LINFOPENIA INDOTTA DA DIMETILFUMARATO NELLA SCLEROSI MULTIPLA:

UNA REVISIONE DELLA LETTERATURA

a cura della Dott.ssa Caterina Russo

TAKE HOME MESSAGE
» |l dimetilfumarato (DMF) & impiegato nel trattamento della sclerosi multipla ed & associato al
rischio di una grave e sostenuta linfopenia;
> Durante la terapia con DMF & stata osservata una alterazione di alcuni sottotipi di cellule
immunitarie;
» La conta dei linfociti, eseguita nella pratica clinica, permette di individuare precocemente la

linfopenia e costituisce una strategia di minimizzazione del rischio.

INTRODUZIONE

Il dimetilfumarato (DMF) & un farmaco di prima linea prescritto per via orale nel trattamento della sclerosi
multipla (SM). Le pil comuni reazioni avverse consistono in rossore/flushing e disturbi gastrointestinali,
tuttavia sono anche noti episodi di prolungata linfopenia moderata-severa (conta linfocitaria inferiore a 0.8
x 10°/L per oltre 6 mesi) e di leucoencefalopatia multifocale progressiva (PML), di incidenza relativamente
bassa (Jordan et al., 2020). Tale farmaco esercita un’attivita inmunomodulante, determinando la riduzione
di diversi componenti del sistema immunitario (Sl).

Il DMF ¢ I'estere dell'acido fumarico approvato (dall’FDA nel 2013 e dallEMA nel 2014) nel trattamento di
pazienti affetti da sclerosi multipla recidivante-remittente (SMRR). | risultati ottenuti da due studi clinici di
fase 3 dimostrano I'efficacia di tale farmaco.

Lo studio “DEFINE” (Gold et al., 2012) riporta una riduzione del 50% del rischio relativo di ricaduta rispetto al
placebo, in pazienti affetti da SM a cui & stato somministrato due o tre volte al giorno (nessuna differenza
significativa é stata riscontrata tra i due diversi regimi di dosaggio) DMF alla dose di 240 mg per due anni. In
particolare, il 60% dei pazienti esaminati in questo studio era naive al trattamento farmacologico mentre il
40% era stato sottoposto a precedenti trattamenti a base di interferone beta (IFNB), glatiramer acetato (GA)
e natalizumab. Sono stati valutati come endpoint I'evoluzione radiologica della malattia, il tasso di ricaduta
annuale e la progressione della disabilita, tutti influenzati positivamente dal DMF.

Lo studio “CONFIRM” (Fox et al.,, 2012) mostra che il trattamento con DMF & in grado di ridurre
significativamente il tasso di ricaduta annuale nei soggetti con SMRR rispetto al placebo. E stato constatato

un miglioramento nel numero di nuove lesioni radiologiche e nella progressione della disabilita. La maggior
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parte della popolazione di studio (maggiore del 70%) era naive al trattamento e I'efficacia del DMF ¢ stata
simile o superiore a quella del GA, impiegato in comparazione.

Un ulteriore studio, “ENDORSE” (Gold et al., 2017), ha ampiamente confermato I'efficacia a lungo termine
del DMF nel trattamento della SMRR. Gli esteri dell’acido fumarico (FAESs), come il DMF, sono stati impiegati
anche nel trattamento della psoriasi (Mrowietz et al., 1998) ed il DMF rappresenta il composto piu efficace
(Altmeyer et al., 1994). Nel 2017, I'EMA ha approvato la prima formulazione orale gastroresistente di DMF
per il trattamento di pazienti adulti con psoriasi moderata e grave (Briick et al., 2018). Secondo quanto
emerso dagli studi clinici, il DMF presenta un profilo di sicurezza favorevole. Le pill comuni reazioni avverse
consistono in rossore e disturbi gastrointestinali, come diarrea, nausea e dolore addominale superiore (Gold
et al., 2012; Fox et al., 2012). Un aumento transitorio dei livelli di transaminasi & stato osservato nel 6% dei
soggetti arruolati nello studio DEFINE e nei soggetti trattati con monoetilfumarato (MEF) (Nieboer et al.,
1989). La ricaduta risulta I'evento avverso di maggiore frequenza nelle terapie a lungo termine a base di DMF
(Gold et al., 2017).

In questo studio e stata condotta una revisione della letteratura sulla linfopenia indotta dal DMF, allo scopo
di individuare i soggetti a piu alto rischio e ideare possibili strategie per minimizzare il verificarsi di questa

reazione avversa.

METODOLOGIA DELLA RICERCA

La ricerca della letteratura & stata condotta attraverso il database “PubMed”. Sono stati selezionati 117
articoli, tra cui 17 casi di studio. Dei 100 articoli originali rimanenti, 66 riguardano I'uso del DMF nella SM e
34 nella psoriasi. Tra le 66 pubblicazioni sulla SM, 26 riportano informazioni epidemiologiche sulla linfopenia
nella SMRR e 5 effettuano valutazioni sulle cellule del Sl durante la terapia con DMF. Sono stati rilevati anche
uno studio pediatrico (Makhani et al., 2016) e 2 studi relativi alla farmacogenetica (Gambichler et al., 2014;
Gambichler et al., 2016). Tra i 34 studi sulla psoriasi, 15 riportano informazioni epidemiologiche sulla

linfopenia durante il trattamento con FAEs o DMF nella psoriasi.

LINFOPENIA DA DMF NELLA SM

Gli studi DEFINE e CONFIRM hanno riportato una riduzione della conta linfocitaria del 30% nei pazienti affetti
da SM in terapia con DMF durante il primo anno di trattamento (Gold et al., 2012; Fox et al., 2012). Tuttavia,
nel 5% dei pazienti & stata registrata una linfopenia grave (conta linfocitaria inferiore a 0.5 x 10°/L). Nello
studio ENDORSE, riguardante I'impiego a lungo termine del DMF, é stata riportata un’aumentata incidenza
di linfopenia grave (+6%) (Gold et al., 2017). E stato stimato che una linfopenia moderata-grave & associata

ad un aumento dello 0.002%. del rischio di PML (Gieselbach et al., 2017). Tuttavia, il rischio risulta basso se
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paragonato a fingolimod (tre volte inferiore) e natalizumab (100 volte pil basso) (Jordan et al., 2020). E stato
anche ipotizzato che un’alterazione del microbiota intestinale provocata dal DMF possa aumentare il rischio
di infezione (Perini et al., 2018). L'EMA raccomanda pertanto una valutazione completa dell’emocromo
compresa la conta linfocitaria, prima di iniziare il trattamento con DMF, cosi da riconoscere i soggetti con
basso numero di linfociti preesistente. E altresi raccomandato un monitoraggio ogni 3 mesi dall'inizio del
trattamento con DMF e la sospensione dello stesso nei casi di linfopenia sostenuta e grave (conta linfocitaria
inferiore a 0.5 x 10%/L per oltre 6 mesi). Una ripresa della terapia con DMF & consigliabile solo dopo una fase
di recupero e di monitoraggio dei livelli linfocitari.

| dati di una metanalisi relativi a 2513 soggetti affetti da SM e trattati con DMF riportano un’incidenza di
linfopenia di grado 3 registrata per un periodo di oltre sei mesi del 2.2% (Fox et al., 2016). Uno studio
condotto sugli stessi soggetti per un arco di tempo di 8 anni ha confermato questi dati (Mehta et al., 2019).
Un’analisi preliminare riguardante una popolazione di studio di origine giapponese ha rilevato una linfopenia
di grado 2 nel 6.1% dei soggetti dopo 6 mesi di trattamento con DMF mentre, una linfopenia di grado 3 e
stata registrata nell'1.9% dei soggetti dopo 18 settimane di trattamento (Ochi et al 2018). Ulteriori studi di
real-world hanno valutato da un punto di vista epidemiologico la linfopenia nella SM. Uno di questi, condotto
su 144 soggetti di cui 14 trattati con DMF ha evidenziato una linfopenia di grado 3 del 6%, che € aumentata
sino al 28.6% per trattamenti superiori a 12 mesi (Longbrake & Cross, 2015). Ulteriori studi hanno messo in
luce un tasso di linfopenia di grado 3 tra I'1 e il 7% ed una linfopenia di grado 4 (conta linfocitaria < 0.2 x 10°
/L) & stata riscontrata raramente con un tasso dello 0.2% (Baharnoori et al., 2018).

E stato osservato che i soggetti a piu alto rischio di linfopenia grave e prolungata sembrano essere quelli con
una rapida diminuzione dei linfociti nei primi 6 mesi di terapia (Fox et al., 2016). Una linfopenia grave si
manifesta frequentemente nei soggetti con un numero di linfociti inferiore alla norma (Baharnoori et al.,
2018; Longbrake et al. al., 2015) e per trattamenti superiori a 12 mesi (Longbrake & Cross, 2015; Longbrake
et al., 2015). E stata anche osservata una correlazione tra la linfopenia da DMF ed eta. La linfopenia & stata
frequentemente diagnosticata nei soggetti di eta pari o superiore a 55 anni (Mirabella et al., 2018) ed anche
una precedente esposizione ad altre terapie aumenta il rischio di linfopenia da DMF. Infatti, risulta comune
una linfopenia grave dopo una precedente esposizione a natalizumab (Longbrake et al., 2015). Sono stati
valutati I'etnia e il genere come fattori di rischio per una grave linfopenia ed & stato rilevato che i soggetti di
sesso femminile presentano minore probabilita di sviluppare la linfopenia rispetto agli uomini (Mirabella et
al., 2018). Diversi studi hanno indicato che la linfopenia moderata e grave risulta sostenuta in fase di
trattamento e reversibile al momento dell'interruzione del farmaco (Longbrake et al. 2015; Fox et al., 2016;
Baharnoori et al., 2018). Tuttavia, I'eta del soggetto, al momento della sospensione del DMF, pud essere

predittiva di un recupero tardivo dei linfociti (Briner et al., 2019).
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RISULTATI DI LABORATORIO

Diversi studi sono stati condotti per definire I'entita dei cambiamenti indotti dal DMF e per identificare le
cellule immunitarie maggiormente influenzate dal farmaco (Dello Russo et al., 2020). Questi studi riguardano
un piccolo numero di soggetti (meno di 50), ad eccezione di una grande analisi retrospettiva che include 256
soggetti (Khatri et al., 2015) e dimostrano che il trattamento con DMF nella SM ¢ associato ad una riduzione
della conta deileucociti e dei linfociti rispetto alla norma (Spencer et al., 2015; Wu et al., 2017). La riduzione
della conta dei linfociti € stata pil marcata rispetto a quella dei leucociti. | soggetti trattati con DMF possono
presentare un numero di linfociti inferiore alla norma nonostante un normale conteggio dei leucociti. Per
altro, nei soggetti non-responder al trattamento con DMF é stata riportata una conta dei linfociti piu alta
rispetto ai risponder (Carlstrom et al., 2019). Cio suggerisce che la riduzione dei linfociti & rilevante per
I'efficacia del farmaco.

Come riportato nella Tabella 1, dopo un periodo di oltre 12 mesi di terapia con DMF si registra una riduzione
delle cellule T CD3* di circa il 50% ed una maggiore riduzione di cellule circolanti T CD8* rispetto alle CD4*
(ratio CD4*/CD8* elevata). Inoltre, il DMF riduce i livelli pro-infammatori di cellule T attivate CD69* ed
aumenta costantemente i livelli di cellule T non attivate CD62'°". Risulta anche ridotto il numero di cellule T
della memoria, mentre si verifica I’espansione delle cellule T naive, CD4* e CD8". Gli effetti del DMF sulle
cellule T helper (Th) non sono completamente chiariti. La maggior parte degli studi mostra una riduzione
delle cellule Thl e Th17 (Longbrake et al., 2016; Wu et al., 2017) ed un aumento delle cellule Th2 (Wu et al.,
2017;), effetti tipici di un ambiente antinfiammatorio. Al contrario, lo studio di Marastoni e collaboratori
(Marastoni et al., 2019) ha riportato un aumento della popolazione Th1 nei primi 6-12 mesi di terapia, una
riduzione delle cellule Th17 a 6 mesi e un lieve aumento a 12-24 mesi. Molti studi hanno dimostrato una
riduzione tra il 20-50% dei livelli di cellule T regolatorie (Treg) (Longbrake et al., 2016; Wu et al., 2017;
Marastoni et al., 2019). Tuttavia, uno studio ha riportato un aumento del 24.6% di cellule Treg a 6 mesi di
trattamento con DMF (Gross et al., 2015). Altre popolazioni di cellule immunitarie sono influenzate da DMF,
le cellule B CD19* sembrano essere significativamente ridotte durante il trattamento, cosi come le cellule B
CD80" e le cellule B della memoria. Al contrario, & stata evidenziata un'espansione di cellule B naive dopo
oltre 18 mesi dall'inizio del trattamento (Longbrake et al., 2018). | dati sulle cellule NK CD56* sono
contrastanti. E stato osservato un aumento del numero di monociti circolanti dopo 3 mesi di terapia con DMF
e riduzioni del 4-20% sono state registrate in tempi successivi. Inoltre, e stata rilevata una significativa up-
regulation di geni coinvolti nella risposta allo stress ossidativo nei monociti CD14*, dopo 6 mesi di terapia con
DMF. Questo ha suggerito che i monociti CD14* costituiscono un bersaglio cellulare “precoce” del DMF. In

risposta al DMF e stata anche osservata una riduzione dei livelli di eosinofili, basofili e neutrofili.

Tabella 1. Principali risultati di laboratorio di pazienti con SM dopo la somministrazione di DMF (Dello Russo

et al., 2020).
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Tipologia di cellule immunitarie  Valutazioni di laboratorio condotte dopo tempistiche differenti
dall’inizio della terapia con DMF;

% cambiamento
Leucociti -1.3-25% -23.4%
Linfociti -15-31% - 35-50.1%
Cellule T CD3* -5.7-35% - 44.2-54%
Cellule T CD4* - 8.8-49.6 -16.2-44%
Cellule T CD8* -19.4-57.5 -47.6-77%
Cellule T attivate:
CD69* CD4 *- J
CD62"°v CD4* +9.1%
CD62"°v CD8* +14.7%
Cellule T della memoria:
CD45RO* CD4* -31.13%
CD45RO" CD8* - 29.90%
Cellule T naive:
(CD45RO" CD27*) CD4* +19.26-81.43%
(CD45RO" CD27*) CD8* +18.26-41.44%
Cellule CD4*
Thl -36.77-38.5% (0 + 47%) +61.7%
Th17 - 21.4-45.5% +5.3%
Th2 +21.1% +37.5%

-19.6-52.7% (0 + 24.6%) -50.0%

- 15.7-49.8% -37.5-57%

v

- 52.6% - 59%

4

+18.9-41.7% (0 — 19.5%) +75.3% (0 -24.6%)
[ Monociti  [RRIZ - 4-20%
FEELE e - 11.8-50% (o + 15.3%) -54.1%

-39.5% (0 + 18.4%) -21.1%
DT 15.9% (0 +9-10.6%) -10.1%

LINFOPENIA DA DMF NELLA PSORIASI

L'impiego della miscela di esteri dell’acido fumarico (FAEs) per il trattamento della psoriasi € stato associato
ad una riduzione dei linfociti dovuta probabilmente alla presenza del DMF (Nieboer et al., 1989). Questa
linfopenia é risultata reversibile alla sospensione del farmaco. Uno studio clinico randomizzato controllato e
uno studio prospettico multicentrico (Altmeyer et al.,1994; Mrowietz et al., 1998) hanno evidenziato il profilo
di sicurezza segnalando come comuni effetti collaterali i disturbi gastrointestinali e le vampate di calore. Nel
secondo studio & stata rilevata una riduzione del numero di linfociti nel 9.9% dei soggetti trattati con la
miscela per 4 mesi. Trattamenti prolungati a base di FAEs hanno ridotto il numero di linfociti nel 41-63% dei
soggetti trattati (Thaci et al., 2013). Inoltre, nella psoriasi e stato evidenziato un maggiore rischio di PML.

L'incidenza di linfopenia grave sembra essere piu alta tra le persone affette da psoriasi che da SM (Wain et
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al., 2010), in quanto sono somministrate dosi piu elevate di DMF per periodi di tempo piu lunghi rispetto al
DMF impiegato nel trattamento della SM.

Tuttavia, nella psoriasi la linfopenia & stata pil comunemente riscontrata nei soggetti anziani e affetti da
leucopenia o linfopenia all'inizio del trattamento (Dickel et al., 2019).

Gli effetti benefici della miscela di esteri dell'acido fumarico nella psoriasi e nella SM sono dovuti ad un effetto
di modulazione del sistema immunitario (Mills et al., 2018). Nella SM, cambiamenti a livello delle cellule
immunitarie determinati dalla malattia (riduzione dei linfociti T CD8* e linfociti B CD19*) possono
condizionare la risposta al DMF (Fleischer et al., 2018). Al contrario, la linfopenia & associata ad una risposta
al farmaco nella psoriasi, ed & stata osservata in un gruppo di soggetti trattati con DMF (van Hezik &
Bovenschen, 2019). Uno studio osservazionale retrospettivo riguardante 371 soggetti con psoriasi ha
evidenziato un miglioramento delle lesioni cutanee nei soggetti con basso numero di cellule T, CD4* e CD8",

inferiore a 0.2 x 10%/L e 0.14 x 10%L rispettivamente (Dickel et al., 2019).

RISULTATI DI LABORATORIO

| dati relativi ai cambiamenti delle cellule immunitarie dopo il trattamento con FAEs nella psoriasi sono
coerenti con quanto osservato nella SM. Sono state evidenziate riduzioni dei linfociti e dei leucociti, delle
cellule T soppressorie (Ts) che portano ad aumenti significativi del rapporto Th/Ts (equivalente al rapporto
CD4*/CD8"). Sono stati rilevati anche livelli di linfociti B ridotti, una diminuzione del numero di cellule TCD3*

e CD8*, di cellule T attivate, di cellule B ed NK.

CONCLUSIONI
In conclusione, il DMF svolge complesse azioni immunomodulanti tra cui, una riduzione dei diversi
componenti del sistema immunitario.
Complessivamente determina:
v"un depauperamento delle cellule T della memoria (principali cellule T autoreattive nella SM);
v'unadiminuzione delle cellule T attivate (che sostengono il processo infiammatorio);
v" un’espansione delle cellule T naive;
v analoghi cambiamenti della componente cellulare B.
Tuttavia, non ¢ chiaro il motivo per cui alcuni soggetti sviluppano una grave e prolungata linfopenia dopo
trattamento con DMF. | soggetti linfopenici sono di solito piu anziani e presentano una minore conta basale
di leucociti rispetto ai non linfopenici.
La tossicita del DMF sembra essere tempo e dose-dipendente, con maggiori riduzioni dei linfociti osservate
per trattamenti prolungati e nei soggetti affetti da psoriasi e trattati alle dosi pilu elevate di FAEs.

Nei soggetti linfopenici si evidenziano marcate riduzioni di cellule T CD8", le piu sensibili al DMF.
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Il monitoraggio della conta dei linfociti rimane attualmente la migliore strategia per limitare la tossicita dei

farmaci ed identificare i soggetti a piu alto rischio di sviluppare una grave linfopenia.
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