanto
un rischio aumentato di infezione da CMV nei pazienti trattati con CsA.

In conclusione, durante il trattamento con CsA devono essere monitorate regolarmente la
pressione arteriosa, la funzionalita renale ed epatica.

5.3 STEROIDI

MPD/PDN sono utilizzati esclusivamente quali farmaci di supporto nella prevenzione e nel
trattamento delle manifestazioni allergiche acute e della malattia da siero. In tutte le forme di AA
sono sconsigliati sia I'impiego dello steroide in prima istanza ed in monoterapia sia I'uso prolungato
oltre i primi trenta giorni dalla diagnosi (43, 1).

5.4 FATTORE DI CRESCITA GRANULOCITARIO

L'impiego del G-CSF, dopo trattamento con ATG e CsA, ha trovato una sua giustificazione sia nel
tentativo di ridurre il rischio infettivo nei tre mesi che solitamente intercorrono tra IST e risposta
ematologica sia nellipotesi di migliorare la risposta ematologica sfruttando la stimolazione delle
CSE indotta dalla combinazione del G-CSF con fattori di crescita emopoietici endogeni.
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Alcuni studi sia prospettici che retrospettivi sembrano indicare, soprattutto nei pazienti pediatrici,
un vantaggio in termini di risposta terapeutica (con piu rapido incremento dei neutrofili) nelle forme
VSAA e SAA (53).

Vi sono preoccupazioni circa il costo derivante dall'impiego di G-CSF a lungo termine e ad alte
dosi e il potenziale aumento dei disturbi clonali tardivi ad esso secondari (86, 87, 88, 89). Tuttavia
finora né gli studi di meta-analisi né i trials randomizzati hanno dimostrato un aumento del rischio
di malattia clonale associato alluso di G-CSF, cosa che & stata osservata soltanto in studi
retrospettivi.

In uno studio pediatrico giapponese & stato riscontrato un aumento del rischio di evoluzione
clonale nei pazienti trattati con G-CSF, piu evidente nel sottogruppo dei non responders (86).

Uno studio pediatrico italiano ha riportato un’associazione tra dose media di G-CSF, refrattarieta
alla IST e rischio di sviluppare una MDS/AML (82).

Il Severe Aplastic Anaemia Working Party dellEBMT ha recentemente riportato i risultati di un
ampio studio retrospettivo su 840 pazienti pediatrici trattati con ATG e CsA dei quali oltre il 43% ha
ricevuto anche G-CSF. L'uso del G-CSF é risultato associato ad un aumentato rischio di
MDS/AML. Lincidenza di MDS/AML ¢é stata del 10.9% negli esposti a G-CSF e del 5.8% nei non
esposti (90).

Vi sono perod studi che non hanno evidenziato un aumento del rischio di evoluzione clonale con
l'uso del G-CSF.

Uno studio pilota su 100 pazienti trattati con ATG piu CsA e G-CSF per tre mesi ha mostrato una
bassa mortalita, un tasso di risposta di quasi I'80% con una sopravvivenza a 5 anni del 87% (53).
Uno studio italiano non ha mostrato aumento del rischio di sviluppare disordini clonali anche
quando le dosi di G-CSF erano utilizzate per un periodo superiore ai sei mesi (91); tuttavia in
questo studio il follow-up dei pazienti trattati con G-CSF (3.8 anni) non €& tale da escludere
'occorrenza tardiva di eventi clonali.

Un altro studio di confronto tra ATG pit CsA e G-CSF verso ATG e CsA, questa volta randomizzato
prospettico, pur se relativamente piccolo, non ha dimostrato alcuna differenza in termini di risposta
al trattamento e sopravvivenza tra i due gruppi né ha mostrato un aumento di eventi clonali. Anche
in questo caso pero il follow-up & stato troppo breve per una corretta valutazione dei risultati (92).
In una recente meta-analisi pubblicata nel 2009 (93) sul’uso del G-CSF nei pazienti con AA (lo
studio includeva sei trials randomizzati) & stato messo in evidenza come l'aggiunta di fattori di
crescita ematopoietici non influenzi la mortalita, il tasso di risposta o le complicanze infettive (92,
94, 95, 96, 97, 98).

Un recente studio prospettico randomizzato su 101 pazienti adulti giapponesi ha mostrato una
maggiore percentuale di risposta a 6 mesi (ma non a 3 € 12 mesi) e un tasso di recidiva inferiore
nel braccio in cui & stato utilizzato il G-CSF, ma non ¢& stata registrata nessuna differenza in termini
di sopravvivenza. Sebbene non ci fosse alcuna differenza nell'incidenza di MDS e AML a 4 anni,
anche in questo caso il follow-up & troppo breve per una adeguata valutazione del rischio di
evoluzione clonale (94).

Uno studio pediatrico retrospettivo, non ha mostrato tassi di risposta differenti tra pazienti trattati
con o senza G-CSF (99).

Un recente studio multicentrico randomizzato del’lEBMT su 192 pazienti adulti e pediatrici ha
riscontrato una sopravvivenza globale a 6 anni del 76% (+/- 4%) e una sopravvivenza libera da
eventi del 42% (+/- 4%) senza differenze tra i pazienti randomizzati a ricevere o no il G-CSF, né
nell'intera coorte né nei sottogruppi stratificati per eta e gravita di malattia (100). Inoltre nel braccio
G-CSF la mancata risposta dei neutrofili al giorno +30 €& risultata predittiva di minore risposta e
sopravvivenza. Minori sono risultati i giorni di ospedalizzazione e gli episodi infettivi nei pazienti
VSAA che hanno ricevuto G-CSF. La valutazione del rischio clonale & ancora in corso. Solo un
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altro trial randomizzato ha mostrato una riduzione negli episodi infettivi nei pazienti trattati con G-
CSF (92).

Il recente studio di Marsh et al. (76) suggerisce, visto I'alto rischio di infezioni (100), di considerare
'uso del G-CSF quando si utilizzi ATG di coniglio nella terapia di prima linea.

5.5 TERAPIE ALTERNATIVE IMMUNOSOPPRESSIVE E NON

La terapia immunosoppressiva combinata standard (ATG/CsA) & gravata da effetti collaterali a
breve e lungo termine e da un significativo rischio di refrattarieta, recidiva ed evoluzione clonale
(54, 101).

Per i pazienti refrattari al trattamento o in recidiva, non candidabili ad un trapianto di cellule
staminali, restano poche opzioni terapeutiche; questo ha portato alla sperimentazione di numerosi
regimi immunosoppressivi alternativi.

Due sono le strade percorse dai diversi gruppi di studio:

e intensificazione del regime standard ATG/CsA con laggiunta di un terzo agente
immunosoppressore, possibilmente con un diverso meccanismo d’azione per sfruttare la
sinergia tra farmaci;

e impiego di agenti con spiccata attivitd immunosoppressiva, possibilmente con un miglior
profilo di tossicita.

Micofenolato Mofetile

I MMF inibisce la proliferazione dei linfociti B e T ed & stato utilizzato nel trattamento e nella
prevenzione del rigetto del trapianto di organi solidi cosi come nel trattamento di malattie
autoimmuni come rettocolite ulcerosa, artrite reumatoide e sclerosi multipla (1).

L'impiego del MMF nel trattamento dei pazienti con anemia aplastica severa & stato testato in uno
studio prospettico di fase Il del National Institutes of Health (NHI) statunitense. Tra il 1999 ed il
2003, 104 pazienti (26% di eta inferiore a 20 anni, range mediano 3-76 anni) con nuova diagnosi di
anemia aplastica severa sono stati trattati con ATG di cavallo/CsA/MMF; il confronto con lo storico
(ATG di cavallo/CsA) non ha mostrato alcun vantaggio né in termini di risposta al trattamento (62%
a 6 mesi) né in termini di prevenzione delle recidive (37%, nonostante il mantenimento con MMF)
(102).

Pertanto il MMF non sembra essere efficace quale farmaco aggiuntivo alla CsA nel trattamento di
prima linea né verosimilmente in caso di refrattarieta.

Rapamicina/Sirolimus

Il Sirolimus (RAPA) & un antibiotico macrolide inibitore di mTOR, una serina treonina chinasi
multifunzionale. Il Sirolimus lega la immunofillina FKBP12 bloccando l'attivazione IL-2 dipendente
dei linfociti T; inoltre il complesso FKBP12/RAPA inibisce mTOR bloccando la progressione del
ciclo cellulare dalla fase Gy a S (103). Il Sirolimus attiva anche i Linfociti T regolatori. Il sinergismo
della combinazione Sirolimus/CsA & stato studiato in vitro ed in clinica, soprattutto nel setting del
trapianto di organi solidi (104, 105).

Il NIH statunitense ha condotto, tra il 2003 ed il 2005, uno studio randomizzato che confrontava il
regime standard ATG/CsA con il nuovo regime ATG/CsA/sirolimus. Sono stati arruolati 77 pazienti
con SAA di eta compresa tra 4 e 78 anni. |l tasso di risposta & stato, a tre mesi, del 37% per ATG
di cavallo/CsA/sirolimus e del 50% per ATG di cavallo/CsA e, a sei mesi, del 51% per
ATG/CsA/sirolimus e del 62% per ATG di cavallo/CsA. L’arruolamento € stato chiuso dopo i primi
30 casi valutabili per l'impossibilita di documentare una differenza che fosse statisticamente
significativa ed un beneficio connesso all’aggiunta del Sirolimus. Il tasso di recidiva, evoluzione
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clonale e sopravvivenza non differiva in maniera statisticamente significativa tra i due gruppi (106).
Complessivamente I'aggiunta del sirolimus alla CsA non ¢ risultata efficace né nel trattamento di
prima linea né verosimilmente in caso di refrattarieta.

Alte dosi di Ciclofosfamide

La ciclofosfamide (CTX) ad alte dosi ha un potere immunosoppressivo elevato e, per tale ragione,
é stata utilizzata nel trattamento delle malattie autoimmuni (107,108).

Nel 1996 & stato pubblicato un primo studio pilota condotto al John Hopkins Hospital (Baltimora,
MD, USA) su 10 pazienti con SAA e VSAA con un’eta mediana di 19 anni (range 7-38; 6 pazienti
con eta <19 anni) trattati con alte dosi di ciclofosfamide (45 mg/Kg/die e.v. per 4 giorni consecutivi).
Sette pazienti hanno ottenuto una risposta ematologica completa: di questi uno & deceduto per
AIDS dopo 44 mesi di follow-up mentre i restanti sei non hanno presentato recidive né evoluzione
clonale in un follow-up di durata compresa tra 9 e 19 anni al momento della pubblicazione (109).
L'entusiasmo per I'impiego della ciclofosfamide € venuto meno negli anni successivi a seguito dei
risultati di uno studio prospettico randomizzato, condotto su 31 pazienti di eta compresa tra 18 e
67 anni. Lo studio, che confrontava ATG/CsA con CTX/CsA (CTX alla dose di 50 mg/Kg/d per 4
giorni), & stato interrotto precocemente a causa dellaumento di infezioni fungine e morti precoci
nel braccio sperimentale, verosimilmente secondarie alla prolungata neutropenia dovuta
all'impiego di CTX (110). Gli autori non hanno confermato neppure l'osservazione che I'impiego di
CTX potesse ridurre il rischio di evoluzione clonale (111).

Nonostante cio I'esperienza del John Hopkins Hospital continua a mostrare risultati sorprendenti.
In un recente update su 67 pazienti con SAA, di eta compresa tra 2 e 68 anni, il tasso di risposta &
stato del 70.5% nei pazienti naive e del 47.8% nei pazienti refrattari con una tossicita non
trascurabile (incidenza d’infezioni fungine pari al 18.2% nei naive e al 43.5% nei refrattari, con un
7.5% di mortalita precoce) pur se con una buona sopravvivenza a lungo termine (quella
complessiva a 10 anni e quella libera da malattia nei pazienti naive sono state dell'88% e 58%
rispettivamente, mentre nei non responders sono state del 61.8% e 27.7% rispettivamente) (112).
L’alto rischio infettivo, in conclusione, non consente di collocare la CTX ad alte dosi nella terapia di
prima linea per i pazienti che non hanno un donatore familiare HLA identico. Il 47.8% di risposte
ottenute nei soggetti refrattari porta a considerare la CTX una possibile opzione per coloro che non
hanno risposto o hanno avuto una recidiva dopo la IST tradizionale, non dispongano di un
donatore e non siano infetti.

Androgeni

Gli steroidi anabolizzanti, derivati sintetici del testosterone, sono stati ampiamente impiegati nel
trattamento dell’AA soprattutto prima che divenissero disponibili ATG e ciclosporina.

L'Ossimetolone € un agente stimolante l'eritropoiesi, in grado di determinare anche risposte
ematologiche trilineari. E’ indicato nel trattamento dei pazienti affetti da sindrome da insufficienza
midollare congenita non candidabili a trapianto di midollo osseo (113). E’ stato impiegato, in
associazione con ATG, nel trattamento dell’AA con risultati migliori rispetto alluso della sola ATG
(114). In uno studio retrospettivo francese, condotto su 87 pazienti con nuova diagnosi di AA, la
risposta alla terapia di combinazione (ATG/Ossimetolone) €& stata del 77% con una sopravvivenza
a 5 anni del 78% (115). La conclusione di tale studio & stata che i risultati sono simili a quelli
ottenuti con ATG/CsA con un minor tasso di evoluzione clonale. Mancano studi prospettici
randomizzati di confronto tra le due combinazioni terapeutiche. Tuttavia 'uso di Ossimetolone,
soprattutto in eta pediatrica, & gravato da importanti effetti collaterali quali virilizzazione, prematura
chiusura dell’epifisi, ittero, sviluppo di adenomi epatici, aumento delle transaminasi, cambiamenti
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del comportamento (1). E’ richiesto un regolare monitoraggio ecografico e laboratoristico della
funzionalita epatica durante il trattamento.

Il Danazolo & un androgeno non virilizzante con proprieta simili a quelle dei corticosteroidi. Inibisce
la produzione di interluchina-1 e TNF-alfa (116); € stato utilizzato nel trattamento dei pazienti affetti
da porpora trombocitopenica immune, anemia emolitica ed aplasia pura della serie rossa. Negli
ultimi anni sono stati pubblicati diversi studi sul suo impiego nel trattamento di pazienti con AA. Nel
2007 é stato pubblicato uno studio giapponese su 16 pazienti con AA refrattari o in recidiva trattati
con Danazolo alla dose di 300 mg/die (117) per 12 settimane. Il trattamento & risultato non
virilizzante ed associato ad una epatotossicita di grado lieve/moderato, risoltasi al termine della
terapia. Il 31.3% dei pazienti ha ottenuto una remissione parziale entro la 12" settimana di terapia.
Nel 2011 & stato pubblicato uno studio messicano sull'impiego del Danazolo nel trattamento di
prima linea di pazienti con AA (118); il tasso di risposta & stato del 45.9% con una sopravvivenza a
5 anni del 60%. Da uno studio retrospettivo giapponese su una popolazione pediatrica & emerso
che l'aggiunta del Danazolo alla terapia immunosoppressiva standard determina un tasso di
risposta piu elevato rispetto all'impiego delle sole ATG e CsA (67.9% vs 57.1%). Tuttavia anche |l
tasso di recidiva risulta significativamente piu alto (29.0% vs 9.8% a 10 anni) (54). Gli autori
concludono affermando la necessita di una conoscenza piu approfondita del meccanismo d’azione
degli androgeni per dare loro una collocazione adeguata nel trattamento delle anemie aplastiche.

Rituximab

E’ un anticorpo monoclonale chimerico diretto contro I'antigene CD20, una proteina di membrana
espressa sui linfociti B. Il farmaco determina una deplezione del comparto B linfocitario attraverso
'induzione di apoptosi, citotossicita cellulo-mediata e attivazione del complemento. E’ utilizzato nel
trattamento dei linfomi non Hodgkin e di diverse malattie autoimmuni. L'impiego del Rituximab nel
trattamento dell’anemia aplastica, caratterizzata da un’alterazione immunologica prevalentemente
a carico dei linfociti T, potrebbe essere giustificato da un effetto indiretto del farmaco sui linfociti T
(119). Al momento l'efficacia clinica del Rituximab nei pazienti con AA é riportata soltanto in pochi
case reports. |l farmaco é stato utilizzato con successo nel trattamento di un paziente affetto da
fascite eosinofila e SAA refrattario alla terapia standard con ATG e CsA (120). Un piccolo paziente
di 12 mesi affetto da anemia aplastica associata ad epatite, non responsivo ad ATG e CsA, ha
ottenuto la remissione completa dopo terapia con Rituximab alla dose di 17.5 mg/Kg/die,
somministrato una volta al mese per tre mesi (121). Una donna di 73 anni con anemia aplastica di
nuova diagnosi (122) ed una paziente di 68 anni con leucemia linfatica cronica che aveva
sviluppato un’insufficienza midollare dopo terapia con ciclofosfamide e fludarabina hanno ottenuto
una risposta ematologica completa dopo trattamento con Rituximab (123).

E’ in corso il primo studio pilota con basse dosi di Alemtuzumab e Rituximab nella terapia di prima
linea dei pazienti con anemia aplastica (124).

In conclusione, al momento, il Rituximab potrebbe essere impiegato come terapia pre-emptive nei
pazienti pluritrattati candidati ad ATG o ad IST combinata che abbiano sviluppato refrattarieta alla
terapia di supporto ed in particolar modo alla trasfusione di piastrine.

Alemtuzumab

L’Alemtuzumab (Campath 1H) & un anticorpo (IgG1 kappa) monoclonale umanizzato anti CD52
che provoca la morte di tutte le cellule esprimenti la glicoproteina CD52 sia attraverso la
citotossicita cellulare anticorpo-dipendente che la lisi cellulare complemento-mediata (125). Dato
che l'antigene CD52 & ampiamente espresso sulla membrana dei linfociti B e T ma non su quella
delle cellule staminali emopoietiche e dei progenitori emopoietici committed, I’Alemtuzumab svolge
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un’importante azione linfolitica determinando una profonda e prolungata deplezione soprattutto dei
linfociti CD4+ e CD8+ mentre risparmia il comparto staminale emopoietico.

Il farmaco € stato inizialmente impiegato nella cura delle neoplasie linfoidi e successivamente
utilizzato, con successo, nel trattamento di patologie quali la sclerosi multipla (126) e le citopenie
autoimmuni (119, 127, 128) nonché in diversi regimi di condizionamento per il trapianto di cellule
staminali.

Limpiego di Alemtuzumab nel trattamento dei pazienti con anemia aplastica trova il proprio
razionale nell’estremo potere immuno-ablativo dimostrato in vivo; la deplezione linfocitaria &
completa ed il recupero linfoide richiede molti mesi soprattutto per i linfociti CD4+, tanto da rendere
'azione di questo anticorpo monoclonale comparabile a quella di ATG con un profilo di tossicita
accettabile.

Esiste comunque una certa riserva sulluso di Alemtuzumab nel setting dei pazienti con
insufficienza midollare per il timore di complicanze infettive, inclusa la possibile tossicita midollare
secondaria a riattivazione citomegalica, frequente nei pazienti con disordini linfoproliferativi (129).
Di seguito sono riportati gli studi che hanno testato I'Alemtuzumab nei pazienti con anemia
aplastica.

e Nel 2009 ¢é stato pubblicato uno studio dose escalation coreano nel quale veniva testata
I'efficacia e la sicurezza di Alemtuzumab a due differenti dosaggi (60 e 90 mg)
somministrati in tre giorni consecutivi ad una coorte di 17 pazienti con anemia aplastica, in
combinazione con CsA (1.5 mg/Kg bid per sei mesi) (130). Il tasso di risposta globale &
stato del 35% con un 23% di risposte complete ed un 12% di risposte parziali;
sorprendentemente tutti i pazienti che hanno risposto al trattamento appartenevano alla
coorte che ha ricevuto il dosaggio piu basso. Nello studio non sono state sollevate
preoccupazioni relative alla sicurezza del trattamento; la sopravvivenza a 2 anni & stata
dell'81% e non sono stati segnalati casi di evoluzione clonale. Quattro pazienti arruolati
avevano un’eta compresa tra 16 e 19 anni: 2 hanno ottenuto una risposta inizialmente
parziale e poi completa e al follow-up risultano vivi in remissione mentre gli altri 2, risultati
non responder, sono vivi ed in remissione dopo trapianto allogenico.

e Nel 2010 il Working Party Severe Aplastic Anemia del’lEBMT ha pubblicato i risultati di uno
studio di fase Il che ha testato efficacia (in termini di migliore risposta ottenuta) e sicurezza
di Alemtuzumab sottocute (dose totale 103 o 73 mg in pazienti con AA moderata) associato
a piu basse dosi di CsA (1 mg/Kg) nel trattamento dei pazienti con aplasia midollare o
insufficienza midollare su base autoimmune (131). Lo studio ha arruolato 13 pazienti con
anemia aplastica di cui 9 non precedentemente trattati. Nove dei 13 pazienti (69%) hanno
ottenuto una risposta ematologica (probabilita cumulativa di risposta a 12 mesi pari al
78%): vi sono state 5 risposte complete (38%) e 4 risposte parziali (31%). | risultati migliori
sono stati ottenuti sui 9 pazienti naive: 3 hanno ottenuto una risposta completa € 3 una
risposta parziale molto buona. La recidiva & stata un evento frequente, verificatosi in 7
pazienti su 9, tuttavia il ritrattamento con Alemtuzumab ha consentito una seconda risposta
ematologica. Il follow-up a 4 anni ha mostrato una sopravvivenza globale del 67% e una
sopravvivenza libera da malattia del 37%. La mortalita precoce per infezioni € risultata nel
range dell’atteso mentre il profilo di sicurezza a lungo termine & stato soddisfacente. I
trattamento & stato effettuato senza necessita di ricovero ospedaliero. Lo studio non ha
arruolato pazienti pediatrici.

e Lefficacia biologica di Alemtuzumab nei pazienti con anemia aplastica € stata confermata
da uno studio messicano nellambito del quale, tra il 2005 ed il 2007, 14 pazienti naive
sono stati trattati con Alemtuzumab sotto cute alla dose di 50 mg (10 mg/die per 5 giorni
consecutivi) in combinazione con CsA (2 mg/Kg bid) (119). Il follow-up mediano & stato di
20 mesi, il tasso di risposte del 57% con un 14% di risposte complete ed un 43% di risposte
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parziali. Il profilo di sicurezza & stato buono e non sono state segnalate morti precoci per
infezioni correlate al trattamento né riattivazioni citomegaliche. L'eta mediana dei pazienti
arruolati era di 20 anni, con 6 pazienti di etd compresa tra 6 € 19 anni. Nellambito di
questo gruppo sono state ottenute una risposta completa e 3 risposte parziali; vi & stato un
solo decesso, una paziente di 7 anni, non responder.
e Trail 2003 ed il 2010 anche il NIH statunitense (132) ha saggiato I'efficacia di Alemtuzumab
in monoterapia (10 mg/die endovena per 10 giorni) su 68 pazienti con anemia aplastica di
cui 16 naive, 25 in recidiva e 27 refrattari ad una prima linea di IS con ATG. Il gruppo dei
pazienti refrattari era randomizzato ad Alemtuzumab (n=27) versus ATG di coniglio + CsA
(n=27). Il tasso di risposta & stato del 37% nel gruppo Alemtuzumab versus il 33% nel
gruppo ATG di coniglio; la sopravvivenza a 3 anni & stata dell’'83% e 60% rispettivamente
(P=0.16). Nell'ambito dei 25 pazienti in recidiva il tasso di risposta ad Alemtuzumab & stato
del 56% con una sopravvivenza a 3 anni dell’'86%. | risultati ottenuti in seconda linea non si
sono confermati nel gruppo naive, nellambito del quale la percentuale di risposta €& stata
soltanto del 19%, cosa che ha portato all'interruzione dello studio. Il trattamento & stato ben
tollerato senza alcun incremento di morbilita o morbiditd per infezioni. In ognuno dei tre
gruppi sono stati inclusi pazienti di eta inferiore a 18 anni: in totale sono stati arruolati circa
14 pazienti pediatrici ma risulta complesso estrapolare i dati dei singoli pazienti.
Gli studi condotti negli ultimi anni dimostrano che Alemtuzumab costituisce un’alternativa al regime
immunosoppressivo classico nei pazienti con aplasia midollare. | dati disponibili supportano il
concetto che Alemtuzumab presenta un profilo di sicurezza accettabile e attenuano le
preoccupazioni circa un elevato rischio infettivo secondario a trattamento. | dati sull'efficacia
dimostrano che & biologicamente attivo come agente immunosoppressore anche se i risultati
ottenuti in piccoli studi andrebbero confermati in trial pit ampi ed in setting di pazienti nella stessa
fase di malattia (133). Alemtuzumab ¢& stato utilizzato in gruppi non uniformi di pazienti, a dosi
diverse, con modalita d’infusione differenti, in monoterapia o in associazione con CsA a diversi
dosaggi. Un protocollo comune potrebbe essere utile a comprendere il ruolo di questo farmaco nel
panorama piu ampio della IST e a ridefinire dosi, modalita di somministrazione e subset di pazienti
che potrebbero maggiormente beneficiarne (131).
Attualmente Alemtuzumab €& un farmaco utilizzabile in terza linea con un profilo di sicurezza
verosimilmente superiore a quello della CTX.

Eltrombopag

Eltrombopag & una molecola sintetica non peptidica, biodisponibile per via orale, appartenente alla
classe degli agonisti dei recettori della TPO, il principale regolatore endogeno della produzione
piastrinica. Eltrombopag lega selettivamente il dominio trans-membrana del recettore della TPO (c-
Mpl) attivando i pathways JAK-STAT (Janus-associated kinase-signal trasducers) e MAPK
(mitogen-activated protein kinase) con effetto positivo su proliferazione e differenziazione dei
megacariociti a partire dai precursori mieloidi.

| recettori di TPO sono presenti sulla superficie cellulare delle cellule staminali e dei progenitori
emopoietici ed il signaling TPO/c-Mpl, nelluomo, partecipa ai meccanismi di regolazione delle
cellule staminali quiescenti. Limportanza del recettore c-Mp/ per la normale emopoiesi €&
confermata dal fatto che mutazioni bi-alleliche del gene c-Mpl/ determinano la cAMT, malattia
caratterizzata dalla scarsita/assenza di megacariociti nel midollo osseo e da un aumentato rischio
di anemia aplastica. E’ stato anche riportato che mutazioni nonsense del gene c-Mp/ in omozigosi
si associano ad anemia aplastica familiare (134).

Nel luglio 2012 & stato pubblicato il primo studio clinico non randomizzato di fase Il sul’impiego
dell’Eltrombopag in pazienti con anemia aplastica e piastrinopenia severa persistente, resistenti ad
almeno una IST (6). Il 44% dei pazienti (11/25) ha ottenuto una risposta ematologica dopo le prime
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12-16 settimane di trattamento con effetti tossici minimi. Nove pazienti non hanno piu necessitato
di supporto trasfusionale piastrinico; sei pazienti hanno avuto un incremento dei livelli di
emoglobina (mediana d’incremento 4.4 gr/dl) e tre di loro non hanno piu necessitato di supporto
eritrocitario. Nove pazienti hanno presentato incremento della conta dei neutrofili. Le biopsie
ossee, eseguite ogni 6 mesi per 30 mesi, hanno mostrato nei pazienti responsivi una
normalizzazione trilineare del’emopoiesi senza incremento della fibrosi midollare (6).

Il recettore della TPO sulle cellule staminali emopoietiche costituisce un nuovo target terapeutico
per il trattamento dellanemia aplastica acquisita ed Eltrombopag appare fra i nuovi farmaci
decisamente promettente.

I nuovi studi in corso al NIH e in ambito EBMT stanno esplorando l'efficacia di Eltrombopag in
combinazione con ATG e/o CsA e permetteranno di stabilire il suo ruolo nell’algoritmo terapeutico
delle AA che non possono andare a trapianto.

Nuovi agenti immunosoppressori

Negli ultimi anni €& stato valutato [Iimpiego di diversi farmaci biologici con azione
immunosoppressiva nel trattamento della AA. Uno di questi & il Daclizumab, un anticorpo
monoclonale anti CD25 che inibisce il pathway di attivazione linfocitaria dipendente da
interleuchina-2. Nel 2003 é stato pubblicato dal NIH uno studio pilota sul’impiego di Daclizumab in
pazienti con AA moderata; il tasso di risposta & stato del 38% (135). L'efficacia del farmaco ¢ stata
confermata in una coorte pit ampia di pazienti affetti da AA moderata (n=45). La risposta globale al
trattamento & stata del 42% con un 14% di risposte complete. I 25% dei pazienti trasfusione-
dipendente ha ottenuto l'indipendenza trasfusionale che & stata mantenuta dopo un follow-up di
circa 5 anni (136).

Un’altra categoria di farmaci occasionalmente testata nel trattamento del’AA & quella degli inibitori
di citochine quali ad esempio gli anti-TNF. Il loro potenziale impiego nella pratica clinica € motivato
dal ruolo che le citochine hanno nel sopprimere I'ematopoiesi in corso di aplasia midollare
acquisita (137). Tuttavia I'esperienza clinica risulta estremamente limitata e circoscritta a singoli
casi (138).

Un ipotetico ruolo potrebbero avere i nuovi immunosoppressori biologici con azione selettiva
contro il subset T cellulare, come I'Alefacept che blocca attivazione e proliferazione dei linfociti T e
causa apoptosi selettiva degli stessi (139). Molti di questi farmaci sono impiegati nella terapia
sperimentale delle piu svariate patologie autoimmuni (140) e per questo potrebbero trovare il loro
utilizzo anche nel trattamento dell’anemia aplastica acquisita (131).
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6. TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE
6.1 TRAPIANTO ALLOGENICO DA DONATORE FAMILIARE HLA IDENTICO

Il trapianto di cellule staminali emopoietiche rappresenta il trattamento di prima scelta nei bambini
con aplasia midollare grave o molto grave che dispongano di un familiare HLA compatibile, con
probabilita di sopravvivenza a lungo termine di circa il 90% (141, 142, 143).

Dopo i primi lavori pioneristici del gruppo di Seattle sullimpiego del trapianto di midollo osseo
allogenico nel trattamento dei pazienti con aplasia midollare grave e molto grave (SAA e VSAA)
(144,145), la prima esperienza relativa ad una casistica di 24 pazienti con eta mediana di 19 anni
(range 3-60) fu pubblicata, dallo stesso gruppo, nel 1974 (146): 18 pazienti ricevettero un
condizionamento pre-trapianto con CTX alla dose di 50 mg/Kg per 4 giorni e 6 pazienti furono
condizionati con 10 Gy di TBI. Per la profilassi della GVHD venne impiegato MTX alla dose di 15
mg/m? al g +1 e 10 mg/m? nei giorni +3, +6, +11 e +18, quindi settimanalmente fino a 102 giorni
post trapianto (long-course). Il lavoro non aveva i caratteri di uno studio randomizzato, né di
confronto tra i due regimi di condizionamento impiegati, tuttavia emerse che 10 su 18 pazienti
trattati con CTX erano sopravvissuti, rispetto ad 1 su 6 dei pazienti che avevano ricevuto TBI.

In considerazione dei risultati ottenuti, della buona tolleranza del regime di condizionamento con
CTX e del fatto che non tutti i centri trapianto avevano la possibilita di impiegare TBI, il regime di
condizionamento pre-trapianto con CTX venne considerato il trattamento di scelta per i pazienti
con AA. In particolare, poiché esperienze in modelli canini avevano mostrato un ritardo
nell’accrescimento dell’osso con l'impiego della TBI mentre animali trattati con CTX crescevano
normalmente (147) e 'uso della radioterapia si associava ad un elevato rischio di sterilita, gli autori
definirono la CTX come il trattamento di scelta nel condizionamento pre-trapianto dei pazienti
pediatrici con SAA.

Su questa piattaforma chemioterapica (CTX 200 mg/Kg) sono state pubblicate successivamente
altre esperienze (148, 149, 150). In tutte il rigetto risultava essere una delle cause principali di
insuccesso della procedura trapiantologica (30-60%). Per ridurre il rigetto ed incrementare la
sopravvivenza, sono stati tentati vari approcci quali I'impiego della total lymphoid irradiation, della
thoracoabdominal irradiation o l'infusione, insieme al midollo osseo, delle cellule del buffy coat del
donatore, nell'ipotesi che le cellule periferiche del donatore potessero essere una potenziale
sorgente di cellule staminali totipotenti e di linfociti in grado di “scavalcare” il rigetto (151-156). Di
fatto, alcune esperienze mostrarono una riduzione di questa complicanza, ma anche gravi effetti
collaterali, quali I'incremento della GVHD con l'impiego del buffy coat o la sterilita, la riduzione
dell'accrescimento e l'insorgenza di tumori secondari con l'impiego della radioterapia.

Sulla base di studi su modelli animali, che mostravano un effetto sinergico immunosoppressivo di
ATG associato ad agenti alchilanti, tra i quali procarbazina e CTX, nei trapianti di cute e di midollo
osseo (157), 'ATG é stato introdotto, in associazione alla CTX ed alla procarbazina, nel regime di
condizionamento pre-trapianto (158) con risultati contrastanti: solo il 10% di rigetto & stato
osservato nell’esperienza pubblicata da Smith et al (158); nessun vantaggio dell’associazione dei
tre farmaci rispetto alla CTX da sola &€ emerso dallo studio randomizzato, condotto dal gruppo di
Seattle (159).

La prima esperienza dell’'uso dellATG (ATGAM 30 mg/Kg x 3 giorni) e della CTX venne pubblicata
dal gruppo di Seattle nel 1987, in 16 pazienti affetti da SAA, sottoposti a secondo trapianto dopo
rigetto di un primo trapianto di midollo osseo: 12 pazienti attecchirono confermando I'efficacia
immunosoppressiva dell’'associazione ATG/CTX (160). Sulla base di questi dati incoraggianti, nel
1994 lo stesso gruppo impiegod I'associazione CTX/ATG nel regime di condizionamento per il primo
trapianto di midollo osseo allogenico di 39 pazienti con SAA. Furono osservati 2 rigetti ed una
sopravvivenza a 3 anni del 92%.
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Tali risultati furono superiori a quelli del gruppo storico di confronto rappresentato da 39 pazienti,
comparati con il gruppo dei pazienti in studio per eta e fattori di rischio per rigetto e GVHD, nei
quali la probabilita di sopravvivenza era stata del 72% (161). In questa esperienza, per la profilassi
della GVHD fu impiegata I'associazione di CsA, alla dose di 3 mg/Kg dal giorno prima l'infusione
del midollo osseo, pit MTX, somministrato a dosi intermittenti, durante i primi 11 giorni post
trapianto, alla dose di 15 mg/m? al giorno +1 e 10 mg/m? nei giorni +3, +6, +11 (short-course).
Questo schema fu scelto sulla base dei risultati ottenuti dallo studio randomizzato del gruppo di
Seattle del 1986, che mostrava la maggiore efficacia dell’associazione dei due immunosoppressori
rispetto al MTX da solo (162).

Lo studio era nato dall’'esigenza di ridurre la GVHD che rappresentava, con il rigetto, I'altra grave
causa di insuccesso del trapianto, soprattutto in un contesto di patologia ematologica non
neoplastica dove non c’é nessun vantaggio dalla GVHD poiché non ¢ richiesto un effetto di graft
versus leukemia. Il background di supporto allo studio veniva da esperienze su modelli canini, nei
quali si osservava una riduzione dell'incidenza della GVHD con lassociazione CsA/MTX,
somministrata secondo lo schema short course, rispetto sia al MTX da solo, sia alla sola CsA (163,
164). Venne pertanto disegnato lo studio randomizzato: MTX “short course”/CsA verso MTX “ long
course “. Il regime di condizionamento pre-trapianto prevedeva in tutti i pazienti I'impiego di CTX
200 mg/Kg. Lo studio mostrd una riduzione statisticamente significativa della GVHD di grado II-IV
nei pazienti che avevano ricevuto MTX/CsA rispetto ai pazienti riceventi solo MTX (18% vs 53%;
p=0,012) (162).

Inoltre, nel 2000 uno studio prospettico randomizzato GITMO/EBMT, mostrd la superiorita
dell’associazione MTX/CsA rispetto alla CsA da sola nel prolungare la sopravvivenza (94% vs
78%; p= 0.05), in 71 pazienti con SAA, condizionati prima del trapianto con CTX 200 mg/Kg,
confermando ulteriormente [l'efficacia nella prevenzione della GVHD con lo schema di
associazione MTX/CsA (165). In questo studio lo schema di somministrazione del MTX differiva da
quello originale dello short course di Storb (164) poiché il MTX era somministrato alla dose di 8
mg/m? nei giorni +1, +3, +6, +11.

La riduzione del dosaggio del MTX fu decisa sulla base dell’ipotesi che un piu basso dosaggio di
MTX avrebbe potuto accorciare il periodo della neutropenia e la gravita della mucosite, riducendo
cosi il rischio di infezioni, pur mantenendo il controllo della GVHD, come osservato in uno studio su
pazienti con leucemia acuta trapiantati da familiari compatibili, nei quali il MTX fu somministrato
secondo lo schema “ short course” ma a dosi ridotte (166). | risultati ottenuti da queste esperienze
vennero confermati in uno studio multicentrico su 94 pazienti con eta mediana di 26 anni (range 2-
59) che ricevettero MTX/CsA nella profilassi della GVHD e CTX/ATG nel regime di
condizionamento pre-trapianto: rigetti nel 4%, GVHD grado II-IV nel 29% e sopravvivenza dell’'88%
ad un follow-up mediano di 6 anni (167).

Se la maggiore efficacia dell’impiego dell’associazione CsA/MTX nel controllo della GVHD rispetto
ai singoli immunosoppressori deriva da studi randomizzati, I'introduzione del’ATG nel regime di
condizionamento pre-trapianto in associazione alla CTX & originata da esperienze di singoli gruppi
o da studi di confronto retrospettivi. Solo nel 2007 viene realizzato uno studio prospettico
randomizzato su 134 pazienti per valutare l'efficacia del’lATG in aggiunta alla CTX rispetto alla
CTX da sola. Entrambi i gruppi di pazienti ricevettero MTX/CsA per la profilassi della GVHD. Con
un follow-up mediano di 6 anni, la probabilita di sopravvivenza a 5 anni fu del 74% per il gruppo
che ricevette CTX da sola e dell’80% per il gruppo CTX/ATG (ATGAM 30 mg/Kg x 3): la differenza
non fu statisticamente significativa. Inoltre nessuna differenza fu osservata in termini di graft failure
e GVHD.

Con il livello di sopravvivenza ottenuto, questo studio non era sufficientemente potente per definire
differenze statisticamente significative tra i due gruppi (168).
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Le linee guida inglesi del 2009 (1) confermano, per pazienti di eta <30 anni, 'associazione
CTX/ATG (1+1/2 fiala ogni 10 Kg di peso x 3 giorni) nel condizionamento pre-trapianto e
raccomandano CsA/MTX (short course) per la profilassi della GVHD. Tuttavia gli autori
sottolineano che il potenziale beneficio delluso combinato della CTX+ATG & poco chiaro, alla luce
dei dati dello studio prospettico randomizzato di cui sopra (168).

Lo stesso schema & suggerito per bambini e giovani adulti (specificando la dose di ATG a 7.5
mg/Kg) nella terza Consensus Conference sull’aplasia midollare (169). Nel 2011, con I'obiettivo di
ridurre l'incidenza della GVHD e gli effetti collaterali del MTX, sulla base di precedenti studi pilota
(170, 171), il gruppo inglese ha introdotto I’Alemtuzumab per la profilassi della GVHD, associato
alla CsA; inoltre, per la riduzione del rigetto, & stata impiegata la Fludarabina associata a basse
dosi di CTX (300 mg/m?). Lo studio retrospettivo e multicentrico condotto su 50 pazienti ha
mostrato una sopravvivenza a 2 anni del 95%, una graft failure del 9.5%, e, soprattutto, una bassa
incidenza di GVHD sia acuta (13%) sia cronica (4%) (172).

Nel 2012 il gruppo pediatrico inglese (113) suggerisce di usare CTX 200 mg/kg nel regime di
condizionamento pre-trapianto e considera opzionale la sieroterapia sulla base dello studio
prospettico randomizzato del 2007 (167). Per la profilassi della GVHD consiglia CsA/MTX, con
quest’ultimo da omettere nel caso venga impiegato I’Alemtuzumab .

Nello stesso anno il gruppo francese, su un lungo follow-up di osservazione, ribadisce I'efficacia
dell'associazione CTX/ATG nel condizionamento pre-trapianto e I'associazione MTX/CsA per la
profilassi della GVHD. Il siero antilinfocitario impiegato in questo studio & stato ATG di coniglio,
I'unico disponibile in Europa dal 2007, alla dose di 2.5 mg/kg x 5 giorni; inoltre non & specificata la
dose di MTX somministrata nei giorni 1, 3, 6, 11. Sono stati analizzati 61 pazienti, eta mediana 21
anni (range 4-43), con un follow-up mediano di 73 mesi (range 8-233): la sopravvivenza a 6 anni &
stata dell’'87%, nel 21% dei pazienti & stata osservata necrosi asettica, 12 pazienti hanno mostrato
disfunzioni endocrine e un solo paziente ha sviluppato una neoplasia secondaria (41).

Nel 2012 l'efficacia della stessa combinazione di condizionamento e profilassi della GVHD viene
confermata in un contesto esclusivamente pediatrico. In questo studio retrospettivo sono stati
confrontati tre gruppi di pazienti: nel gruppo 1, 98 pazienti trapiantati nel 1971-84, hanno ricevuto
CTX seguita da MTX long term; nel gruppo 2, 19 pazienti, trapiantati nel 1981-1988, hanno
ricevuto CTX, seguita dal MTX short couse, secondo lo schema di Seattle (164); nel gruppo 3, 31
pazienti trapiantati nell’89-2010 hanno ricevuto CTX associata ad ATG (30 mg/Kg al giorno per 3
giorni), seguiti dall’associazione MTX/CsA, per la profilassi della GVHD. Con un follow-up mediano
di 25 anni la sopravvivenza a 5 anni & stata del 66%, 95% e 100% per il gruppo 1, 2 e 3 (p
<0-0001). Il rigetto & stato del 22%, 32% e 7%. La probabilita della GVHD acuta di grado lll e IV &
stata del 15%, 0%, 3%, nei gruppi 1, 2 e 3 mentre quella della GVHD cronica a 2 anni & stata del
21%, 21%, 10%, per ciascun gruppo (41).

Va considerato che sicuramente allaumentata probabilita di sopravvivenza negli anni hanno
contribuito non solo le diverse associazioni farmacologiche sia nella gestione del regime di
condizionamento sia nella profilassi della GVHD, ma anche le migliori terapie di supporto che
hanno accompagnato negli ultimi 40 anni il percorso trapiantologico.

Nel 2013 'EBMT conferma nei bambini I'uso di CTX (200 mg/Kg) + ATG (coniglio 2.5 mg/Kg per 4
giorni; cavallo 30 mg/Kg per 5 giorni). Per la GVHD la profilassi suggerita & I'associazione di CSA
+ MTX (10 mg/m? nei giorni 1, 3, 6). Il range terapeutico consigliato per la CsA & 100-200 ng/ml
fino a 9 mesi post trapianto, dopo di che si suggerisce di iniziare la riduzione fino alla sospensione
da attuare, in assenza di GVHD, ad un anno dal trapianto (39).

In sintesi, studi prospettici randomizzati sono disponibili in letteratura solo per definire la terapia di
profilassi della GVHD (162, 165). Tuttavia, questi studi, che hanno mostrato la superiorita
dell’associazione MTX/CsA rispetto ai singoli immunosoppressori, non prevedevano l'uso della
sieroterapia nel regime di condizionamento, ma solo CTX 200. Inoltre, benché in entrambi gli studi
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prospettici il MTX sia stato infuso “short course”, le dosi impiegate sono state diverse: 15 mg/m? al
giorno +1 seguiti da 10 mg/m? nei giorni +3, +6, +11 nell’esperienza del gruppo di Seattle (162),
approccio ripreso dalle linee guida inglesi del 2009 (1) e dalla Consensus del 2011 (169), ed 8
mg/m? negli stessi giorni nell'esperienza GITMO-EBMT (165). Il dosaggio del MTX & stato
ulteriormente modificato a 10 mg/m? nei giorni +1, +3, +6 nel management suggerito da Korthof nel
2013 (39).

Pur non esistendo studi prospettici randomizzati per il condizionamento pre-trapianto,
'associazione CTX/ATG é sicuramente lo schema piu impiegato (1, 39, 160, 161, 167, 168, 169,
173). La maggior parte degli studi é relativa a popolazioni miste sia adulte sia pediatriche. Inoltre
nei diversi studi pubblicati variano sia il tipo sia la dose di siero antilinfocitario impiegato o a causa
di scelte strategiche locali 0 a causa della disponibilita in commercio delluno o dell’altro prodotto.
In alcune esperienze viene impiegato o suggerito ATG di cavallo alla dose di 30 mg/Kg x 3 giorni
(161, 167, 168) o per 5 giorni (39); in altre esperienze viene impiegato ATG di coniglio alla dose di
2.5 mg/Kg x 3 giorni (169) o per 5 giorni (173), oppure 1 + 1/2 fiala ogni 10 Kg di peso corporeo
per 3 giorni (1).

Sulla base dei dati della letteratura, delle linee guida pubblicate e del parere degli esperti si
raccomanda quanto segue:

Il regime di condizionamento consigliato, nei pazienti che devono essere sottoposti a
trapianto allogenico da familiare HLA compatibile, prevede I’associazione ATG/CTX (IV). La
dose di ATG di coniglio consigliata € 2.5 mg/Kg nei giorni -4, -3, -2 (V), associato a
ciclofosfamide al dosaggio di 50 mg/Kg nei giorni -5, -4, -3, -2 (V).

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

Per la prevenzione della GVHD é indicato I'utilizzo di MTX/CsA (l). Le dosi di MTX piu usate
sono 8 mg/m? nei giorni +1, +3, +6, +11, oppure 15 mg/m? al giorno +1 seguiti da 10 mg/m?
nei giorni +3, +6, +11 (V). La dose di CsA consigliata ¢ 1.5 mg/Kg ogni 12 ore (V),
mantenendo un livello ematico “trough” di 150-250 ng/ml (EO), fino a 9-12 mesi dopo il
trapianto; successivamente la dose va ridotta lentamente in almeno 3 mesi ed in assenza di
GVHD, eseguendo inoltre un monitoraggio periodico del chimerismo (EO).

(Livello di evidenza lll; Forza del consensus 8.5; livello del consensus C)

Nella pratica clinica i pazienti possono presentare un peso corporeo ‘reale” superiore al peso
ideale. La necessita della modulazione della dose dei farmaci, nei pazienti sovrappeso &
controversa (174, 175). Tuttavia si consiglia, per la Ciclofosfamide, di calcolare la dose sulla base
del peso aggiustato:

e Peso aggiustato: (peso reale - peso ideale) x 0.4 + peso ideale.

Il peso ideale viene calcolato secondo le equazioni proposte da Devine nel 1974 (174):

e Peso ideale (maschio): 45.4 + 0.89 x (altezza in centimetri-152.4) + 4.5
e Peso ideale (femmine): 45.4 + 0.89 x (altezza in centimetri-152.4)
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6.2 TRAPIANTO ALLOGENICO DA DONATORE NON FAMILIARE

Nei pazienti pediatrici con aplasia midollare grave o molto grave o con aplasia midollare non grave
ma trasfusione dipendente, che non dispongano di un donatore familiare compatibile, non
rispondenti o recidivati dopo terapia immunosoppressiva, I'impiego del trapianto allogenico da
donatore non familiare € entrato nella pratica clinica (1, 39, 113).

Le esperienze che introducono questa strategia nell’algoritmo terapeutico dei pazienti con aplasia
midollare iniziano negli anni ’80. Nel 1988, 'lEBMT ha riportato i dati relativi a 46 pazienti con grave
anemia aplastica sottoposti a trapianto di midollo osseo da familiari non compatibili (35 pazienti) o
donatori non familiari (11 pazienti) (176). A quei tempi il livello di compatibilita era valutato sulla
base dello studio del locus A, B e DR, a livello sierologico, e si integrava lo studio del’HLA con il
test delle colture miste linfocitarie. Nella popolazione in esame, 15 pazienti erano HLA compatibili
6/6 loci con il loro donatore, con colture miste linfocitarie negative, 9 pazienti erano compatibili 5/6
loci con il loro donatore, in 17 casi i loci incompatibili erano 2 o superiori a 2; in 5 casi i dati relativi
alla compatibilita tra donatore e ricevente non erano completi.

La probabilita di sopravvivenza fu del 45% per i trapianti fenotipicamente identici, del 25% nei casi
incompatibili per 1 locus e dell11% nei casi di incompatibilita di grado superiore. L'impiego della
CsA per la profilassi della GVHD ha influenzato in maniera statisticamente significativa la
sopravvivenza: 34% vs 11%, per i pazienti che avevano ricevuto MTX, e 14% per i pazienti che
avevano ricevuto CsA e midollo T depletato. Le principali cause di morte sono state il rigetto, la
GVHD e le infezioni. Studi successivi hanno riportato risultati incoraggianti in popolazioni piu
strettamente pediatriche (177, 178, 179).

Tuttavia, poiché, in uno studio pilota del 1994, il gruppo americano aveva dimostrato l'inefficacia
dell'associazione CTX/ATG in pazienti sottoposti a trapianto da donatore non familiare (180), con
I'obiettivo di migliorare la sopravvivenza, riducendo il rischio del rigetto e della GVHD, iniziarono le
prime esperienze per testare I'efficacia di nuovi farmaci immunosoppressori quali la fludarabina, o
definire il ruolo della TBI in un contesto di trapianto da donatore non familiare.

Agli inizi degli anni 2000 furono pubblicate due importanti esperienze (181, 182) sullimpiego della
TBI. Nella prima (181) il gruppo americano disegnd uno studio prospettico, multicentrico per
definire la minima dose di TBI sufficiente per ottenere I'attecchimento in pazienti sottoposti a
trapianto da donatore non familiare HLA compatibile. La dose individuata efficace, in combinazione
con CTX/ATG fu 200 cGy. Nella seconda esperienza retrospettiva del gruppo giapponese (181),
che includeva 154 pazienti, la TBI risultd essere un fattore favorevole per ridurre il rigetto e 'ATG
per ridurre la GVHD acuta di grado llI- IV.

Nel 2005 il gruppo europeo (183) elabord un regime di condizionamento ad intensita ridotta
traslato dall’esperienza di Houston (184), che prevedeva I'associazione di fludarabina+CTX+ATG
(FCA) per ridurre il rischio di GVHD. In questa esperienza, considerando l'incremento dei secondi
tumori con l'uso della radioterapia (185) non fu impiegata la TBI. | pazienti inclusi nello studio
erano 38 ed avevano un’eta mediana di 14 anni (range 3-37). L'incidenza della GVHD acuta e
cronica fu, rispettivamente, dell11% e del 27%. Il 18% dei pazienti mostrd una graft failure.
Globalmente la sopravvivenza a due anni fu 73%. Fu osservato un vantaggio, nella riduzione della
graft failure, per i pazienti con eta uguale o inferiore a 14 anni: 5% vs 32%. La popolazione dei
pazienti piu giovani mostro inoltre una migliore sopravvivenza (84% vs 61%).

Pertanto, I'esperienza di Seattle del 2001 (181), confermata da un update del 2006 (46), ha
individuato nelle basse dosi di TBI, associata a CTX/ATG di cavallo, un fattore di controllo della
graft failure. Nel 2005 il gruppo europeo ha riportato risultati incoraggianti nell'impiego di un regime
di condizionamento ad intensita ridotta con I'associazione FCA (fludarabina 120 mg/m?; CTX 1200
mg/m?; ATG di coniglio 3.75 mg/Kg x 4 giorni).

Per analizzare il ruolo della TBI con un regime di condizionamento composto da FCA (fludarabina

120 mg/m?; CTX 1200 mg/m?; ATG di coniglio 3.75 mg/Kg x 4 giorni) nel 2010 il gruppo europeo
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ha condotto uno studio su 100 pazienti, identificati nel data base del’lEBMT, che avevano ricevuto
trapianto da un donatore volontario o da un familiare incompatibile per un locus, trattati o con la
combinazione FCA o con FCA piu una dose di TBI (2 Gy) al giorno -1 dal trapianto (47). Nello
schema con TBI la dose di ATG fu ridotta a 3.75 mg/Kg per 2 giorni. Il gruppo dei pazienti che
avevano ricevuto radioterapia aveva un’eta mediana statisticamente piu elevata del gruppo che
aveva ricevuto solo FCA: 27 anni (7-53) verso 13 anni (3-51) (p<0.001). Tutti i pazienti ricevettero,
per la profilassi della GVHD, CsA/MTX (MTX alla dose di 10 mg/m? al giorno +1 e 8 mg/m? ai giorni
+3, +6 post-trapianto). Con una mediana di follow-up di 1665 e 765 giorni, la sopravvivenza
attuariale a 5 anni fu 73% per il gruppo FCA e 79% per il gruppo FCA/TBI. Non furono osservate
differenze nell'incidenza della GVHD acuta tra i due gruppi. Il gruppo FCA/TBI mostrd
un’aumentata incidenza di GVHD cronica, anche se la differenza non raggiungeva la significativita
statistica (27% vs 50%; p=0.06). L'incidenza cumulativa della graft failure fu 17%. L'effetto dell’'eta
fu piuttosto forte nel gruppo FCA, ma non significativo nel gruppo FCA/TBI. Inoltre I'effetto di una
migliore compatibilita tra donatore e ricevente fu piu evidente nella popolazione dei pazienti che
avevano ricevuto FCA rispetto all’altro gruppo. Pertanto il regime di condizionamento senza
radioterapia sembrava piu adatto nei pazienti piu giovani, HLA compatibili con il loro donatore; per
gli altri pazienti 'aggiunta della TBI offriva migliori risultati.

Altre esperienze hanno impiegato I'associazione CTX, ATG, Fludarabina con o senza TBI; tuttavia i
dosaggi dei vari componenti del regime di condizionamento variano nelle diverse esperienze (186,
187) sia per quanto riguarda la TBI sia per quanto riguarda la fludarabina.

Nella maggior parte degli studi per la profilassi della GVHD ¢é stata impiegata I'associazione MTX
“short course” e CsA, tuttavia la dose di MTX, per ciascuna somministrazione, varia nelle diverse
esperienze. E’ stato pubblicato un solo studio di confronto tra due regimi di profilassi della GVHD:
CsA/MTX verso MTX/tacrolimus; nell'analisi &€ stato mostrato un vantaggio con l'impiego del
tacrolimus.

Sulla base delle varie esperienze si vengono a delineare una serie di raccomandazioni in parte
differenti. Nel 2009, le linee guida inglesi (1) suggeriscono quale regime di condizionamento per i
pazienti giovani (< 30 anni) lo schema di condizionamento pre-trapianto non mieloablativo e
fortemente immunosoppressivo con CTX 300 mg/m? per 4 giorni, Fludarabina 30 mg/m? per 4
giorni e 1 + 1/2 fiala di ATG ogni 10 Kg di peso del ricevente. Quale profilassi della GVHD viene
suggerita I'associazione CsA (dal giorno -6) ed MTX alla dose di 10 mg al giorno +1 ed 8 mg al
giorno +3 e +6. Viene proposta I'opzione alternativa dell’'uso dell’Alemtuzumab al posto del siero
antilinfocitario, sulla base dei buoni risultati ottenuti dall’esperienza inglese del 2005 (70). In questo
caso la profilassi della GVHD suggerita € la sola ciclosporina.

Nella terza consensus (169) del 2011 il gruppo europeo raccomanda quale regime di
condizionamento pre-trapianto, in eta pediatrica, I'associazione Fludarabina (120 mg/kg), CTX
(120 mg/Kg) e ATG (7.5 mg/kg). In considerazione dell’elevato rischio della sindrome
linfoproliferativa correlata alla riattivazione dellEBV, viene consigliato I'uso del Rituximab.

La medesima consensus riporta i dati di uno studio giapponese su 301 pazienti che ha mostrato la
superiorita dell’associazione FCA/TBI rispetto a CTX/ATG/TBI. Le linee guida giapponesi
raccomandano nel regime di condizionamento pre-trapianto I'impiego della Fludarabina 100/m? +
CTX 3000 mg/m? + ATG di coniglio (5 o 10 mg/Kg) + 3 Gy TBI (32); tuttavia, nello specifico, non si
parla di popolazioni pediatriche.

Nel 2012 il gruppo pediatrico inglese ha condotto uno studio retrospettivo su 44 soggetti di eta
pediatrica che nella stragrande maggioranza avevano fallito I'lST ed erano stati sottoposti a
trapianto da donatore non familiare impiegando I'’Alemtuzumab al posto del’ATG, in associazione
a fludarabina/CTX (FCC). | risultati sono stati ottimi: graft failure 0%, GVHD acuta 38%, GVHD
cronica 11%, OS 92% a 5 anni (188). Lo stesso gruppo, pertanto suggerisce 'FCC quale
condizionamento di scelta pre-trapianto nei pazienti pediatrici con aplasia midollare (113).
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Nel lavoro di review dellEBMT (39) lo schema suggerito per il regime di condizionamento pre-
trapianto in eta pediatrica conferma I'uso della fludarabina (150 mg/m?) con CTX (150 mg/Kg) e
ATG di coniglio alla dose di 2.5 mg/kg o di cavallo alla dose di 30 mg/Kg, per 4 giorni. Per la
profilassi della GVHD & suggerita I'associazione di CsA ed MTX (10 mg/m? giorno +1, +3, +6)

In conclusione, anche nel setting del trapianto da donatore volontario, non ci sono studi
randomizzati, relativi ai regimi di condizionamento pre-trapianto in pazienti pediatrici.

Sulla base dei dati della letteratura, delle linee guida pubblicate, del parere degli esperti si
raccomanda quanto segue:

Il regime di condizionamento consigliato nei pazienti affetti da AA che devono essere
sottoposti a trapianto allogenico da MUD prevede I'utilizzo di fludarabina 120 mg/m? in
associazione con ciclofosfamide 120 mg/Kg e ATG 7.5 mg/Kg (IV). Nel caso il paziente abbia
piu di 14 anni o sia politrasfuso (> 20 trasfusioni) o in caso di incompatibilita HLA, va
considerata I’aggiunta di una dose di 2 Gy di TBI (IV).

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

Per la prevenzione della GVHD é indicato l'utilizzo di MTX/CsA (V). La dose di CsA
consigliata & 1.5 mg/Kg ogni 12 ore (V), mantenendo un livello ematico “trough” di 150-250
ng/ml (EO), fino a 9-12 mesi dopo il trapianto; successivamente la dose va ridotta
lentamente in almeno 3 mesi ed in assenza di GVHD, eseguendo inoltre un monitoraggio
periodico del chimerismo (EO). Le dosi di MTX piul usate sono 10 mg/m? giorno +1, 8 mg/m?
giorni +3, +6, oppure 10 mg/m? per ciascuna delle tre dosi (V).

(Livello di evidenza lll; Forza del consensus 8.5; livello del consensus C)
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6.3 TRAPIANTO ALLOGENICO DA DONATORE ALTERNATIVO: TRAPIANTO
DA CORDONE NON FAMILIARE E TRAPIANTO DA FAMILIARE

APLOIDENTICO

Le seguenti procedure sono ad oggi considerate terapie sperimentali e dovrebbero essere
eseguite solo in ambito di studi clinici prospettici.

TRAPIANTO DA CORDONE NON FAMILIARE (CBT)

Lo studio EUROCORD/EBMT Severe Aplastic Anemia Working Party sul trapianto CBT non
familiare in 71 pazienti con SAA (eta 2-68 anni) riporta un alto rischio di mancato attecchimento
con solo il 38% di OS a 3 anni (189).

Il regime ottimale di condizionamento per il CBT non familiare nella SAA non & noto; si dovrebbe
utilizzare un condizionamento ridotto comprendente fludarabina; per l'alto rischio di rigetto si
raccomanda una dose cellulare piu elevata rispetto a quella richiesta in caso di leucemia (almeno
4 X 107 pro kg) e non piu di 2/6 HLA mismatches nell’'unita cordonale.

Un recente nuovo approccio proposto € la co-infusione di cellule CD34 aploidentiche per aiutare
I'attecchimento dopo CBT (190).

TRAPIANTO DA FAMILIARE APLOIDENTICO

Questo approccio offre i vantaggi di una maggiore e piu rapida disponibilita del donatore e
potenzialmente di costi minori.

La presenza nel ricevente di anticorpi HLA diretti contro un donatore familiare aploidentico ¢ il
principale ostacolo all'attecchimento. Pertanto nei pazienti dovrebbero essere ricercati gli anticorpi
HLA diretti contro il donatore e, se presenti, scegliere un donatore aploidentico familiare alternativo
(191). Storicamente 'HSCT aploidentico nei pazienti AA e stato connotato da alta incidenza di
rigetto e GVHD. Una recente review EBMT-SAAWP su 73 pazienti trapiantati prevalentemente
dopo condizionamento non ablativo nel periodo 1976-2011 riporta una OS a 3 anni del 37% senza
significativi miglioramenti dopo il 1999 (192).

Di recente in alcuni Centri & stato impiegato un approccio con un condizionamento non ablativo e
con alte dosi di CTX post trapianto nei giorni +3 e +4 con l'obiettivo di ridurre la GVHD, secondo
uno schema utilizzato in trapianti da donatore familiare in pazienti aplastici con malattia avanzata
(193).
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7. VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA EMATOLOGICA

Poiché la risposta ematologica alla terapia immunosoppressiva non si manifesta prima di 2 0 3
mesi, la valutazione della risposta al trattamento va effettuata al giorno +120. E’ necessario che la
stessa venga confermata su due o tre emocromi eseguiti in un periodo di almeno quattro
settimane, senza concomitante uso di G-CSF.

7.1 Esami per la valutazione della risposta
Giorno + 120: Emocromo con reticolociti, aspirato midollare, BOM, cariotipo, ricerca cloni PNH.

7.2 Definizione di Risposta Completa, Risposta Parziale e Non Risposta nei pazienti
SAA e VSAA

Per la definizione di Risposta Completa devono essere soddisfatti tutti e tre i seguenti criteri:
e Neutrofili = 1500/mmc
e Livelli di emoglobina normali per eta
e PLT = 150.000/mmc

Per la definizione di Risposta Parziale € necessaria una condizione di trasfusione-indipendenza
(sia dal supporto piastrinico sia dal supporto eritrocitario) in assenza dei criteri ematologici che
definiscono la risposta come completa o in assenza dei criteri per la definizione di Anemia
Aplastica Acquisita Severa.

Per la definizione di Non Risposta devono coesistere due dei seguenti criteri:
e Trasfusione-dipendenza per necessita di supporto eritrocitario
e Trasfusione-dipendenza per necessita di supporto piastrinico
e Neutrofili < 500/mmc

In alternativa viene considerata una Non Risposta la presenza di criteri diagnostici per SAA o
VSAA

7.3 Definizione di Risposta Completa, Risposta Parziale e Non Risposta nei pazienti
NSAA

Per la definizione di Risposta Completa devono essere soddisfatti tutti e tre i seguenti criteri:

e Neutrofili = 1500/mmc
e Livelli di emoglobina normali per eta
e PLT = 150.000/mmc

Per la definizione di Risposta Parziale & necessaria la presenza di uno dei seguenti criteri:

e Trasfusione-indipendenza nei soggetti precedentemente trasfusione-dipendenti
e Raddoppio dei valori o normalizzazione dei valori di almeno una linea cellulare
e Neutrofili > 500/mmc se all’esordio < 500/mmc

e Piastrine > 20.000/mmc se all’esordio < 20.000/mmc

Per la definizione di Non risposta deve verificarsi un peggioramento o I'assenza dei criteri per la
risposta completa o parziale.
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8. FOLLOW-UP

SORVEGLIANZA DELLA RISPOSTA, DEL RISCHIO CLONALE E DELLA TOSSICITA’ A
LUNGO TERMINE

| pazienti con AA trattati con IST devono essere sottoposti a controlli clinici ed ematologici periodici
al fine di monitorare il rischio di evoluzione clonale nonché il manifestarsi di effetti tossici a medio e
lungo termine, legati al trattamento. Nella maggior parte dei casi la recidiva ematologica avviene
entro 2-4 anni dall'esordio (64, 67, 71). Riguardo all’evoluzione clonale va pero ricordato che il
rischio di tumore secondario soprattutto nei pazienti trattati con IST, tende ad aumentare negli
anni.

Nei pazienti con AA sottoposti a trapianto di CSE il programma di sorveglianza deve tener conto
anche del rischio di rigetto, con o senza ricostituzione autologa, che in questi casi oscilla tra il 15
ed il 30%. Come per tutti i soggetti trapiantati € importante il monitoraggio delle complicanze a
medio e lungo termine legate alla procedura trapiantologica.

8.1 PAZIENTI TRATTATI CON TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA

Recidiva

Non vi &€ consenso sulla definizione di recidiva. Pragmaticamente si pud definire recidiva la
condizione che si verifica quando, dopo una risposta completa o parziale, sia necessario
reintrodurre il trattamento immunosoppressivo a causa di una riduzione dei valori ematologici tale
da richiedere, ma non sempre, la ripresa del supporto trasfusionale. Naturalmente non é sufficiente
un unico riscontro laboratoristico ma la persistente tendenza al peggioramento della crasi ematica.
Viene descritta una maggior incidenza di recidive nei pazienti con risposta precoce e in quelli con
maggior intervallo tra diagnosi ed inizio del trattamento (68).

La ricaduta pud avvenire allo scalo della CsA, dopo infezioni virali e durante la gravidanza (194) a
causa del trigger immunogeno. Su 43 pazienti (adulti e bambini) trattati con ATG e CsA con un
follow up di 11 anni la recidiva veniva registrata nel 45% dei casi (da 2 a 49 mesi dopo l'avvio dello
scalo della CsA), e la dipendenza da ciclosporina era presente nel 14% dei casi (60).

L'analisi retrospettiva di 42 casi pediatrici trattati con IST (nella quasi totalita ATG/CsA/G-CSF) ha
mostrato una percentuale di recidiva del 16% a 10 anni ed una correlazione tra recidiva e rapidita
con cui era stata scalata la CsA (60% di recidive nei pazienti sottoposti a rapido scalo di CsA, pari
a 0.8 mg/kg/mese) (82).

Uno studio multicentrico pediatrico (54) riporta un’incidenza di recidiva del 16% in 264 pazienti
responsivi a IST standard con maggiore incidenza nelle forme NSAA rispetto alle SAA e VSAA. |l
fattore significativamente correlato al rischio di recidiva é risultato 'uso di androgeni (danazolo). Gli
autori ipotizzano che alcune forme costituzionali misconosciute e responsive all’androgeno
abbiano presentato una ricaduta dopo la sospensione del farmaco.

Si ritiene che anche le vaccinazioni possano determinare una recidiva; tuttavia sono state riportate
solo segnalazioni aneddotiche (195).

Nelle ragazze in eta fertile un evento che pud indurre la recidiva & la gravidanza. In uno studio
retrospettivo (58) la recidiva di malattia & stata osservata nel 18% delle donne in remissione
completa prima della gravidanza, nel 19% delle donne in remissione parziale e nel 25% delle
donne con PNH.

Esistono poi diversi fattori che correlano con il rischio di recidiva, tra questi la cellularita periferica
ma non quella midollare; pertanto un programma di sorveglianza della risposta ematologica e della
recidiva non puo prescindere dal controllo periodico dellemocromo e della conta reticolocitaria.
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In uno studio prospettico monocentrico € stato dimostrato che la valutazione periodica, mediante
analisi citofluorimetrica, del numero assoluto e del grado di apoptosi delle cellule CD34+ circolanti
(196) é un test valido per il monitoraggio della risposta al trattamento; infatti & stata osservata una
riduzione dell’apoptosi delle cellule C34+ circolanti nei pazienti responsivi € un nuovo incremento
in caso di recidiva o sviluppo di dipendenza da CsA (25).

Anche la misurazione della lunghezza dei telomeri dei leucociti nel sangue periferico pud costituire
un valido strumento predittivo sia di recidiva che di evoluzione clonale. In uno studio recente (14) &
stato dimostrato che la lunghezza ridotta dei telomeri pre-trattamento, insieme ad un ridotto
numero di reticolociti si associa ad un rischio aumentato di 2 volte di avere una recidiva.

Il test di misurazione della lunghezza dei telomeri potrebbe essere, in futuro, utilizzato non solo in
fase diagnostica ma anche durante il follow-up per valutare la potenziale durata della risposta
ematologica ed il rischio di recidiva.

Altri markers biologici o altri indicatori potrebbero emergere dalla valutazione globale della risposta
immunitaria e da misurazioni piu accurate della riserva e della funzionalita delle cellula staminali.

Esami per la valutazione della recidiva
Emocromo con reticolociti, aspirato midollare, BOM, cariotipo, ricerca cloni PNH.

Trattamento della recidiva

La recidiva va inizialmente trattata con la reintroduzione della CsA o 'aumento della dose allo
scopo di tornare al dosaggio terapeutico (5 mg/Kg/die) per 2-3 mesi; in caso di risposta si
prosegue la CsA sino alla stabilizzazione ematologica, con successivo lento e graduale tapering
mantenendo la dose minima efficace necessaria per garantire una adeguata crasi ematica. Se non
si ottiene risposta con la sola CsA €& necessario ripetere un secondo ciclo di terapia
immunosoppressiva combinata o procedere a trapianto se vi € disponibilita di donatore HLA
compatibile. Come da enunciato di pagina 15, &€ raccomandato di avviare durante il work-up
diagnostico la ricerca di un donatore non familiare HLA identico nei registri internazionali, per avere
questa opzione disponibile al momento della ricaduta. Se la ricaduta consiste nella ripresa di grave
pancitopenia & necessario, qualora sia disponibile un donatore HLA compatibile, procedere a
trapianto, oppure ripetere prima possibile il secondo ciclo IST.

Se la ricaduta si manifesta con un lento decremento dei valori ematologici va inizialmente
trattata con la reintroduzione o I'aumento della dose di CsA per os a dosaggio terapeutico
(5 mg/Kg/die) per 2-3 mesi; in caso di risposta si prosegue la CsA a dosaggio terapeutico
sino alla stabilizzazione ematologica; seguira un lento e graduale tapering, utilizzando la
dose minima efficace al fine di mantenere conteggi ematologici adeguati.

(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.1; livello del consensus B)

In caso di ricaduta caratterizzata dalla comparsa di una grave pancitopenia & necessario
avviare il paziente a trapianto di midollo da donatore compatibile non familiare.
(Livello di evidenza Il; Forza del consensus 8.5; livello del consensus B)

In caso di ricaduta caratterizzata dalla comparsa di una grave pancitopenia o in caso di
mancata risposta alla terapia immunosoppressiva, in assenza di MUD 9/10 o 10/10, &
consigliabile procedere con un Il IST (non esiste una chiara evidenza se sia piu adeguato
ripetere ATG di cavallo o eventualmente utilizzare ATG di coniglio).

(Livello di evidenza lll; Forza del consensus 8.1; livello del consensus B)
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Evoluzione Clonale

MDS/AML

L'evoluzione clonale ematologica & una nota complicanza dopo IST per AA.

A distanza di 11 anni dalla IST il rischio di sviluppare una MDS/AML ¢ risultato in alcuni studi
dell’8% (59, 89).

In uno studio giapponese & stato osservato lo sviluppo di MDS nel 20% dei pazienti trattati con IST
a 10 anni di follow-up (95).

In uno studio piu recente, condotto sempre su pazienti pediatrici, I'evoluzione clonale dopo IST &
stata descritta nel 15% dei soggetti a 10 anni dal trattamento; nel 60% dei casi si é trattato di
evoluzione in MDS o AML mentre nel restante 40% di evoluzione in PNH (82).

In uno studio retrospettivo su 144 pazienti pediatrici ed adulti € emerso che le anomalie
citogenetiche erano comparse complessivamente nel 15% dei casi. Suddette anomalie sono
risultate transitorie nel 40% dei casi e l'incidenza di MDS ¢ stata del 5.5% (91).

Lo sviluppo di clonalita & stato posto in correlazione con un aumentato fabbisogno di trattamento
immunosoppressivo (82) e con la non risposta alla terapia (197), mentre controversa risulta la
relazione con una prolungata somministrazione di G-CSF (91, 197).

L'evoluzione clonale in senso mielodisplastico o leucemico si manifesta con un peggioramento
delle conte periferiche, poco responsivo alla immunosoppressione, un aspetto francamente
displastico del midollo osseo e la comparsa di anomalie citogenetiche.

La monosomia del cromosoma 7 e la trisomia del cromosoma 8 rappresentano le alterazioni
citogenetiche di piu frequente riscontro (96, 198): la monosomia 7 si accompagna a MDS franca, la
sua comparsa € correlata a cattiva risposta alla terapia immunosoppressiva ed ha esito infausto se
non trattata con trapianto allogenico di CSE.

Talvolta si possono riscontrare anomalie citogenetiche (es. del13q, trisomia 8, del20q) in assenza
di segni di MDS all’esame morfologico del midollo osseo o di peggioramento della crasi ematica:
l'interpretazione di tale reperto € poco chiara. Appare in questi casi ragionevole ripetere I'aspirato
midollare dopo alcuni mesi, in quanto alcune anomalie clonali possono essere transitorie e non
necessariamente precedere un’evoluzione in MDS/AML (43).

La trisomia 8 & stata riscontrata in casi con buona risposta alla terapia immunosoppressiva ed &
risultata compatibile con buona sopravvivenza libera da malattia (197).

Come precedentemente ricordato lo studio della lunghezza dei telomeri pre-trattamento ha
mostrato correlazione tra un accorciamento telomeri e un rischio 4-6 volte maggiore di evoluzione
clonale con prognosi infausta (14).

Anche lo studio prospettico monocentrico sulla valutazione periodica del numero assoluto e del
grado di apoptosi delle cellule CD34+ circolanti (196) si € mostrato utile nella valutazione del
rischio di evoluzione clonale, mettendo in evidenza un aumento significativo del numero assoluto
delle CD34+ circolanti ed una contemporanea riduzione della apoptosi nei pazienti con evoluzione
mielodisplastica (25).

Si raccomanda nei pazienti con AA responsivi all’'IST I’esecuzione di: () emocromo ogni
mese durante lo scalo della CsA; ogni 1-2 mesi per i primi 6 mesi dopo la fine della
ciclosporina; ogni 2-3 mesi per i successivi 2 anni e mezzo (si arriva cosi, in caso di
risposta stabile, a 5 anni dall’inizio ed a tre anni dalla fine dell’IST). (ll) Aspirato midollare
con citogenetica associato a BOM a +120 giorni. (lll) Aspirato midollare con citogenetica a
12 mesi e almeno una volta all’anno per cinque anni dopo aver ottenuto una risposta
stabile; dopo i primi cinque anni lintervallo puo essere prolungato se I’emocromo,
controllato annualmente, é stabile.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.0; livello del consensus C)
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PNH

Lo sviluppo di PNH dopo trattamento con IST & descritto nel 10-30% circa dei casi (59, 89). La
sintomatologia clinica, nella forma conclamata, & caratterizzata da episodi di emolisi, eventi
trombotici a carico soprattutto del circolo venoso profondo (sistema venoso profondo addominale,
vene epatiche e seni cerebrali), ripresa della citopenia e rischio di evoluzione leucemica del 3-5%.
Nella maggior parte dei pazienti con AA sono presenti cloni PNH minori non associati a
sintomatologia clinica.

Il trattamento ¢ il trapianto di CSE o la terapia specifica con Eculizumab.

In uno studio italiano monocentrico e nel successivo studio multicentrico, la comparsa e
I'espansione di cloni PNH in pazienti pediatrici trattati con IST, precedentemente PNH negativi, &
risultata associata allo scalo della CsA o alla recidiva di malattia (25); inoltre si & evidenziata una
correlazione tra ampiezza del clone e aumento di LDH (26).

Si raccomanda il monitoraggio dei cloni PNH, tramite test citofluorimentrico, e valutazione
degli indici di emolisi ogni tre-sei mesi durante IST, ogni anno dopo sospensione della IST.
(Livello di evidenza lll; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

Secondi tumori

La possibilita di sviluppare un tumore a distanza dal trattamento dell'anemia aplastica e correlato
sia all'uso di farmaci immunosoppressori nei pazienti trattati con IST che alla terapia di
condizionamento o alla TBI, quando usata, in coloro che vengono sottoposti a HSCT.
Nel’11% dei pazienti con AA trattati con la sola IST & stata documentata l'insorgenza di un
secondo tumore dopo un follow-up di 11 anni (59). | tumori di piu frequente riscontro sono risultati i
carcinomi squamocellulari, notoriamente correlati all'immunodepressione da farmaci.
Il rischio di tumore secondario tende ad aumentare negli anni: in un recente studio EBMT su piu di
500 adolescenti l'incidenza di secondi tumori & del 7% a 5 anni e 21% a 7 anni (199).

Complicanze da CsA

Gli effetti avversi cronici piu frequenti legati all'uso di CsA (60) sono risultati l'ipertricosi (38%),
l'ipertrofia gengivale (15%), l'ipertensione (8,5%) e I'epatotossicita (4.8%). Soltanto nel 4.8% dei
casi si € osservato un incremento significativo dei livelli di creatinina e in altrettanti casi & stato
necessario sospendere il farmaco per gli effetti avversi. L'ipertensione & perdurata, nonostante la
sospensione del farmaco, nel 15% dei pazienti con necessita di trattamento antiipertensivo
protratto (200). E’ importante pertanto la sorveglianza del rischio vascolare.

Concludendo & necessario che i pazienti con AA trattati con IST vengano inseriti in un programma
di follow-up multidisciplinare che preveda la valutazione ematologica, la sorveglianza oncologica,
la prevenzione primaria del rischio vascolare ed il monitoraggio degli effetti tossici a distanza.

Tale programma di follow-up e screening dovra accompagnare il paziente per tutta la vita e
pertanto i controlli andranno concordati con il pediatra di libera scelta prima e con i medici di
medicina generale poi.
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8.2 PAZIENTI SOTTOPOSTI A TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE

Rigetto e recidiva

Il rigetto di trapianto allogenico di CSE non seguito da ricostituzione ematologica autologa & stato
osservato nel 32% dei casi di anemia aplastica trattata con trapianto. Da un’analisi retrospettiva su
1.205 allotrapianti & emerso che il rigetto si & verificato con prognosi sfavorevole nell’11.2% dei
casi (201), mentre in un 4.2% dei casi al rigetto del trapianto ha fatto seguito la ricostituzione
ematologica autologa, con prognosi buona e possibile risposta a successiva IST.

La presenza di chimerismo instabile progressivo & stata riscontrata nel 15% di 91 pazienti
allotrapiantati, da 2 a 32 mesi dal trapianto e in questo gruppo di pazienti vi era stato rigetto del
trapianto nel 50% dei casi (202).

La presenza di chimerismo instabile progressivo (gia dopo il primo mese dal trapianto) & stato
correlato ad un rischio di rigetto del 50% e la somministrazione di linfociti da donatore ha arrestato
il processo e possibilmente prevenuto il rigetto in due successivi pazienti in cui I'evento era stato
riscontrato (203).

Si raccomanda il monitoraggio del chimerismo, dopo HSCT in pazienti con AA, una volta al
mese durante il primo anno dal trapianto; ogni tre mesi nel secondo anno; ogni dodici mesi
dal terzo anno in poi.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.2; livello del consensus C)

Secondi tumori

In 133 pazienti affetti da AA sottoposti a HSCT da fratello compatibile il rischio di neoplasia
(incidenza cumulativa a 15 anni del 10.9%) & stato associato a eta maggiore ed uso di CsA nella
IST prima del trapianto (204). In un altro studio su 137 casi il 13% aveva presentato un tumore
maligno a 1-31 anni di follow-up, con incidenza del 37% nei pazienti che avevano ricevuto TBI.

La maggior parte dei secondi tumori & risultata costituita da carcinomi squamocellulari, correlabili
alla presenza di GVHD cronica, presente nel 70% dei casi, ma non alla TBI (205).
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9. TERAPIA DI SUPPORTO
9.1 TRASFUSIONE DI EMOCOMPONENTI

Indicazioni alla trasfusione di concentrati eritrocitari

Lindicazione alla trasfusione di concentrati eritrocitari viene posta dal medico curante secondo le
condizioni del singolo paziente e le diverse variabili che solitamente vengono considerate
(comorbidita, fase di aplasia, previsione di evoluzione clinica, etc.).

| criteri per la trasfusione di emazie sono rappresentati da (1, 73):
e anemia con Hb < 8 g/dl nel paziente asintomatico
e anemia sintomatica (senza soglia)
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

Indicazioni alla trasfusione di concentrato piastrinico

L'indicazione alla trasfusione di concentrato piastrinico viene posta dal medico curante secondo le
condizioni del singolo paziente e le diverse variabili che solitamente vengono considerate
(comorbidita, fase di aplasia, previsione di evoluzione clinica, etc.).

| criteri per la trasfusione di piastrine sono i seguenti (1):
e PLT <10.000/mmc
e PLT < 20.000/mmc nel paziente febbrile/settico
¢ Manifestazioni emorragiche (a giudizio del clinico)
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.3; livello del consensus B)

Fonte del concentrato piastrinico

Il concentrato piastrinico da unico donatore ottenuto mediante piastrino-aferesi é da
preferire ai concentrati random ottenuti dal buffy-coat, allo scopo di ottenere una “resa”
trasfusionale migliore limitando al minimo I’esposizione ai donatori (206).

(Livello di evidenza Review; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

E’ preferibile che il concentrato piastrinico sia AB0 compatibile per prevenire I’emolisi,
aumentare la resa e diminuire I'incidenza di refrattarieta (207).
(Livello di evidenza V; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

| pazienti che divengono refrattari alla somministrazione di concentrato piastrinico
dovrebbero essere sottoposti alla ricerca di anticorpi anti-HLA, e, se positivi, sottoposti a
successive trasfusioni con concentrati piastrinici HLA-compatibili (1).

(Livello di evidenza V; Forza del consensus 7.9; livello del consensus C)

Indicazioni alla trasfusione di concentrato granulocitario

Nonostante la possibile disponibilita di questo emoderivato, il suo uso € molto limitato, soprattutto
a causa dei gravi effetti avversi: alloimmunizzazione e TRALI (transfusion-related acute lung injury)
(208).
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L’'uso del concentrato granulocitario va limitato ai casi di infezione in neutropenia che
mettano a rischio la vita del paziente, situazione in cui i potenziali benefici bilanciano i
rischi, e come trattamento “ponte” in prossimita della ripresa dei GB (1).
(Livello di evidenza V; Forza del consensus 7.5; livello del consensus D)

Raccomandazioni per I'uso degli emoderivati da familiari

L'uso di emoderivati prelevati da familiari & controindicato per evitare la possibile
sensibilizzazione del paziente verso antigeni HLA minori o leucocitari del donatore.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.7; livello del consensus B)

Leucodeplezione

I concentrati eritrocitari e piastrinici devono essere leucodepleti (209, 210, 211, 212, 213).
(Livello di evidenza IV; Forza del consensus 9; livello del consensus A)

Irradiazione

Tutti i pazienti con AA devono ricevere emoderivati irradiati con 25 Gy (1, 78, 214, 215).
(Livello di evidenza V; Forza del consensus 8.8; livello del consensus B)

Prevenzione della trasmissione dell’infezione da CMV

Tutti gli emoderivati destinati a pazienti CMV-negativi candidati a HSCT dovrebbero essere
CMV-negativi.
(Livello di evidenza V; Forza del consensus 7.7; livello del consensus B)

In assenza di disponibilita di emoderivati CMV-negativi, una valida alternativa é costituita da
emocomponenti in cui la leucodeplezione venga eseguita con filtri prestorage (211, 213).
(Livello di evidenza V; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)

9.2 TERAPIA FERROCHELANTE

Sebbene ci siano scarse evidenze in merito, nei pazienti con livelli di ferritina superiori a
1000 ng/ml esiste I'indicazione ad avviare il trattamento ferrochelante.
(Livello di evidenza IV; Forza del consensus 8; livello del consensus B)

Il deferasirox alla dose di 20-30 mg/Kg/die & da considerarsi il ferrochelante di prima scelta.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.1; livello del consensus B)

La ragione di cio risiede nel fatto che il deferasirox & l'unico chelante testato su larga scala in
soggetti con AA (216). Inoltre, il deferiprone non & suggerito nei pazienti con AA per il noto rischio
di agranulocitosi e la deferoxamina pone problemi per la scarsa compliance (infusione s.c. o e.v.) e
per il rischio di infezione da Yersinia.

Dato che la riduzione del carico marziale non avviene rapidamente, & necessario iniziare la
ferrochelazione almeno 2-3 mesi prima del trapianto (EO).

Poiché il deferasirox pud provocare tossicita renale, nei pazienti che ricevono I'associazione CsA-
deferasirox, in caso di rialzo della creatinina, € necessario ridurre dapprima il dosaggio del
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deferasirox e verificare se la creatinina sierica si normalizza, piuttosto che ridurre la dose di CsA,
possibile causa di recidiva (EO).
Nei pazienti guariti che presentato sovraccarico marziale, & indicata la salasso-terapia.

9.3 SUPPORTO PSICOLOGICO

Si consiglia l'adozione di supporto psicologico come indicato per tutte le patologie
oncoematologiche.

9.4 GRAVIDANZA

C’€ un alto rischio di recidiva (33%) di AA durante la gravidanza.

Il trattamento della citopenia in gravidanza & principalmente il supporto trasfusionale mantenendo
livelli di piastrine > 20.000/mmc (217); la ciclosporina € da considerare sicura in caso di elevato
fabbisogno trasfusionale (58).

La terapia ferrochelante non & indicata in gravidanza, e deve essere sospesa al momento del
riconoscimento dello stato di gravidanza.

La criopreservazione del liquido seminale e degli ovociti deve essere presa in considerazione in
pazienti da sottoporre al trapianto di midollo per I'anemia aplastica (EO).

9.5 G-CSF

E' consigliato I'uso continuativo del G-CSF per i primi 30 giorni nelle forme SAA e VSAA ed
é accettato 'uso continuativo anche quotidiano dopo i primi 30 giorni e non oltre i 90 giorni
nei pazienti con neutrofili < 200/mmc

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 7.8; livello del consensus C)

E' accettato anche come uso “on demand” dopo i primi 30 giorni in caso di neutropenia
febbrile nelle forme SAA e VSAA e solo per il periodo della febbre.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.2; livello del consensus B)

9.6 SUPPORTO ANTI-INFETTIVO

Pochi sono gli studi clinici controllati sulla efficacia e la sicurezza di molecole antimicrobiche nella
terapia e profilassi anti-infettiva di pazienti pediatrici con AA.

Molte delle evidenze sull’'uso delle molecole antimicrobiche derivano da studi clinici controllati e
metanalisi di studi condotti prevalentemente su soggetti adulti oncologici con neutropenia febbrile.
Va tuttavia ricordato che la suscettibilita alle infezioni e i meccanismi immunopatogenetici che ad
essa sottendono sono differenti nei pazienti con AA rispetto a quelli con tumore. Ad esempio,
l'integrita della barriera mucosale e la persistenza della neutropenia rendono i pazienti con AA piu
suscettibili verso infezioni da batteri Gram positivi (accessi vascolari) e funghi (specie filamentose)
piuttosto che verso gli enterobatteri o le candide. A questo va aggiunto che la profonda T-
deplezione indotta dalla IST aumenta in quella fase il rischio di infezioni virali.
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Profilassi antimicrobica

In letteratura non ci sono dati sufficienti per fornire raccomandazioni precise (218, 219). Tuttavia,
la frequenza con la quale vengono documentate batteriemie e micosi invasive in pazienti pediatrici
con aplasia midollare & inferiore a quella riscontrata in pazienti oncologici trattati con
chemioterapia intensiva (220). Pertanto, possono essere utilizzate sia una strategia di profilassi,
sia una strategia di osservazione e trattamento degli episodi infettivi.

La mortalita infettiva & piu elevata nei primi 30-90 giorni dalla diagnosi e le infezioni si concentrano
nei pazienti con PMN < 200/mmc.

Puo essere presa in considerazione la profilassi antibiotica solo nei pazienti con PMN <
200/mmc nei primi 30-90 giorni dopo il siero antilinfocitario.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 7.3; livello del consensus C)

La profilassi antifungina puo essere presa in considerazione nei pazienti con valori di PMN
persistentemente < 200/mmc.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 7.1; livello del consensus C)

E’ indicata la profilassi contro Pneumocystis Jirovecii con cotrimoxazolo per os o
pentamidina per aerosol in presenza di valori di CD4+ < 400/mmc o di linfociti < 1000/mmec.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.7; livello del consensus B)

La profilassi antivirale pud essere presa in considerazione in pazienti con grave
linfocitopenia dopo siero antilinfocitario.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 7.1; livello del consensus C)

Trattamento empirico delle infezioni batteriche e fungine

In assenza di evidenze derivanti da studi clinici controllati e metanalisi di studi condotti su
popolazioni di bambini febbrili con AA, & ragionevole considerare, sia pure con le riserve di cui
sopra, le raccomandazioni indicate dalle linee guida per il management della neutropenia febbrile
in pazienti con tumore e/o sottoposti a trapianto di cellule staminali ematopoietiche e/o le
indicazioni proposte per la terapia empirica in soggetti adulti con AA (1, 43, 221, 222, 223, 224).

La terapia antibiotica empirica iniziale di un paziente pediatrico con anemia aplastica e
febbrile deve essere ad ampio spettro e basata sui dati epidemiologici del singolo centro.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.8; livello del consensus B)

Le modifiche della terapia empirica iniziale non dovrebbero essere effettuate prima di 72-96
ore di trattamento a meno che i dati microbiologici e clinici non lo giustifichino.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.3; livello del consensus B)

Si raccomanda l'introduzione di un antifungino attivo sull'Aspergillo in terapia empirica se
la febbre persiste oltre 96 ore e/o in caso di segni clinici, laboratoristici e strumentali
suggestivi.

(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 8.4; livello del consensus B)
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9.7 VACCINAZIONI

Non esistono studi specifici in letteratura; vi sono solo alcune segnalazioni aneddotiche di AA
esordita e/o recidivata dopo vaccinazione (195).

Nei pazienti ancora in trattamento con ciclosporina non ¢é raccomandata Ila
somministrazione di alcun vaccino.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 7.8; livello del consensus B)

Nei pazienti guariti e in off-therapy dopo IST le vaccinazioni contro i virus nhon sono

consigliate.
(Livello di evidenza EO; Forza del consensus 5; livello del consensus D)

La data prevista per la revisione/aggiornamento delle Linee Guida di cui
sopra é Giugno 2015
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=14.%09A+Girmenia+C%2C+Micozzi+A%2C+Gentile+G%2C+Santilli+S%2C+Arleo+E%2C+Cardarelli+L%2C+Capria+S%2C+Minotti+C%2C+Cartoni+C%2C+Brocchieri+S%2C+Guerrisi+V%2C+Meloni+G%2C+Fo%C3%A0+R%2C+Martino+P.+Clinically+driven+diagnostic+antifungal+approach+in+neutropenic+patients%3A+a+prospective+feasibility+study.J+Clin+Oncol.+2010+Feb+1%3B28(4)%3A667-74.

APPENDICE 1. Algoritmo Terapeutico

Anemia aplastica grave

/

Fratello HLA identico Fratello HLA identico
disponibile non disponibile
Trapianto da fratello 15T
HLA& identico h ATG + CyA
Risposta Mon risposta
Cya 12 mesi da max Donatore MU Donatore MU
risposta e scalo lento disponibile nizn disponibile
Remissions Ricaduta con anemia Ricaduta con anemia Trapianto da 2°I5T
aplastica non grave aplastica grave donatore MUD hyr ATG + Cya
?immwﬁ"'fcaﬁ'ﬁi Donatore MUD Donatore MUD : /\
stabilizzazione e scalo lento fino a : o= : s Risposta Mon risposta
disponibile disponibile
dose minima efficace nan
Risposta Non risposta Trapianto da 2° 5T
| donatore bLUL hir ATG + CyA
Continuare finche
permane |a risposta - N
monitorando i livell Risposta Hon nsposta
sierici di Cya
Donatore MUD Donatore MUD Trattlamenti
§ ibik non di ibile alternativi/sperimentali-
Trapianto aploidentico
Trapianto da familare
Trapianto da 27 IST mismatched =1 Ag
donatore pMUD hi/T ATG + Cya Eltrombopag
Campath
Aniti TNF a
Rispaoista MNOn risposta Androgeni

70



APPENDICE 2. Sintesi della IST

Schema di Trattamento

TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA DI PRIMA LINEA

ATG di cavallo* (ATGAM): 40 mg/Kg/die e.v. (tramite CVC) in 500 ml di NaCl 0.9% in 12 h
per 4gg

MPD: 2 mg/Kg/die e.v. 30° prima del siero antilinfocitario per i primi 5 giorni, indi
progressiva riduzione sino a sospensione al giorno +28

CsA: 5 mg/Kg/die per os in due somministrazione per almeno 12 mesi dal conseguimento
di una risposta completa. Il trattamento va avviato in concomitanza o al termine della
somministrazione di ATG. Aggiustamenti della dose giornaliera possono essere necessari
al fine di mantenere i livelli ematici pre-dose fra 100-250 ng/ml. Ridurre la dose del 25-50%
in presenza di effetti collaterali (ipertensione, aumento della creatinina sierica). Un tapering
lento e graduale (0.25-0.5 mg/kg per mese pari al 5-10% della dose) va avviato dopo 12
mesi dalla risposta ematologica completa sino ad arrivare alla sospensione in non meno di
24 mesi .

G-CSF: 5 pg/kg s.c. o ev, giorni 1-30. Modulazione della dose: dimezzare la dose se
neutrofili = 5000/mmc, dimezzare ulteriormente o somministrare a giorni alterni se dopo
una settimana persiste una conta di neutrofili = 5.000/mmc.

*Qualora I'ATG di cavallo non fosse disponibile e fosse necessario utilizzare (con le limitazioni di
cui sopra) 'ATG di coniglio (Thymoglobuline), la dose € la seguente: 3,5 mg/Kg/die e.v. (tramite
CVC) in NaCl al 0.9% in 12 ore per 5 giorni.

TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA DI SECONDA LINEA

ATG di coniglio (Thymoglobulinei): 3,5 mg/Kg/die e.v. (tramite CVC) in NaCl al 0.9% in
12 ore per 5 giorni.

MPD: 2 mg/Kg/die e.v. 30’ prima del siero antilinfocitario per i primi 5 giorni, indi
progressiva riduzione sino a sospensione al giorno +28.

CsA: 5 mg/Kg/die per os in due somministrazioni per almeno 12 mesi dal conseguimento di
una risposta completa. Il trattamento va avviato in concomitanza o al termine della
somministrazione di ATG. Aggiustamenti della dose giornaliera possono essere necessari
al fine di mantenere i livelli ematici pre-dose fra 100-250 ng/ml. Ridurre la dose del 25-50%
in presenza di effetti collaterali (ipertensione, aumento della creatinina sierica etc.). Un
tapering lento e graduale (0.25-0.5 mg/kg per mese pari al 5-10% della dose) va avviato
dopo 12 mesi dalla risposta ematologica completa sino ad arrivare alla sospensione in non
meno di 24 mesi.
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APPENDICE 3. Sintesi dei controlli in corso di IST

1. Emocromo con formula e conta reticolocitaria mensilmente durante lo scalo
della CsA. Ogni 1-2 mesi per i primi 6 mesi dopo la fine della ciclosporina. Ogni 2-3
mesi per i successivi 2 anni e mezzo (si arriva cosi, in caso di risposta stabile, a 5
anni dall’inizio ed a tre anni dalla fine dell’IST). Se la risposta si mantiene stabile,
ogni 3-6 mesi per i successivi 2 anni (si arriva cosi a 5 anni dalla fine dell'IST).
Raggiunti i 5 anni di follow-up dalla fine dell'IST, una volta all’'anno.

2. Aspirato midollare con citogenetica associato a BOM a +120 giorni, aspirato
midollare a 12 mesi e almeno una volta all'anno per cinque anni dopo aver ottenuto
una risposta stabile; dopo i primi cinque anni l'intervallo pud essere prolungato se
’emocromo, controllato annualmente, & stabile.

3. Monitoraggio dei cloni PNH, tramite test citofluorimentrico, e valutazione degli
indici di emolisi ogni tre-sei mesi durante IST, ogni anno dopo sospensione della
IST.

4. Ciclosporinemia basale o dopo due ore dallassunzione: periodicamente, con
controlli piu frequenti soprattutto durante la somministrazione a dose piena (> 2
mg/kg/die).

5. Glicemia, test di funzionalita renale ed epatica, controllo della pressione
arteriosa ad ogni controllo dopo terapia con ATG, mensilmente allo scalo della

ciclosporina ed al bisogno.

6. EBV-PCR, CMV-PCR ogni mese per sei mesi dopo la somministrazione di ATG indi
al bisogno.

7. Virus trasmissibili (HIV, HBV, HCV) periodicamente nei pazienti trasfusione-
dipendenti.

8. Protidogramma, dosaggio immunoglobuline sieriche, sottopopolazioni
linfocitarie ogni sei mesi ed al bisogno.
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APPENDICE 4. Nota AIFA del 31.12.2013

Mod.040/12 = Trasmissione auvtorizzazione azienda per importaziona - Revl Data 0BOEM3
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e_,%zm‘rh- 4..1/5'":/ Leeraee bl T orecnce Alla Pfizer Italia S.r.l.
m ViaValbondione, 113
Fax 06 33182238

Ufficio Qualita dei Prodotti

Agli Assessorati alla Sanitd presso
le Regioni e le Province Autonome
LOROD SEDI

OGGETTO: Autorizzazione all'importazione del medicinale “ATGAM (SIERDO ANTILINFOCITARIO DI
CAVALLO) STERILE SOLUTION 50MG/ML"

51 trasmette in copla la determinazione AIFA prot. n.1219 del 31/12/2013, con la quale la

Pfizer Italia S.r.l. & stata autorizzata ad importare Il medicinale in oggetto.

Al finl del monitoragglo della distribuzione del medidnale, la Pfizer Italia S.rl. e gli
Assessoratl alla Sanitd dovranno trasmettere ad AIFA, su CD-rom e In formato Excel come da fac-
simile allegato, 1 dati rlepilogativi delle confezionl del medicinale rispettivamente fomite e

acquistate, come Indicato nella Determinazione.

Sl invita a darne massima diffusione alle strutture interessate

Il Dirigente

ge_gﬂ Dei e e

Si richiama fattenzione alla sezione del portale AIFA relativa alle carenze dei medicinali, nella quale sono fornite
le informazioni relative ai medicinali carenti ed a quelli revocati a partire dal 1 gennaio 2008. Tale sezione &
consultabile  alfindirizzo:  www.agenziafarmaco.gowv.it, seguendo seguendo il seguente  percorso:
homepage/Servizi AIFA/Carenze dei medicinali. MB: || fax dell Ufficio Qualitd dei Prodottié 06 59784313
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| oo 4249 12015

el :'-j
e_%ﬁww?{ Afmz £ réﬁfﬁmﬂmfm

AlFA

AUTORIZZAZIONE ALL'IMPORTAZIONE DEL MEDICINALE:
ATGAM (SIERO ANTILINFOCITARIO DI CAVALLO) STERILE SOLUTION 50MG/ML

IL DIRETTORE GENERALE

Vistl gll articoli 8 e 9 del D.Lovo 30 luglio 1999, n. 300 e s.m.l.;

Visto I'art. 48 del D.L 30 settembre 2003, n. 269, convertito nella Legge 24 novembre 2003, n.

326, con Il quale & stata istituita 'Agenzia Itallana del Farmaco = di seguito “AIFA";

Visto 1l D.L.vo 30 marzo 2001, n. 165 e s.m.L

Visto il Regolamento di organizzazione, di amministrazione e dell'ordinamento del personale
dell'AIFA pubblicato sulla G.U. n. 254 del 31 ottobre 2009 con il quale & stato istituito I’ Ufficio
Qualita dei Prodotti;

Visto || Decreto del Ministro della Salute dell’S novembre 2011, registrato dall’Ufficlo Centrale
del Bilancio al Reglstro “Vistl Semplict”, Foglio n. 1282, in data 14 novembre 2011, con cui &
stato nominato Direttore Generale dell’AIFA #l Prof. Luca Panl, a decorrere dal 16 novembre del

2011;
Visto Il R.D. 27 luglio 1934, n. 1265, recante Il Testo Unico delle leggl sanitarie;

Visto il D.M. 11 febbraio 1997, concemente modalitad di Importazione di specialita registrate

all'estero e s.m. 1., fatto salvo dall’art. 158, comma 6, del D.L.vo 24 aprile 2006, n. 219 e s.m.l.;
Visto 1| Decreto del Ministro della Salute dell’11 maggio 2001;
Visto Il D.L.vo 24 aprile 2006, n. 219 e s.m.1;

Visto il D.M. 12 aprile 2012, concernente Disposizioni sull'importazione ed esportazione del

sangue umano e dei suoi prodotti®;

74



COMSIDERATO che Il medicinale & stato approvato dalla Food & Drugs Administration [USA)-
National Drug Cade (N.D.C.) D009-7224-02.

Tenuto conto del gravi motivl di necessita per | quall deve essere garantita la disponibilits, a
tutela della salute pubblica, del medicinale ATGAM (siero antilinfocitario di cavallo) Sterile
solution 50mg/ml , non autarizzato né commerclalizzato In Italia, non essendo disponibill valide

altemative terapeutiche nel normale dreulto distributiva;

Visto che | medicdnale ATGAM (slero antilinfocitario di cavallo) Sterile solution S50mg/ml é
stato Incluso nell’elenco del farmacl erogabill a totale carico del 5.5.N. al sensi della legge
B43/96 per Il rattamento dell'aplasia midollare acquisita, anche denominata anemia aplastica,
dopo fallimento di trattamento con slero antllinfoctario di conlglio (Thymoglobuline®). G.U. n®

276 del 26.11.2011 e G.U. 07/12/2012 n. 286 (proroga)

Vista l'lstanza presentata dalla Pfizer Italia S.r.l, prot. AIFA 130690 del 11/12/2013, con la
guale & stata richiesta alla scrivente Agenzia 'autorizzazione ad Importare dal proprio sito di
produzione, sito In USA, le confezionl del medicinale ATGAM (siero antilinfocitario di cavallo)
Sterile solution 50mg/ml in confezionamento inglese (In lingua inglese), al finl della fornitura

alle strutture sanitarle che ne facclano richlesta;
adotta la seguente

DETERMINAZIONE
la Pfizer talia S.r.l. & autorizzata ad Importare Il medicinale:
ATGAM (slero antilinfocitario di cavallo) Sterile solution S0mg/mi
r. 85 confezlonl; n. lotto G4S674 con scadenza Agosta 2015
r. 100 confezloni; n. lotto GT6396 con scadenza Novembre 2015
In confezlonamento inglese (in lingua inglese)

Prodotto da: Pharmacia & Upjohn Company-7000 Portage Road, Kalamazoo,Michigan 49001
USA. La Pfizer Italia 5.r.l. dovra far pervenire almeno un foglietto llustrativa In lingua itallana a
clascuna struttura ricevente Il farmaco. Il medicinale deve essere preparato secondo quanto
previsto dalla Farmacopea Europea presso la suddetta officina regolarmente autorizzata alla
produzione in canformitd alle Norme di Buona Fabbricazlone. Il medidnale dovred essere fornito

alle strutture sanitarie ed ospedaliere richiedenti, al prezzo ex-factory (IVA esclusa), di €
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2.250,00 (G.U. 07/12/2012 n. 286). Tale prezzo potra sublre delle varlazloni trattandosl di un

medicinale Importato direttamente dagll USA.

Il trasporto deve essere effettuato nel dspetto delle norme di conservazlone del medicinall.
Il medicinale potrd essere depositato In Ialla unlcamente presso Il seguente magazzino:
UPS Healtheare Ralia S.rl., Via Formellese km 4.300, 00060 Formello (Roma).

L'autorizzazione all'importazione viene rilasclata a condizione che slano soddisfattl i requisiti di

qualitd, sicurezza ed efficacia analoghi a quelll del medicnall registrati in [talia.

La richlesta da parte delle strutture sanitarle, dovrd essere elaborata da parte del personale
sanitarlo In servizlo presso le strutture stesse, sulla base del modulo allegato alla presente
determinazione, che ne costitulsce parte integrante, e trasmessa direttamente alla Pflzer Italia
Sar.l.. Le Strutture Sanitarie e | Servizi Farmaceuticl delle Azlende Sanitarie Locall che hanno

richiesto la fornitura dovranno verificare la corrispondenza del lotto autorizzato.

Al sensi dell’art. 5 del D.M. del 11 magglo 2001, agli Assessorati alla Sanitd presso le Regloni e le
Province Autonome é consentita, fino a diverse Indicazionl In tal senso, "temporanea
autorlzzazione” ad acquistare, per Il tramite delle Strutture Sanitarle e del Servizi dl Farmacla
Territariale che ne necessitano, 1l medicinale ATGAM (siero antilinfocitario di eavalle) Sterile
solution SO0mg/ml in confezionamento inglese (in lingua inglese), importato dalla Pfizer Rtalia
S.r.l, allo scopo di assicurare la prosecuzione del programmi dl trattamento a beneficlo del
proprl pazientl. Al finl del monitoragglo della distribuzione del medidnale, ia Pfizer ttalia S.rl. e
gll Assessaratl alla Sanitd dovranno trasmettere ad AIFA, su CD-rom In formato Excel, come da
fac-simile allegato. | datl dovranno essere trasmessi entro | 30 glornl successivl al complmento

del termini indicatl.

La presente autorizzazione all'lmportazione, che consente la fomitura del prodotto Importato,
ha waliditd di mesl SEl, rinnovabill, e potrd essere revocata In qualslasl momento per
motivazionl, clrcostanze e fattorl diversl dagll attuall, che potrebbero determinarsl per
varlazionl dello stato di carenza o che potrebbero risultare In contrasto con gll Interessl della

collettivitd e la tutela della salute pubblica.

Roma, 3{%' 2/25‘.'5

Il Direttore Generale

(Luca Pani)
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