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El objetivo de este programa educacional es poner
al dia los conocimientos cientificos de conceptos ba-
sicos sobre hemopoyesis y apoptosis, nuevas meto-
dologias en el seguimiento de la enfermedad minima
residual (ERM) en hemopatias malignas, el estado
actual de diversas patologias de todo el espectro de
la hematologfa, y de la trombosis y hemostasia que
han ido evolucionando a lo largo de los afios y |a si-
tuacién de los sustitutos celulares de la sangre en el
campo de la hemoterapia.

El control de la hemopoyesis se realiza a través de
una compleja trama de citocinas y de moléculas
de adhesién que activan diversas vias imprescindibles
para la correcta diferenciacion, proliferacién y super-
vivencia de los progenitores hemopoyéticos (PH). La
apoptosis o muerte celular programada es un proce-
so fisiolégico que elimina las células senescentes, in-
necesarias o dafadasy los genes que la regulan gene-
ran una cascada de reacciones en las células diana
que finaliza con el suicidio de dicha célula. Este pro-
ceso es de vital importancia, entre otras razones,
para prevenir el crecimiento celular incontrolado. La
alteracidn de este sistema estd en el origen de varias
patologias diversas, desde enfermedades autoinmu-
nes y degenerativas al cancer. El Dr. José L. Fernan-
dez-Luna analiza los mecanismos de regulacién de
la apoptosis (caspasas entre otras), las vias que regu-
lan la supervivencia de los PH inmaduros (factores de
crecimiento, factores de transcripcién) asi como los
mediadores de la apoptosis en los PH. Finalmente ex-
pone los ultimos avances en la regulacién de la apop-
tosis en los sindromes mieloproliferativos crénicos.

Con los esquemas habituales de quimioterapia la
mayorfa de pacientes con leucemia aguda (LA) y lin-
foma alcanzan la remisién completa (RC) de su en-
fermedad. Lamentablemente, numerosos pacientes
en RC recaen. Con frecuencia, las células que so-
breviven son indetectables con métodos convencio-
nales, pero existen actualmente técnicas para identi-
ficar la enfermedad residual minima (ERM) en los
pacientes en RC morfolégica. El Dr. Marcos Gonza-
lez analiza los aspectos metodoldgicos generales del
estudio de la ERM mediante PCR y mds concreta-
mente su deteccién mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. Se analizan los 3 métodos que existen
actualmente con sus ventajas e inconvenientes y su

posible aplicacién en la toma de decisiones terapéu-
ticas en las hemopatias malignas una vez la técnica
esté completamente estandarizada.

El diagndstico y tratamiento de las anemias hemo-
liticas (AH) son habituales en la consulta hematolé-
gica. Sin embargo, en nuestro dmbito hasta el mo-
mento, la AH aparece menos frecuente en el contexto
de infeccién. La Dra. Ana Villegas discute los distintos
mecanismos fisiopatolégicos de la AH de las infeccio-
nes junto a una descripcién de la clinica dependiendo
del germen causal y los métodos diagnésticos.

La leucemia linfobldstica aguda (LLA) en pacientes
adultos constituye un reto terapéutico, pues si bien
mediante el tratamiento de induccidn se consigue
alcanzar la RC en un amplio porcentaje de pacientes,
la supervivencia a largo plazo es del 35%. La LLA no
es una enfermedad uniforme y su prondstico viene
condicionado por el subtipo inmunolégico y el cario-
tipo, que determinan 2 grupos de riesgo (bajo y alto)
con diferentes aproximaciones terapéuticas. En este
apartado el Profesor Dieter Hoelzer resume el esta-
do actual del tratamiento de induccién y post-
induccién con incorporacién de esquemas que inclu-
yen dosis altas de Ara-C o metotrexato para vencer la
resistencia a drogas. También analiza los resultados
de estudios aleatorizados con quimioterapia frente al
trasplante de PH alogénico a partir de hermano HLA
idéntico (alo-TPH), del auto-TPH y del alo-TPH a
partir de donante no emparentado. Ademads se dis-
cute el impacto de la deteccién de ERM en la recaida.
Finalmente se comenta el tratamiento de la LLA
Ph/BCR/ABL positiva con el inhibidor de la tirosinci-
nasa STI571. Con el tratamiento intensivo conven-
cional solamente entre 10-30% de los pacientes que
alcanzan RC presentan remisién molecular. El
alo-TPH, tratamiento de eleccién hasta la actuali-
dad, consigue un 30-35% de supervivencia. Con
STI571, se han comunicado hasta el momento re-
sultados esperanzadores. Otras modalidades tera-
péuticas incluyen la utilizacién de anticuerpos mono-
clonales (AcMn). Los resultados con Rituximab
(AcMn anti-CD20) son prometedores y permiten in-
vestigar su incorporacién en el manejo de la LLA-B.
Otros AcMn han sido también investigados.

El TPH forma parte en la actualidad del trata-
miento de muchas hemopatias. Con los mdltiples
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avances de los ultimos afios se ha logrado reducir la
morbimortalidad relacionada con el procedimiento.
Sin embargo las infecciones contintian siendo una
de las complicaciones mads frecuentes de estos pa-
cientes. En esta ponencia la Dra. Montserrat Rovira
analiza los factores predisponentes, los patrones de
infeccién en las diferentes fases del procedimiento,
asi como los microorganismos responsables de la in-
feccién. Ademas de describir las bacterias, virus y
hongos mds frecuentes durante el TPH incluye pa-
trones diagndsticos y el tratamiento segtin el tipo
de infeccién y/o fase del TPH.

En el campo de la hemoterapia el hallazgo de un
sustituto de los hematies humanos constituye un de-
saffo desde hace muchos afos. El Dr. Eduardo Mu-
fiiz-Diaz presenta las diversas soluciones transporta-
doras de oxigeno actualmente desarrolladas, las
soluciones de hemoglobina (Hb) libre, los perfluo-
rocarbonos y una variante de las primeras, las Hb
encapsuladas en liposomas. Asimismo analiza las
posibles fuentes de obtencién de estas soluciones
(humana, bovina o recombinante) con sus ventajas
e inconvenientes. El impacto en la practica clinica
depende de que puedan introducirse en los pacien-
tes con hemorragia aguda secundaria a traumatis-
mos. Finalmente analiza los nuevos productos deri-
vados de las plaquetas y sustitutos plaquetarios con
la ventaja de permitir la conservacién de plaquetas
con una vida mds larga pero con un coste superior,
mayor complejidad del proceso de obtencién y con-
servacién y menor recuperacion.

La trombosis y hemostasia se muestra como una
ciencia emergente que precisa de la formacién de es-
pecialistas con dedicacién a estos aspectos cuya de-
manda en nuestra sociedad ha experimentado un
crecimiento exponencial. Asi la Dra. Marta Picé revi-
sa aquellos mecanismos implicados en la formacién
de la fibrina, su regulacién y su intima relacién con
la fibrindlisis. Nos sefala los “puntos calientes” en
los que se centra la investigacién en la actualidad y
las importantes implicaciones que se derivan de su
conocimiento para que podamos entender e incluso
actuar sobre ellos de determinadas patologfas como
pueden ser: CID secundaria de sepsis, enfermedad
cardiovascular o cancer. El Dr. Josep Ordi examina el
concepto relativamente nuevo de trombofilia como
consecuencia de fenémenos inmunes y sugiere que
la aplicacién de metodologias utilizadas en la In-
munologia puede ayudar a demostrar la existencia
de nuevos anticuerpos implicados en la trombosis y
que es posible que en algunos casos pueda llegarse a
modificar el enfoque terapéutico clasico. El Dr. Fran-
cisco Velasco pone a punto el concepto PTT/SHU,
centrandose a continuacién en los recientes hallaz-
gos que demuestran un déficit de proteasa del FWW
en la PTT hereditaria y pérdida de la capacidad pro-
teolitica en la PTT “idiopdatica”, siendo esta activi-
dad normal en el SHU. Estos hallazgos sugieren que
una deficiencia adquirida o congénita de la activi-
dad proteolitica sobre el FvW, podria estar involu-
crada en la aparicién de esta microangiopatia trom-
bética.



APOPTOSIS AND HEMATOPOIESIS

J.L. FERNANDEZ-LUNA

Unidad de Genética Molecular, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander.

Summary

During hematopoiesis, the survival of progenitor
cells is controlled by a network of cytokines and ad-
hesion molecules that activate a number of signaling
pathways aimed to inhibit apoptosis. Apoptosis, or
programmed cell death, is a normal physiological
process that eliminates unneeded, old, or damaged
cells. Selected genes regulate a cascade of signaling
pathways in the cell, causing targeted cells to com-
mit suicide. This process is important to embryonic
development, the daily maintenance of body sys-
tems, and the prevention of cellular overgrowth. Its
disruption, however, contributes to many disorders
ranging from cancer and autoimmune diseases to
degenerative syndromes. Without this death signal,
tumor cells can be allowed to grow uncontrolled.
Apoptosis is currently the focus of intense research
to better understand this process and to explain
how it contributes to cancer development and how
it controls tissue homeostasis.

Key proteins in the regulation of apoptosis

Hematopoietic progenitor cells require growth
factors for survival, differentiation and proliferation.
The absence of these growth factors leads to apop-
tosis, which is critical to control cell numbers within
the hematopoietic compartment™2. In mammals,
the executory arm of apoptosis involves a family of
death proteases, called caspases, that are activated
in a proteolytic cascade to execute the cell death
program. The activation of upstream caspases rep-
resents a critical checkpoint in the decision to survive
or to die*. The Bcl-2 family of proteins play a central
role in the regulation of caspases. Members of this
family possess at least one of four conserved motifs
known as Bcl-2 homology domains (BH1 to BH4),
and can exert both pro-survival and pro-apoptotic
activity. In addition, caspases can also be controlled
downstream of Bcl-2 by the IAP (inhibitor of apop-
tosis) family of proteins, which appear to directly
block caspase activity and/or activation®.

Several growth factors, including interleukin-3
(IL-3) and erythropoietin (Epo), have been shown to
maintain the expression of pro-survival Bcl-2 family
members (i.e., Bcl-2, Bcl-x., A1, and Mcl-1) at the
transcriptional level. By contrast, proapoptotic

members such as Bax, Bad, Bim and Bid, appear to
undergo a post-translational regulation. Although
IL-3 signaling regulates the transcription of the fam-
ily members that function as cell death antagonists,
only the down-regulation of Bcl-x_ protein was con-
sistent kinetically with a key role in regulating the
apoptosis of myeloid progenitors®. This is in agree-
ment with the results found in bcl-x-deficient mice, in
which the absence of this survival factor induced a
lethal level of apoptosis within the hematopoietic

system®.

Survival pathways in hematopoietic
progenitors

The intracellular molecular pathways that regulate
the survival of primitive hematopoietic progenitors
are still poorly understood. Models of erythropoiesis
and granulopoiesis have been extensively used to
demonstrate the need of growth factors to induce
cell survival, proliferation and maturation and to
show that apoptosis is a normal physiological
process controlling homeostasis. Epo is the main
factor involved in red cell production as the lack of
Epo results in anemia, which can be efficiently treat-
ed with recombinant Epo. This erythroid growth and
survival factor binds to a specific cell surface recep-
tor that is expressed on erythroid progenitors. The
Epo receptor associates with Jak2, a member of a
subfamily of protein tyrosine kinases, which plays an
important role in cytokine-dependent gene regula-
tion. Activated Jak2, in turn, converts a latent cyto-
plasmic transcription factor, Stat5, into its active
form by tyrosine phosphorylation. The activated
Stat5 translocates into the nucleus, where it binds to
specific DNA response elements in the promoter re-
gion of target genes and activates transcription.
Stat5 belongs to a family of transcription factors
that are activated in response to diverse cytokines
and growth factors. It has been shown that Epo
functions as a survival factor, at least in part by re-
pressing apoptosis through Bcl-x_ during prolifera-
tion and differentiation of erythroid progenitors”.
Consistent with this, an Epo-responsive motif for the
binding of Stat5 has been identified in the untrans-
lated 5 region of the mouse bcl-x gene®. In Epo-de-
pendent erythroid progenitors, this Stat5 motif is
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active in response to Epo, a finding confirmed as
site-directed mutagenesis abrogates its promoter ac-
tivity and overexpression of a dominant negative
Stat5 protein blocks transactivation of bel-x. These
in vitro studies have been confirmed in Stat5-deficient
mice. Stat5 knockout embryos are severely anemic
and consistently, erythroid progenitors show higher
levels of apoptosis and are less responsive to Epo.
Stat5 has also been shown to induce the expression
of Bcl-x_ in hematopoietic progenitor cells in re-
sponse to |L-3.

In a model of a human multiple myeloma cell line
it has been shown that Stat3, another member of
the Stat family, is constitutively activated as a result
of aberrant upstream signals, and that this activa-
tion is induced by interleukin-6 and blocked by Jak
inhibitors. Moreover, constitutive Stat3 up-regulates
the expression of Bcl-x., which is a crucial event for
the survival of myeloma cells®. All these data indicate
that growth factor-dependent activation of Stats is a
critical transcriptional pathway to induce the expres-
sion of Bcl-x_ and consequently to inhibit apoptosis
in hematopoietic cells.

Mediators of apoptosis in hematopoietic
progenitors

As mentioned above, post-translational mecha-
nisms control a number of pro-apoptotic members
of the Bcl-2 family. Bid remains inert until cleaved by
caspase 8, and Bim is retained on microtubules by
the dynein light chain LC8, whereas phosphorylation
of Bad by the serine/threonine kinase Akt allows its
sequestration and subsequent inactivation by
14-3-3 proteins®. However, other pro-apoptotic
members of the Bcl-2 family, including Noxa and
Hrk are transcriptionally regulated. Noxa is a target
of the p53 tumor suppressor gene that might medi-
ate its apoptotic activity, and Hrk is a strong apop-
totic inducer expressed in hematopoietic progenitors
upon growth factor withdrawal or treatment with
chemotherapeutic drugs. Human Hrk was isolated
as a Bcl-x_ and Bcl-2-interacting protein that was
preferentially expressed in spleen and bone mar-
row'’. The expression of Hrk is undetectable in ery-
throid, myeloid and lymphoid cells cultured with
growth factors, but it is rapidly and specifically
up-regulated on growth factor deprivation, whereas
the expression levels of Bcl-x., Bax, Bad, and Bak
either decrease or remain constant''. Furthermore,
ectopic expression of Hrk induces cell death of
hematopoietic progenitors in the presence of growth
factor, indicating that the presence of this protein is
sufficient to induce apoptosis. Thus, one can envi-
sion that transcriptional repression of Hrk would be
a safeguard mechanism to avoid inappropriate cell
death in normal hematopoietic progenitors. Con-
sistent with this hypothesis, a silencer sequence that
binds to the transcriptional repressor DREAM has
been found in the 3’ untranslated region of the hrk

gene'?. DREAM is normally bound to the hrk gene
in hematopoietic progenitor cells blocking transcrip-
tion, but following an apoptotic insult such as
growth factor deprivation, DREAM comes off the
DNA allowing transcription of hrk and consequently
inducing apoptosis. Furthermore, DREAM can be
regulated by calcium mobilization and also by di-
rect phosphorylation through a phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K)-dependent, but Akt-independent
pathway. Thus, based on current data, IL-3 func-
tions as a cell survival factor in hematopoietic prog-
enitors by repressing the expression of hrk through
DREAM, inhibiting the activity of another pro-apo-
totic protein, Bad, through phosphorylation by Akt
and inducing the expression of the anti-apoptotic
Bcl-x,_ protein by a Jak-Stat transcriptional pathway

(fig. 1).

Regulation of apoptosis in myeloproliferative
syndromes

With the exception of chronic myelogenous
leukemia (CML), all other myeloproliferative syn-
dromes (polycythemia vera, essential thrombo-
cythemia, and myelofibrosis) lack a molecular hall-
mark that define the pathogenesis of these clonal
diseases. Numerous studies have been focussed on
understanding the molecular basis of polycythemia
vera (PV). Chromosomal abnormalities have long
been known to be associated with PV, but structural
chromosomal alterations are seen in about 15% of
patients with PV at diagnosis, which indicates that
the genetic changes responsible for the pathogenesis
of PV are likely to be due to DNA mutations unable
to be detected by cytogenetic methods. Althought
analysis of mutant mice has established an essential
role for Epo and its receptor in the development of
erythroid progenitors in vivo, several studies have
failed to identify mutations in the Epo receptor gene
that may render Epo-independent erythroid cells
in PV'3,

That erythroid colonies from patients with PV can
survive and undergo maturation in vitro in the ab-
sence of Epo suggests that the anti-apoptotic path-
ways usually activated via binding of Epo to its cog-
nate receptor may be either constitutively active or
induced by other growth factors. Since Epo induces
the expression of Bcl-x_ in erythroid progenitors, an
atractive hypothesis is that the levels of Bcl-x, are
maintained in PV erythroid cells regardless of the
presence of Epo, which may allows these cells to sur-
vive in the absence of their physiologic stimulus.
This hypothesis has been recently confirmed with
the finding that the Epo-independent erythroid
cells express high levels of Bcl-x. when cultured in
the absence of Epo, and that the expression of
Bcl-x_ in bone marrow erythroid cells is significant-
ly higher in patients with untreated PV than in
those with other myeloproliferative disorders or
secondary erythrocytosis'®. Since Stat5 transacti-
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vates the bcl-x gene in erythroid progenitors, a con-
stitutively active Stat5 could account for the Epo-in-
dependent expression of Bcl-x.. Although recent
data obtained in patients with PV show that neither
Jak2 nor Stat5 are constitutively active in platelets',
it is likely that an increased sensitivity of PV erythroid
cells to a growth factor may induce activation of
Stat5 or other anti-apoptotic signaling molecules,
which in turn give rise to a dysregulated expression
of Bel-x..

CML is another myeloproliferative syndrome char-
acterized by the translocation t(9;22). This translo-
cation produces a chimeric gene that encodes a
210 K Ber-Abl oncoprotein with dysregulated tyro-
sine kinase activity. Expression of Bcr-Abl in hema-
topoietic cells induces inhibition of apoptosis,
growth factor independence, alterations in cell-cell
and cell-matrix interactions, and leukemogenesis. In
addition, due to the anti-apoptotic acitivity of this
oncogene, Bcr-Abl-expressing leukemic cells are
highly resistant to chemotherapeutic drugs’®. Al-
though it has been demonstrated that expression of
Bcr-Abl is the initiating event in CML, the down-
stream signaling pathways involved in transforma-

tion are not fully understood. Nevertheless, some of
the pathways activated by Bcr-Abl that prevent
apoptosis in leukemic cells begin to be uncovered.
The PI3K/Akt pathway may represent an important
bridge between the survival signal triggered by
Bcr-Abl and modulators of apoptosis, such as Bad.
However, the capacity of Ber-Abl to induce phos-
phorylation of Bad through Akt, does not account
for the complete protection of CML cells from apop-
tosis'’, suggesting the existance of alternative Bad-
independent survival pathways. Consistent with this,
it has been shown that Ber-Abl induces the expres-
sion of Bcl-x. through the constitutive activation of
Stat5, and this seems to be a major survival pathway
in CML cells as inhibition of Stat5 activation leads to
down-regulation of Bcl-x_ and loss of cell viabilitym.
Furthermore, when Bcr-Abl-expressing cell lines and
CD34 + cells from CML patients are incubated with
an inhibitor of the Ber-Abl kinase activity such as
STI571, Stat5 losses its ability to interact with the
bcl-x gene and consequently the expression of Bcl-x.
is reduced and leukemic cells undergo apoptosis.
This mechanistic understanding of Ber-Abl signaling
opens the possibility to develop novel therapies
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addressed to inhibit key molecules (i.e., Stat5,
PI3K/Akt) that transduce survival signals in CML
and may be other hematologic malignancies.
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En la actualidad, las estrategias terapéuticas em-
pleadas en el tratamiento de las leucemias y linfomas
consiguen una elevada tasa de remisiones completas
(RC), definida como la ausencia de células tumorales
detectadas mediante técnicas citomorfoldgicas (limi-
te de deteccién del 5%)'. Sin embargo, muchos pa-
cientes van a recaer de su enfermedad debido a la
existencia de un pequefio niimero de células malig-
nas que no son detectadas con la metodologia con-
vencional, que es lo que se denomina enfermedad
minima residual (ERM)"2. Debido a esto, los enfer-
mos son sometidos indiscriminadamente a trata-
mientos de consolidacién, incluido el trasplante de
progenitores hemopoyéticos, para eliminar la ERM.
Ello hace que algunos pacientes reciban mds trata-
miento del necesario, mientras que en otros es insufi-
ciente. Asi, en la actualidad, todos los pacientes en
RC reciben el mismo tratamiento pese a que el nu-
mero de células tumorales en ese momento puede
oscilar entre 10%y 10 células leucémicas (10"es la
masa tumoral correspondiente al Iimite de detec-
cién de la morfologia -1 %-). Por tanto, son necesa-
rias técnicas mds sensibles que permitan evaluar la
masa residual de forma maés precisa, lo que posibili-
tarfa realizar tratamientos de consolidacién adapta-
dos a cada enfermo. Por otro lado, el uso de méto-
dos de deteccién de ERM también es dtil para
valorar la contaminacién (porcentaje de células tu-
morales) de los concentrados de progenitores hemo-
poyéticos de medula ésea o sangre periférica que se
emplean en los trasplantes autélogos'>. Ademas, el
estudio de la ERM puede ser dtil en la deteccidén pre-
coz de recaidas y como marcador para monitorizar la
respuesta a la terapia administrada. Asf el andlisis del
transcrito BCR/ABL en pacientes con leucemia mie-
loide crénica Ph1+ sometidos a alotrasplante es un
ejemplo de su aplicabilidad clinica. Diferentes traba-
jos muestran que su deteccién antes de que se pro-
duzca la recaida hematolégica/citogenética es indi-
cacién de iniciar tratamiento inmunoterdpico
(perfusién de linfocitos y/o reduccién de la inmuno-
depresién) ya que su efectividad es mayor cuanto
menor sea la masa tumoral residual®.

Entre todas las metodologias propuestas para el
estudio de ERM, las dos mds utilizadas por su alta
sensibilidad (deteccién de una célula leucémica entre

10%y 10° células normales), y de las que se dispone
de més informacién, son las técnicas de inmunofe-
notipo mediante citometria de flujo y la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR)"*.

En esta revisién se analizard en primer lugar aspec-
tos metodoldgicos generales del estudio de ERM me-
diante PCRy en la segunda parte nos centraremos en
las distintas metodologfas utilizadas en la deteccién
de ERM mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Aspectos metodolégicos.
Estrategias de estudio y limitaciones

Los dos marcadores moleculares mas empleados
en la deteccién de ERM mediante PCR son: a) ana-
lisis de los reordenamientos clonales de los genes de
las inmunoglobulinas (Ig) y del receptor de célula T
(RCT), presentes en los sindromes linfoproliferativos
By Ty b) deteccién de aberraciones cromosémicas
en las que se conocen los oncogenes implicados que
dan lugar a regiones quiméricas de fusién caracterfs-
ticas de diferentes enfermedades (p. ej., BCR/ABL,
en la leucemia mieloide crénica)’>. Més reciente-
mente también se han incorporado otros posibles
marcadores de ERM analizables por RT-PCR como
por ejemplo los transcritos WT-1y Fle3(?).

Las técnicas de PCR permiten la amplificacidn se-
lectiva de un fragmento especifico de ADN o cADN
permitiendo, en las enfermedades donde se genera
un fragmento de ADN tumor-especifico, la deteccién
de un ndmero pequefio de células neoplasicas. Los
estudios pueden realizarse a partir de ADN lo que
facilita el manejo de las muestras o bien a partir de
ARN. Los andlisis de los reordenamientos V(D)/ asf
como aquellas translocaciones donde el punto de ro-
tura es preciso y el fragmento de PCR a amplificar es
menor de 2 Kb el estudio se realiza a partir de ADN
(p- ¢j., t(14;18) (BCL-2/JH regiones mbry mcr). Por el
contrario, en otras translocaciones el punto de rotu-
ra es variable afectando a zonas muy amplias de
ADN lo que imposibilita su estudio a partir de ADN
gendémico. Esto ocurre en algunas enfermedades lin-
foproliferativas como en el linfoma de Burkitt asf
como en la mayoria de las translocaciones més fre-
cuentes de las leucemias mielobldsticas agudas
(LMA) y leucemias linfoblasticas agudas (LLA)".
Sin embargo, en las LMAy LLA, el punto de rotura
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generalmente afecta regiones intrénicas y la translo-
cacién da lugar a la generacién de genes hibridos que
se encuentran en marco de lectura lo que permite su
deteccién a partir de ARN tras su transformacién a
cADN mediante técnica de transcriptasa inversa se-
guida de reaccién de PCR (técnica de RT-PCR)"®.

La sensibilidad de la técnica de PCR (PCR anidada
y RT-PCR) se sitta entre 10y 107%; es decir, permi-
te discriminar una célula tumoral entre 10%-10° célu-
las normales. Sin embargo, a pesar de esta alta sen-
sibilidad, no es una técnica exenta de limitaciones,
tanto especificas de la estrategia que se estd em-
pleando, como problemas comunes a cualquier
reaccién de PCR'. Un problema importante son los
falsos positivos debidos a la contaminacién de
muestras, principalmente en los métodos basados
en ARN. Por ello, es imprescindible la inclusién de
muestras control y extremar las medidas para evitar
la contaminacién. En el otro extremo se situarian los
falsos negativos por emplear muestras de mala cali-
dad (p. €., ARN degradado), por lo que se debe rea-
lizar un control de la reaccién amplificando genes
normales constitucionales. (p. ej., gen ABL 0 RARA)
En los andlisis de PCR que se basan en la unién clo-
noespecifica de reordenamiento de Ig o RCT pueden
producirse ademas, tanto falsos positivos debido a
la amplificacién de secuencias V(D)J en células nor-
males con reordenamientos similares a los de las cé-
lulas tumorales o bien falsos negativos debido a la
posible existencia de cambios evolutivos en el tipo
de reordenamientos (evolucién clonal o presencia
de subclones) lo que impedirfa su deteccién’. Estos
cambios clonales son especialmente frecuentes en
algunos subtipos biolégicos de LLA y en algunos ge-
nes (especialmente IgH) lo que obliga que el segui-
miento molecular de la ERM de cada paciente se
deba hacer con més de uno de estos reordenamien-
tos clonales ya que al menos uno de ellos permane-
ce estable en la evolucién. Por otro lado, el estudio
de las alteraciones cromosémicas a diferencia de los
reordenamientos genéticos de Ig/RCT, son sélo tu-
mor-especificos y no paciente-especificos, por lo que
el riesgo de contaminacién cruzada es mayor.

Otro aspecto metodoldgico importante es la ne-
cesidad de estandarizacién de estas técnicas, espe-
cialmente en los estudios cooperativos debido a las
variaciones interlaboratorios®. En este sentido, es in-
teresante la experiencia recientemente publicada del
estudio Biomed-1 en el que ha participado nuestro
grupo sobre estandarizacién de estas metodologfas®.
En este estudio, en el que se ha estandarizado el ana-
lisis por PCR de las principales translocaciones cro-
mosdémicas presentes en LLA y LMA, se muestra que
las variaciones interlaboratorios son pequefias cuan-
do se utilizan los controles adecuados y una metodo-
logia comun®. También es importante conocer las
caracteristicas especificas de cada translocacién que
puede estar incidiendo en la significacién clinica de
cada translocacién. Asi en las t(9;22) (BCR/ABL) y

t(15;17) (PML/RARA) la persistencia de células
PCR+ en fases especificas del tratamiento o su rea-
paricién tras una negativizacién previa predice con
gran precision la recaida clinica’. Por el contrario, en
otras translocaciones como la t(8;21) o la inv(16) la
capacidad predictiva es menor; asi, en pacientes con
LMA-M2 o LMA-M4 con eosinofilia, positivas para
estas translocaciones, que se encuentran en RC du-
rante largo tiempo, es posible todavia detectar trans-
critos de ambas translocaciones sin que ello se siga
de recaida de la enfermedad®'?. Diferentes trabajos
sefialan que estos resultados se relacionan al menos
en parte con la mayor o menor sensibilidad de la téc-
nica que se estd empleando. Asi |a sensibilidad de la
determinacién de PML/RARA que tiene una impor-
tante significacién clinica, es sensiblemente inferior
(generalmente, 10°-10%) a la alcanzada en las otras
translocaciones -t(8;21) e inv(16)- que generalmen-
te es superior a 105, Un reciente trabajo del grupo
de Pred’homme'" demuestra que el estudio de la
t(8;21) (ETO/AML1) es predictivo cuando se realiza
una RT-PCR en una sola etapa (sensibilidad 10™) en
lugar de la cldsica RT-PCR anidada (sensibilidad
107%), lo que es concordante con esta hipétesis. Otra
limitacién de los estudios de ERM por PCR es que la
mayorfa de los estudios publicados proporcionan in-
formacién cualitativa o a lo sumo semicuantitativa y
el andlisis del producto de PCR es a tiempo final por
lo que no es posible conocer con exactitud el nimero
de células tumorales existente en la muestra®. Por
este motivo, se han desarrollado técnicas de PCR
cuantitativa (generalmente PCR competitiva) que su-
gieren que la cuantificacién de las células tumorales
residuales pueden ser util para definir pacientes con
prondstico diferente. En este sentido, los trabajos Ile-
vados a cabo en las t(9;22), t(8;21) e inv(16), de-
mostrando su utilidad, son indicativos de la eficacia
de la PCR cuantitativa'®". Sin embargo, estos estu-
dios son muy laboriosos y de dificil estandarizacién
por lo que en la actualidad es una técnica de dificil
aplicacion rutinaria en laboratorios clinicos. Por este
motivo ha despertado notable interés el desarrollo
de una nueva tecnologfa de PCR cuantitativa deno-
minada PCR cuantitativa en tiempo real'®.

PCR cuantitativa en tiempo real

Esta metodologia de PCR cuantitativa, a diferen-
cia de la PCR competitiva, permite la automatiza-
cién y ademds es rdpida y no necesita el procesa-
miento ulterior del producto de PCR lo que reduce el
riesgo de contaminacién. En la actualidad, existen
en el mercado varios equipos que con algunas pecu-
liaridades metodolégicas diferentes, permiten su de-
terminacién'®'>. Desde el punto de vista técnico, exis-
ten tres principales métodos de analisis de PCR
cuantitativa que se basan en técnicas de fluorescencia
que se diferencian en la metodologfa de deteccién de
los productos de PCR. Estos métodos son: el que em-
plea sondas TagMan, los basados en el uso de dos
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Figura 1. PCR en tiempo real. Fundamentos de la estrategia empleando sondas TAQMAN. Actividad 5’exonucleasa de la TAQ polimerasa.

sondas que hibridan en las secuencias especificasy,
por ultimo, el que utiliza el fluorocromo intercalante
que se une a la doble cadena de ADN denominado
SYBR Green |. El método més difundido, es el que
emplea sondas TagMan' que se basa en la actividad
5’-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la amplifi-
cacién mediante PCR de una determinada secuencia
diana en presencia de una sonda fluorescente especi-
fica (sonda TagMan) que hibrida con la secuencia
diana que estamos amplificando (fig. 1). La sonda
TagMan, de un tamafio aproximado de 20-30 bases,
tiene unido un fluorocromo en posicién 5’y un amor-
tiguador de fluorescencia en posicién 3’ (TAMRA:
6-carboxy-tetrametyl- rhodamine). Ademas, esta sonda
esta fosforilada en 3’ para evitar su extensién durante
la reaccién de PCR. Si la secuencia diana estd pre-
sente en la muestra, la sonda TagMan hibridara es-
pecificamente con ella, situdndose entre los dos ce-
badores. Cuando se produce la etapa de extensién en
la reaccién de PCR, la actividad 5’-exonucleasa de la
Taq polimerasa degradaria la sonda TagMan liberan-
do el fluorocromo, que al estar fuera de la influencia
del amortiguador emitird una sefial que puede ser
captada por el sistema éptico del equipo. Este pro-

ceso de degradacién de la sonda tiene lugar en cada
ciclo y no interfiere con la acumulacién del producto
de la PCR. por lo que se produce un incremento ex-
ponencial de la sefial de fluorescencia en cada ciclo
de la reaccién de PCR. Ademas, la Taq polimerasa no
digiere la sonda libre sino tnicamente la hibridada,
por lo que la cantidad de sefial fluorescente emitida
es proporcional a la cantidad de producto
acumulado. La medicién de la intensidad de fluores-
cencia se realiza de forma continda lo que nos pro-
porciona una informacién dindmica en tiempo real
(andlisis cinético) del proceso. De esta forma pode-
mos establecer el ciclo umbral (CT-¢ycle threshold), es
decir, el nimero de ciclos necesarios para que la can-
tidad de producto producido alcance el nivel de de-
teccién que hayamos fijado, lo que a su vez se corre-
laciona directamente con la cantidad de cADN de la
secuencia diana. Generalmente, el umbral se define
como 10 veces la desviacién estandar de la sefial de
fluorescencia basal. La cuantificacién del nimero
de copias de una muestra se realiza mediante la com-
paracién de la CT de la muestra problema con la CT
de una serie de diluciones de una muestra-control po-
sitiva (fig. 2). La cuantificacién de la muestra control
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Figura 2. Gréfica de la
amplificacién por PCR
cuantitativa de diferentes
diluciones de muestra control
positiva [n.° de copias
definidas de plasmidos que
presentan el inserto bcr-1 del
transcrito PML/RARA de la
t(15;17)]. El ciclo umbral
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positiva (generalmente un ndmero conocido de co-
pias de plasmido que contiene la secuencia diana)
permite establecer una curva estdndar que refleja el
nimero de copias y el niimero de ciclo en el que fue
posible su deteccién de forma objetiva y reproduci-
ble. Cuando se realiza la cuantificacién de la mues-
tra problema, el ciclo umbral de su deteccién se lleva
a la curva estdndar lo que permite conocer el ndime-
ro de copias de la secuencia diana que tiene la mues-
tra que estamos analizando (fig. 3). Ademas, para la
cuantificacién del ARN tumoral del que partimos de-
bemos tener en cuenta la eficiencia de la reaccién de
transcripcién inversa, ya que esto condiciona el nu-
mero de copias de cADN. Para controlar esta variable
es necesaria la amplificacién en la misma muestra de
un gen control expresado constantemente en todas la
células, como ABL, b2-microglobulina o GUS (beta
glucuronidasa) lo que nos permite corregir los cam-
bios debidos a la cantidad y calidad de ARN total y
compensar la diferencia en eficiencia de la reaccién
de transcripcion inversa. Igualmente, el disefio de los
primeros asi como de las sondas TagMan, especificas
de cada translocacién cromosémica es de gran im-
portancia para que la eficiencia de la reaccién sea la
adecuada y se consiga una sensibilidad suficiente'.

El método de PCR cuantitativa basado en la qui-
mica de sondas que se hibridan emplea dos sondas
secuencias-especificas que hibridan a secuencias ad-
yacentes espaciadas entre uno y cinco nucledtidos.
Una sonda estd marcada con un fluorocromo emi-
sor en posicién 3’y la otra sonda estd marcada con
un fluorocromo aceptor en su extremo 5’. Esta son-
da ademas tiene bloqueado su extremo 3’ con un
grupo fosfato para evitar su extensién. Cuando las
dos sondas han hibridado y estdn en vecindad, la luz
emitida por el fluorocromo emisor es transmitida al
fluorocromo aceptor mediante un proceso denomi-

se realiza por triplicado.

nado transferencia de energia de resonancia fluores-
cente (FRET). Este fenémeno origina una emisién de
fluorescencia por el fluorocromo aceptor cuya inten-
sidad aumenta paralelamente a la cantidad de se-
cuencia diana formada en la reaccién de PCR. Esta
metodologia se diferencia de la quimica de sondas
TagMan en que no se requiere hidrdélisis de la sonda
y por tanto no precisa tiempo adicional en la fase de
extension de la reaccién de PCR.

La tercera posibilidad metodolégica de PCR cuan-
titativa en tiempo real es la deteccién de los produc-
tos especificos de PCR de la secuencia diana tumoral
mediante el colorante intercalante de ADN denomi-
nado SYBR Green |. Este colorante se une especifica-
mente a la doble hélice de las moléculas de ADN for-
madas en cada reaccién de PCR. De esta forma, la
emision de fluorescencia se incrementa paralela a
la formacién de los productos de PCR. La ventaja de
esta opcién es que no se precisa sondas fluorescentes
especificas de cada secuencia tumoral pero su des-
ventaja es que detectarfa todos los productos de PCR
formados tanto especificos como inespecificos.

Estudios preliminares han demostrado que esta
tecnologia es util en la deteccién de ERM emplean-
do tanto los reordenamientos clonales de los genes
de Ig/RCT como translocaciones cromosdmicas es-
pecificas como diana de la reaccién de PCR [p. ej.,
£(9,22), t(14,18),¢(8,21) y t(15;17)]151%. Sin em-
bargo, el niimero de pacientes analizado es escaso y
por tanto su utilidad exacta se desconoce. Ademas
la tecnologia de PCR cuantitativa en tiempo real ne-
cesita ser optimada y estandarizada para su apli-
cacién clinica. En este sentido es interesante el estu-
dio europeo que se estd llevando a cabo y que
coordina el Dr. J. Gabert (Institut Paoli Calmettes,
Marsella, Francia) (European commission DG V/F)
en el que participa nuestro grupo junto a otros 14
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Figura 3. Curva estandar de la muestra control positiva correlacionando el niimero de copias del transcrito (entre 10°y 10) (eje X) y
el ciclo umbral (CT) de la dilucién (entre 18 y 35) (eje Y). En negro se representa las diluciones de la muestra control positiva y en gris
la muestra problema.

laboratorios europeos. Este estudio pretende estan-
darizar y optimizar la tecnologia de PCR en tiempo
real empleando sondas TagMan (ABI Prism 7.700)
para el estudio de la ERM asi como evaluar sus posi-
bles implicaciones clinico-terapéuticas®.
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ANEMIAS HEMOLITICAS DE LAS INFECCIONES

A. VILLEGAS Y F.A. GONZALEZ

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Clinico San Carlos. Madrid.

Introduccién

Las anemias hemoliticas constituyen un grupo de
procesos que tienen como denominador comun la
disminucién de la supervivencia eritrocitaria en
la circulacién, mas alld de la capacidad normal
que la medula 6sea tiene de compensarla.

Las anemias hemoliticas se clasifican en dos gran-
des grupos: adquiridas y congénitas. En las anemias
hemoliticas congénitas, existe un defecto estructural
del hematie que se transmite de forma hereditaria.
En las anemias hemoliticas adquiridas, la hemdlisis
se produce por la accién sobre el hematie de dife-
rentes agresiones entre las que se encuentran las in-
fecciones. Se clasifican en autoinmunes y no autoin-
munes.

En un gran nimero de enfermedades infecciosas
se produce un acortamiento de la vida media del
hematie, especialmente en aquellos pacientes con
déficit de glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa o hiper-
esplenismo. No obstante, existen determinadas en-
fermedades infecciosas en las que la alteracién de
los hematies constituye una de las principales ca-
racteristicas del cuadro clinico.

La causa fisiopatolégica de la anemia hemolitica
puede producirse por parasitacién directa de los he-
maties, por mecanismo inmune, por hiperesplenis-

Tabla 1. Mecanismo fisiopatoldgico de la anemia
hemolitica de las infecciones

Parasitacion directa de los hematies
Malaria y babesiosis

Mecanismo inmune
Aglutininas frfas que causan hemdlisis en la infeccién
de mononucleosis infecciosa o Mycoplasma pneumoniae

Induccidn de hiperesplenismo
Malaria, esquistosomiasis

Alteracion de la topologia de la superficie eritrocitaria
Haemophilus influenzae

Salida de toxinas y productos bacterianos que causan hemdlisis
por dario directo de los hematies
Infeccién por Clostridium welchii. E. coli 0197, VIH?

Tomada de S.L. Schrier, 2000.

mo, por alteracién topografica de la superficie del
hematie o por la accién directa sobre el hematie de
diferentes toxinas (tabla 1)".

Parasitacién directa de los hematies

El ejemplo clésico es la malaria por parasitacién
directa del hematie por Plasmodium. En esta enferme-
dad, el esporozoito de la malaria se introduce en el
organismo mediante la saliva del mosquito Anopheles
hembra. Se acumula en el higado del huésped y tras
1-2 semanas, se transforma en merozoito, parasi-
tando directamente a los hematies. El P. vivax pre-
senta receptores especificos en su superficie (grupo
sanguineo Duffy) mientras que el P. falciparum utiliza,
acido sidlico, como lugar especial de anclaje celular.
El parésito degrada e ingiere la hemoglobina, y las
células rojas se hemolizan, bien intravascularmente,
como consecuencia directa de la destruccién del pa-
rasito o bien en la microcirculacién esplénica por la
activacién del sistema monocitico-macréfago’.

Otras infecciones que involucran directamente a
los hematies son las bartonelosis o enfermedad de
Carrién, producida por la picadura de un mosquito
que fija la Bartonella bacilliforme a la membrana de
la célula roja, ocasionando la rotura del hematie y la
hemdlisis.

En la babesiosis el parasito se transmite por la pi-
cadura de garrapatas. El pardsito invade directa-
mente los hematies dando lugar al cuadro clinico
de fiebre y anemia hemolitica.

La leptospirosis y toxoplasmosis crénica pueden
producir ocasionalmente anemia hemolitica.

Alteracién de la membrana del hematie
por productos bacterianos

La infeccién puede desencadenar hemdlisis alte-
rando la superficie del hematfe.

Un ejemplo de este tipo de hemdlisis esta causa-
do por el Haemophilus influenzae tipo b. Los pacientes
con enfermedad grave, sobre todo con meningitis,
desarrollan anemia hemolitica requiriendo transfu-
siones’.

El polisacarido de la bacteria, compuesto por po-
lirribosil ribosil fosfato (PRP), se libera durante la in-
feccién y se fija en la superficie eritrocitaria. Los pa-
cientes infectados desarrollan anticuerpos frente a
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PRP, que fijan complemento y producen hemdlisis
autoinmune. La destruccién de las células puede
producirse intra o extravascularmente.

Salida de toxinas y productos bacterianos
que causan hemédlisis por lesién directa
de los hematies

El ejemplo mas grave es el de la septicemia causa-
da por Clostridium perfringens (C. welchii), que produ-
ce una hemdlisis grave, que progresa tan répida-
mente que a menos que se bloquee inmediatamente
el proceso hemolitico, puede afectar a la totalidad
de los hematies.

El Clostridium libera una a-toxina fosfolecitinasa
que actla sobre la capa bilipidica de la membrana
eritrocitaria, degradando los fosfolipidos y produ-
ciendo protedlisis de las proteinas de la estructura
proteica de la membrana, incluida la espectrina. Se
forman esferocitos. Sin embargo no aparecen cuer-
pos de inclusién, ni fragmentos eritrocitarios’.

La infeccién por C. welchii se produce en el curso
de heridas penetrantes, colecistitis gangrenosas o
visceras perforadas, cirugia de vias biliares y proce-
sos ginecoldgicos, que afectan al dtero gravido,
complicaciones del aborto séptico y otras situacio-
nes que engendran necrosis tisular por anaerobios.

Anemias hemoliticas esporadicas originadas
por otras infecciones

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) puede originar anemia hemolitica
con test de Coombs positivo o cuadros de microan-
giopatia hemolitica y ptrpura trombdética tromboci-
topénica.

La infeccién por citomegalovirus se ha descrito
asociada a anemia hemolitica y trombocitopenia de
mecanismo inmune.

Otras infecciones que causan anemia hemolitica
de mecanismo inmune son: Treponema pallidum, vari-
cela, rubéola, Mycoplasma pneumoniae, infecciéon por
virus de Epstein-Barr, influenza, virus Coxsackie, hepa-
titis viral y Streptococcus pneumoniaez.

En la leishmaniasis visceral pueden también obser-
varse cuadros hemoliticos por la generacién de pro-
cesos metabdlicos oxidativos que alteran la compo-
sicién del hematie.

Otros procesos infecciosos que pueden ocasionar
anemia hemolitica de mecanismo no inmune son
endocarditis bacteriana, rubéola, pielonefitis, etc.

Anemia hemolitica producida por infeccién
por malaria

La malaria afecta a millones de personas en la po-
blacién mundial (490 millones), siendo en Africa
tropical su mortalidad anual de 2,3 millones. Se en-
cuentra en regiones del mundo en las que con fre-
cuencia se asocia con deficiencias nutricionales, in-
fecciones bacterianas, virales o parasitarias de todo
tipo, talasemias, hemoglobinopatias y enzimopa-

tias. En consecuencia una proporcién importante de
los pacientes con malaria presentan a la vez varias
de estas condiciones patolégicas®*.

En los paises desarrollados, a pesar de estar erra-
dicada desde hace mas de 40 afios, pueden obser-
varse esporadicamente casos importados de Africa
o de otros continentes en donde la malaria es endé-
mica. Mds del 90 % de los portadores (250 millones)
pertenecen a Africa tropical.

Es la infeccién producida por protozoos del tipo
Plasmodium vivax, ovale, malariae o falciparum, transmi-
tida por el mosquito hembra Anopheles que sirve de
reservorio y vector. Los esporozoitos llegan al torren-
te circulatorio del huésped en ndimero escaso, por
medio de la saliva de los mosquitos. Los esporozoi-
tos se adhieren rapidamente a los receptores especi-
ficos en los macréfagos hepaticos, invaden los hepa-
tocitos e inician la fase subclinica hepdtica de la
infeccién y se transforman dividiéndose rapida y re-
petitivamente en esquizontes. Tras un periodo de en-
tre 6 y 16 dias, segtin la especie, los merozoitos o
células hijas invaden la sangre e infectan a los he-
maties.

Las glucoforinas A, B 'y C, con su acido sidlico
constituyen lugares especiales de anclaje celular del
parasito P. falciparum, mientras que en el P. vivax utili-
zan el grupo Duffy (Fy?, Fy®) como receptor especi-
fico en la superficie del eritrocito®.

Una vez en el interior de los hematies, el parasito
mediante un proceso de endocitosis activo media-
do por receptores, adopta la forma anular o trofo-
zoito. Este ingiere y degrada la hemoglobina del
huésped dando lugar a un pigmento marrén deno-
minado hemozoina. A medida que los trofozoitos
aumentan de tamafo, se segmentan y dan lugar a
formas multinucleadas denominadas esquizontes.
Cuando el esquizonte maduro contiene un nimero
determinado de merozoitos el hematie se rompe y
salen a la sangre, para volver a infectar a un nuevo
hematie virgen. Asi se inicia un nuevo ciclo de infec-
cién y destruccidn eritrocitaria®.

Una pequefia fraccién de los anillos del trofozoito,
dan lugar a grandes formas sexuadas denominadas
gametocitos, que sélo completan su actividad pro-
liferativa si ambos gametos masculino y femenino se
ingieren por el mosquito Anopheles, del huésped hu-
mano infectado®.

Manifestaciones clinicas

La anemia de la malaria puede ser severa, con un
amplio abanico de manifestaciones clinicas. La for-
ma aguda es una enfermedad febril, reciente, de co-
mienzo brusco, en una persona previamente sana y
no inmune*. En estos pacientes se observa un alto
nivel de parasitemia. En el otro extremo del espec-
tro clinico, se encuentran los pacientes con anemia
severa crénica, que no suelen cursar con un cuadro
febril, aunque si con intensa anemia, en sujetos se-
miinmunes con un bajo grado de parasitemia.
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Durante la fase aguda de la enfermedad se pro-
duce fiebre con escalofrios, cefaleas, dolores muscu-
lares, postracioén, etc., reflejando la produccién de
altos niveles de interferén gamma (INFy) y de fac-
tor de necrosis tumoral (TNFa), con salida entre
otras citocinas de IL-1%.

La sintomatologia ocasionada por la malaria falci-
parum es mds severa que las de otras formas de Plas-
modium. Una caracteristica del P. vivax es que invade
preferencialmente los hematies jévenes, reticuloci-
tos, con lo cual se limita la infeccién, al no encontrar
formas jévenes para ser parasitadas. El bazo crece
rdpidamente, asi como los signos infecciosos o los
sintomas derivados de la hipotensién y el shock. La
encefalopatia maldrica es causa fundamental de
la mayoria de muertes, aproximadamente dos millo-
nes anuales.

La causa més frecuente de anemia es la rotura de
los hematies sobre todo en las fases agudas preco-
ces de la enfermedad. La extensién de la hemdlisis es
proporcional al nimero de células parasitadas y
produce anemia, aumento de reticulocitos, esferoci-
tos, acortamiento de la vida media de los hematfes,
medido con Cr*' y destruccién de los hematies para-
sitados en el bazo. Durante la secuestracién de los
hematies en el bazo también pueden destruirse cé-
lulas normales, no parasitadas.

Los monocitos de la sangre periférica también fa-
gocitan hematies, aunque la mayoria son atrapados
en los macréfagos de higado, bazo y medula ésea.

Aunque indudablemente la hemdlisis periférica
desempefia un papel fundamental en la patogénesis
de la anemia de la malaria aguda, en la etiopatoge-
nia incide también una reduccién de la eritropoye-
sis total. La medula 6sea presenta una celularidad
normal o disminuida, con hipoplasia eritroide. En
definitiva, en la patogenia de la malaria aguda se su-
man una destruccién intramedular de normoblas-
tos, con secuestro de hematies en los sinusoides
esplénicos. La respuesta reticulocitaria no es la ade-
cuada de acuerdo con el grado de hemdlisis. En la
medula ésea pueden observarse signos de diseritro-
poyesis con bi o multinuclearidad, cambios mega-
loblasticos, hematies con puentes internucleares o
cariorrexis. Estos signos son mas notables en la ma-
laria crénica que en la aguda. En las formas agudas
existe un franco predominio de macréfagos con fa-
gocitosis de los eritroblastos policromatéfilos.

En un porcentaje de pacientes con malaria se pro-
duce un test directo de antiglobulina positivo. La
forma mds comun de sensibilizacién es con C3d, se-
guida de positividad con C3d + IgG. Esta positivi-
dad es mas frecuente en las formas agudas que en
las crénicas.

El cuadro clinico denominado “fiebre biliosa inter-
mitente hemoglobintrica” es un cuadro clinico agu-
do que se caracteriza por hemdlisis brusca y violenta
intravascular masiva que se acompafia de fiebre ele-
vada, escalofrios, vdmitos, cefalea, dolores en am-

bas fosas renales, ictericia, hemoglobinuria y fallo
renal agudo, producido por la hemoglobinuria. El
prondstico depende de la evolucién de la insuficien-
cia renal, del grado de anemia y del estado del apa-
rato circulatorio®.

Aunque no se conoce si el cuadro clinico se debe a
una reaccién inmune, parece que en un gran ndme-
ro de casos estd asociado al tratamiento con quini-
na, al déficit de G6PD o a ambos. Puede también
producirse por la crisis hemolitica sincronizada en
pacientes hiperparasitados.

En la anemia del paludismo crénico a diferencia
de lo que sucede en la malaria aguda, la intensa ane-
mia estd motivada fundamentalmente por la diseri-
tropoyesis y la eritropoyesis ineficaz, no jugando la
hemdlisis un papel predominante. En la malaria cré-
nica no se encuentra un aumento tan marcado del
INFy y de las interleucinas IL2 y IL10. La relacién
TNF/IL10 estd disminuida. Es probable que a pesar
de incrementos moderados de INFy, su accién pro-
longada sobre la eritropoyesis consigue un mayor
grado de diseritropoyesis y eritropoyesis ineficaz. Los
niveles de eritropoyetina estan elevados, lo que mo-
tiva una marcada hiperplasia de la serie roja en me-
dula agravando la eritropoyesis ineficaz, que por
otra parte se pone de manifiesto tanto por la baja
respuesta reticulocitaria como por la infectividad
eritropoyética de los estudios ferroquinéticos.

Diagnéstico

El diagndstico de la malaria depende de la identi-
ficacién del pardsito en los hematies. Se observan
mejor en los bordes de la extensién, permitiendo
identificar la especie de Plasmodium. Las extensiones
de “gota gruesa” son para algunos éptimos para el
screening de pardsitos.

Como caracteres distintivos podemos sefialar
como el trofozoito del P. vivax se observa como un
solo anillo, excepcionalmente con dos. El hematie
parasitado con el P. vivax es pélido, con granulos ro-
jos brillantes denominados bastones de Shuffnery
con policromatofilia por su caracter de reticulocito.

En P. falciparum los anillos son numerosos, peque-
fios y delicados, y dificiles de visualizar. En los paré-
sitos aislados se produce la esquizogonia sexual
dando lugar a macrogametos femeninos y microga-
metos que pueden observarse en las extensiones de
sangre periférica.

El diagnéstico puede asi mismo realizarse median-
te el andlisis de ADN o por doble PCR.

Otros hallazgos hematolégicos consisten en eosi-
nopenia, linfopenia y trombocitopenia. Esta dltima
ocurre al menos en el 70 % de los enfermos infecta-
dos por malaria. Los merozoitos del P. vivax y falcipa-
rum pueden observarse en las plaquetas en la fase
aguda, y la trombocitopenia puede ser el fruto de
varios factores: parasitacidn por pardsitos, absor-
cién de inmunocomplejos, esplenomegalia y/o coa-
gulacién intravascular diseminada.
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Babesiosis

Es una infeccién producida por el protozoo babe-
sia, Piroplasma de la clase sporozoa, de la familia babe-
siidae. La mayoria de las infecciones estdn causadas
por el B. microti, que se transmite a los humanos por
la picadura de una garrapata de los géneros Derna-
centor e Ixodes. La enfermedad se produce en la costa
norte de EE.UU., California, Francia y Escocia. El Ixo-
des damnini es un vector de la espiroqueta B. burgdor-
feri responsable de la enfermedad de Lyme, repartida
por més de 43 de los Estados Americanos®.

La babesiosis comienza cuando la garrapata hem-
bra inocula al huésped con la saliva conteniendo los
cuerpos infecciosos piriformes. En presencia de pro-
perdina, factor B, C3, C5 e iones Mg*?, los mero-
zoitos de la Babesia activan la via alternativa del
complemento y se adhieren a los receptores C3b en
la superficie eritrocitaria. Su mecanismo de adhe-
sién es similar al del P. falciparum. Una vez en el inte-
rior del hematie el trofozoito adquiere la forma de
anillo.

Manifestaciones clinicas

La enfermedad se produce mayoritariamente en
pacientes con edad superior a 50 afios, aunque tam-
bién nifios y sujetos jévenes pueden padecerla.

Los sintomas infecciosos aparecen entre la 1. y 4.2
semana después de la picadura por garrapata. En
sujetos sin anesplenia la enfermedad puede presen-
tar un curso clinico variable, con anemia hemolitica
severa, con fiebre y mialgias o una enfermedad sub-
clinica, detectada dnicamente por el elevado titulo
de anticuerpos contra B. microti. Esto suele suceder
en individuos jévenes por debajo de 40 afios.

En pacientes esplenectomizados la anemia hemo-
litica puede ser severa, a veces mortal, simulando el
cuadro de “fiebre biliosa intermitente hemoglobi-
nurica”, con hemdlisis intravascular, hemoglobine-
mia y hemoglobinuria, y shock hipovolémico con
fallo renal. Si el paciente sobrevive, el enfermo va
mejorando paulatinamente a medida que aumenta
el titulo de anticuerpos. Al faltar las formas sexua-
das del pardésito, éste no se recicla y la enfermedad
se delimita’.

El 40 % de las babesiosis severas ocurren en
pacientes esplenectomizados, por lo tanto la babe-
siosis debe incluirse dentro de las sepsis postesple-
nectomia. Debe evitarse que pacientes esplenecto-
mizados viajen por areas endémicas por B. microti.

Diagnéstico

La anemia hemolitica es a menudo brusca de tipo
intravascular y de caracteristicas similares a las de la
malaria. La hemoglobina puede descender a
50-110 g/l. Las caracteristicas de la hemdlisis intra-
vascular se demuestran por la presencia de Hb en
plasma y orina y descenso de haptoglobina.

El diagndstico se establece al encontrar parasitos
en el interior de los hematies, que como en la P. fal-

ciparum forman anillos. Estos anillos son pequefios,
a menudo multiples, confluentes y con una clara
vacuola central. Las babesias son pequerias, de
1,2-2 wm. No producen esquizontes o game-
tocitos.

Bartonelosis o enfermedad de Carrién

La bartonelosis es un sindrome consistente en
anemia hemolitica severa de curso agudo, produci-
da por un bacilo gramnegativo denominado Bar-
tonella bacilliformis. La enfermedad se denomina tam-
bién enfermedad de Carrién por el estudiante
peruano que demostré que la verruga peruana cré-
nica esta producida por el mismo bacilo.

B. bacilliformis se transmite por la picadura de una
mosca del género Phlebotomus denominada P. verru-
carum. La enfermedad se observa en las cimas eleva-
das de los Andes, en Pert, Ecuador y Colombia,
siempre en altitudes superiores a 700 m. En la costa
de Ecuador la enfermedad es endémica.

El cuadro clinico se produce tras la picadura du-
rante una sola noche, en estas zonas. A las 3 sema-
nas de la picadura del mosquito se produce brusca-
mente un cuadro con fiebre, escalofrios, dolores
musculares y esqueléticos y cefaleas. En algtin caso
la infeccién es tan severa, que practicamente la cifra
de hematies es inferior al millén.

Esta fase puede complicarse con una infeccién se-
cundaria por Salmonella y septicemia, lo que hace
que la enfermedad, si no se trata, sea de una impor-
tante gravedad. Mdas del 40 % de los enfermos sin
tratamiento fallecen en la fase aguda de la enfer-
medad.

En las personas que superan la anemia hemolitica
y sobreviven, el curso de la enfermedad es bifésiko
con el desarrollo posteriormente de un proceso
eruptivo de piel denominado verruga peruana, con
lesiones proliferativas en brazos y piernas que re-
cuerdan al sarcoma de Kaposi.

Diagndstico hematoldgico

Durante la fase de bacteriemia la borrelia puede
infectar a gran nimero de hematies. A diferencia
del Plasmodium o |a babesiosis no degrada la hemo-
globina. Se forman esferocitos, estomatocitos,
hematies crenados y decolorados, y aumento de re-
ticulocitos. Pueden aparecer normoblastos y punte-
ado baséfilo.

Se observan filamentos de 1-4 wm. de longitud,
algunos con configuraciones en VoY, y si la bacte-
riemia persiste aparecen formas cocoides, fun-
damentalmente durante la fase algida de la infec-
cién®.

La hemdlisis se produce por la fagocitosis de las
esferocitosis en los macréfagos esplénicos. El test de
Coombs es negativo.

Durante la infeccién por bartonelosis los pacien-
tes sufren una importante inmunodepresién, con
una alta incidencia de infecciones secundarias como
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salmonelosis, malaria, tuberculosis, amebiosis, in-
fecciones coloriformes, etc.
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ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA IN ADULTS

D. HOELZER AND J.W. GOETHE
University Hospital, Frankfurt, Germany.

In adult acute lymphoblastic leukemia (ALL) com-
plete remission rates (CR) of 80-90 % and long term
survival of 35% at the best could be achieved. ALL is
however not a uniform disease and outcome shows
considerable variations between subtypes with LFS
rates between 50 % for T- and mature B-ALL and
< 10% for Ph/BCR-ABL positive ALL. Table 1 gives
the clinical and laboratory characteristics of sub-
types in adult ALL, the relapse kinetics and localisa-
tion and the leukemia free survival (LFS).

Chemotherapy is the essential part of ALL therapy,
and childhood trials have convincingly shown how
by selection of cytostatic drugs, better timing and
high dose therapy outcome can be substantially im-
proved. In adult ALL optimisation of chemothera-
peutic regimens is necessary as well, however it
seems that new treatment options are needed to
proceed further'. These new options in the manage-
ment of adult ALL include.

1. Stem cell transplantation (SCT) with extension of
indications for SCT and inclusion of new modalities
including allogeneic non-myeloablative transplants.

2. Minimal residual disease to guide individual treat-
ment decisions.

3. Molecular targeting such as Abl-tyrosine kinase
inhibitor STI571 (GLlVEC®) in Ph/BCR-ABL posi-
tive ALL.

4. Antibody treatment.

Induction chemotherapy

To improve CR rates and thereby remission quali-
ty several attempts have been or are currently ex-
plored in adult ALL, such as high dose therapy,
intensification of anthracyclines and use of PEG-as-
paraginase. With high dose cytarabine (HdAC) ad-
ministered up-front before standard induction CR
rates of 75-85 % were achieved, but this approach
did not lead to superior LFS. Retrospective analysis
of published results in adult ALL suggests that the
application of dose-intensive anthracyclines during
induction therapy may contribute to an improve-
ment of CR rate and LFS?.

Postinduction therapy
Postinduction therapy mainly consists of intensive
rotational consolidation therapy, high-dose chemo-

therapy cycles and SCT. There is generally a superior
outcome from trials implementing intensive mul-
tidrug consolidation therapy (median: 27-36 %)
compared to those without consolidation (median:
25%)". High-dose chemotherapy -mainly cytarabine
(HDAC) or methotrexate (HDMTX)- has been used
to overcome drug resistance and to achieve thera-
peutic drug levels in the cerebrospinal fluid. The
overall impression is that the inclusion of HAdAC,
HdM or both might be beneficial particularly if in-
cluded in regimens with intensive rotational conven-
tional dose chemotherapy with LFS rates of 45-55%,
but all in small series.

Stem cell transplantation

Stem cell transplantation (SCT) from bone mar-
row grafts and to an increasing extent transplanta-
tion of peripheral blood stem cells (PBSCT) is an es-
sential part of consolidation treatment in adult ALL.
The optimal strategies and indications for SCT are at
present explored in randomized studies.

Survival for adult ALL patients with allogeneic
(allo) SCT from sibling donors in first CR is approxi-
mately 50 %. LFS after allo SCT thus seems superior
to that obtained with chemotherapy alone although
this advantage could not be clearly demonstrated in
prospective trials with adjustment for age and risk
factors.

In the so far largest randomised trial allo SCT was
scheduled for all patients below 40 years with sibling
donor. The remaining patients were randomised
(control group) to receive either autologous (auto)
SCT or chemotherapy. In a recent update the sur-
vival after allo SCT was significantly superior (46 %)
to the control group (31 %), which was predomi-
nantly due to a higher survival in HR patients with
allo SCT (37 %) compared to the control group
(15%), whereas in SR ALL (46 % versus 42 %) no sig-
nificant difference was observed®. In the ongoing
ECOG/MRC trial allo SCT is scheduled in all pa-
tients with sibling donor and compared to auto SCT
randomized versus chemotherapy (control group).
In an interim analysis the LFS after 3 years was 58 %
for patients who actually received allo SCT compar-
ed to 39 % for the control group. Allo SCT yielded
superior LFS for HR (57 % versus 32 %) and for SR



20 Haematologica (ed. esp.), volumen 86, supl. 1, octubre 2001

Table 1. Characteristics of subgroups of adult ALL*

Subgroup Clinical/Laboratory characteristics Relapse kinetics and localisation LFS

B-Lineage

Pro-B-ALL t(4;11)/ALL1-AF4 (70 %) Mainly BM (> 90 %) ~ 40-50%
High WBC (> 100/ml) (26 %)
Myeloid coexpression (> 50 %)

c-ALL/pre-B-ALL Higher age (24 % > 50 yrs) Mainly BM (90 %) ~30%

Up to 5-7 yrs

Ph/BCR-ABL (40-50 %) ~10%
m-BCR (70 %), M-BCR (30%)

B-ALL Organ involvement (32 %) Frequent CNS (10 %) ~40-50%
CNS involvement (13 %) Upto 1-1 ~yrs
Higher age (27 % > 50 yrs)

T-Lineage

Thymic ALL Mediastinal tumor (60 %) Frequent CNS (10 %) ~50-60%
CNS involvement (8 %) Extramedullary (6 %)

Early T-ALL High WBC (> 50/ml) (46 %) Up to 3-4 yrs ~20-30%

Mature T-ALL Younger age (11% > 50 yrs) ~20%

*Data based on German multicenter trials of adult ALL.

Table 2. Prognostic factors for LFS in adult ALL

Low risk features  High risk features

Age Adolescents Higher age
(15-20 yrs) (> 50yrs)
WABC (B-lineage) < 30000/l > 30000/l
Immunophenotype ~ Thymic T-ALL Pro B-ALL
Early T-ALL
Mature T-ALL
Cytogenetics/ Normal diploid  (£(9;22)/
karyotype (?) BCR-ABL
Molecular genetics ~ Hyperdiploid t(4;11)/
karyotype (?) ALL1-AF4
Time to CR CR < 2-4 wks CR > 2-4 wks
MRD after induction < 1072-107 >103-10"
during consol. < 10 or negative > 10~ or
increasing

(71 % versus 54 %) ALL patients < 60 years®. A final
intent-to-treat analysis of this study is awaited.
Matched unrelated SCT (MUD) is increasingly
employed in adult ALL and the LFS (39 %) in pa-
tients with more advanced disease (= CR2) is
promising. In adult poor risk ALL with a median age
of 34 years the results of MUD SCT were particular-
ly favorable for patients in CR1 (42 %)°. Up to now
the low relapse rate -most probably due to a more
pronounced Graft versus Leukemia (GvL) effect- is
nearly outweighted by the high TRM. With better
donor selection, increasing experience, improved
supportive care and management of GvHD results
for MUD transplants are constantly improving and
MUD is already a choice for high risk patients in

CR1 such as Ph/BCR-ABL + ALL if a sibling donor
is not available.

New approaches for allogeneic SCT include donor
leukocyte infusions, new conditioning regimens e.g.
with radiolabeled antibodies and non-myeloablative
stem cell transplantation (“mini transplant”) which
may lead to an extension of the upper age limit for
allo SCT®.

After autologous (auto) SCT in CR1 in adult ALL
the survival at 3 years is approximately 42 %; again
the LFS shows a wide range from 15-65 %. There is
apparently no significant difference in LFS whether
peripheral blood stem cells (PBSCT) (41 %) or bone
marrow (35 %) is used as stem cell source, as evi-
denced by a preliminary evaluation of the EBMT
data’. Overall these data seem somewhat opti-
mistic.

Prognostic factors and risk stratification

Prognostic factors in ALL include age, white
blood cell count, cytogenetics, molecular genetics
and response to treatment which is time to achieve
CR and minimal residual disease during the course
of treatment. Table 2 summarizes low risk and high
risk features derived from the GMALL studies®.
These risk factors emerge in a similar pattern also
in other adult ALL trials. The consequences in
terms of clinical studies are however different.
In the GMALL trials they are used to define a stan-
dard, a high and a very high risk group (exclusively
Ph/BCR-ABL positive ALL). These patients are
treated differently according to their risk profile
e.g. standard risk patients are not candidates for
SCT in first CR whereas in other studies all patients
are treated uniformly, including allogeneic SCT in
first CR%.
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Minimal residual disease

ALL is an “ideal” disease for detection and moni-
toring of minimal residual disease (MRD) and for
the development of MRD adapted treatment strate-
gies since > 90 % of the patients have individual
markers. MRD refers to residual leukemic blast cells
which cannot be detected by microscopic examina-
tion of the bone marrow smear. With conventional
microscopic examination the detection limit for
residual blast cells is 1-5% and after achievement of
haematologic CR further evaluation of the individual
course is not possible. With new methods the de-
tection of leukemia by specific phenotypes (flow cy-
tometry), translocation breakpoints e.g. BCR-ABL,
E2A-PBX1, MLL-AF4, and TEL-AML1 (Fluorescence-
in-situ-hybridization, polymerase chain reaction
[PCR]) or rearrangements of immunglobuline heavy
chain (IgH) or T-cell-receptor (TCR-[3,-8,-\,-y) genes
(PCR, real-time PCR) a sensitivity of 103-107® can be
reached®. A prerequisite for longitudinal MRD evalu-
ation is the identification of individual rearrange-
ments or leukemia-specific phenotype at the time of
diagnosis in each patient. In childhood ALL it has
been shown that positive MRD is correlated with a
very poor outcome, whereas children without de-
tectable MRD have a high chance of cure’®'". In a
pilot study of the GMALL study group a strong cor-
relation between MRD level and relapse risk also
could be shown'?"®. Further prospective trials are
needed to establish the value of MRD based treat-
ment decisions for adult ALL.

Ph/BCR-ABL positive ALL — Molecular
targeting

Ph/BCR-ABL positive ALL has an overall incidence
in adult ALL of 20-25%, increasing with age
to > 40 % in patients above 50 years, and is the
worst prognostic subgroup with an survival of only
10%. Ph/BCR-ABL nearly exclusively occurs in B-pre-
cursor (common/pre-B-ALL). Diagnosis is made by
cytogenetic analysis of the translocation t(9;22) and
- with a higher sensitivity - by detection of the
BCR-ABL rearrangement with PCR analysis. The CR
rate for this group is 70 % and thus somewhat lower
than the 80-90 % achieved for Ph/BCR-ABL negative
common/pre-BALL patients. However, only 10-30 %
of the CR patients are in molecular remission after
intensive induction therapy. At present the best re-
sults can be achieved with allo SCT from sibling
donors where the survival rate is 30-35 %, thus low-
er than allo SCT in CR1 in B-lineage Ph/BCR-ABL
negative ALL. The tendency for the outcome of MUD
transplants in small patient cohorts is even better
(35-40 %) and the outcome of auto transplants is
somewhere between 20-30 %.

Abl-tyrosine kinase inhibitor ST1571
The BCR-ABL fusion gene leads to an upregulation
of tyrosine kinase (TK) activity which plays a crucial

role in pathogenesis and disease progression of
BCR-ABL positive leukemias. With a selective in-
hibitor of the Abl tyrosine kinase (ST1571) cellular
proliferation of BCR-ABL positive CML and ALL cells
can be inhibited selectively'*. Promising results have
also been achieved in a phase Il study in heavily
pretreated patients with relapsed or refractory
Ph/BCR-ABL positive ALL with haematological re-
sponse in 19 out of 32 patients'®. Clinical responses
were correlated to MRD levels in bone marrow and
peripheral blood'®. Thus quantitative PCR provides
an option for continuous monitoring of the thera-
peutic effects of STI571. Oral treatment with STI571
is generally well tolerated and feasible also in elderly
patients. Based on these promising results phase I
studies in patients with de novo Ph/BCR-ABL posi-
tive ALL have been started. Several approaches such
as treatment with ST1571 in patients with MRD after
induction therapy or after BMT or parallel to induc-
tion chemotherapy will be evaluated.

Antibody treatment

ALL blast cells express a variety of specific antigens
such as CD20, CD19 and leukemia-specific combi-
nations of antigens which may serve as targets for
treatment with monoclonal antibodies (MoAbs).
A prerequisite for Ab therapy is the presence of the
target antigen on at least 20-30 %, preferably > 50 %
of the blast cells. The largest experience exists with
Rituximab, a MoAb to CD20, which is expressed on
normal and malignant B-cells. It exerted significant
antitumor activity in Non-Hodgkin’s lymphoma.
CD20 (> 30% of the cells) is also expressed on
1/3 of B-precursor ALL blasts, particularly in the el-
derly patients (40-50 %), and the majority of mature
B-ALL blast cells (70-80%). This provides a rationale
to explore the potential role of treatment with Rit-
uximab in B-precursor ALL, mature B-ALL and
Burkitt’s lymphoma. Further Abs [B43(Anti-CD19)-
Genistein, B43(Anti-CD19)-PAP; Anti-B4-bR (Anti-
CD19) in B-Lineage ALL and Anti-CD52 antibodies
(Campath-1H) and Anti-CD7-Ricin in T-lineage
ALL] have been investigated in phase I-1l pilot trials
in ALL'. Antibody treatment could have a potential
role in the treatment of elderly ALL patients in whom
intensive chemotherapy is limited and could be ad-
ministered as single agents or in combination with
chemotherapy, for purging and as post-transplant
therapy.
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COMPLICACIONES INFECCIOSAS DEL TRASPLANTU

HEMOPOYETICO
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La morbimortalidad asociada a las infecciones en
el trasplante de progenitores hemopoyéticos (TPH)
tanto autélogo (TAPH) como alogénico (alo-TPH),
ha disminuido considerablemente en los tltimos
afios debido a un mejor conocimiento de los facto-
res de riesgo, de la recuperacién inmune, del patrén
de infeccién segun la fase evolutiva del TPH, y a la
introduccién de nuevos y mas efectivos antimicro-
bianos. Estos avances junto con el empleo de pro-
genitores de sangre periférica, deplecién linfoide T
(DLT), factores estimulantes, inmunodepresores
mas potentes, han reducido la mortalidad asociada
al trasplante y permitido la ampliacién de indica-
ciones de TPH. Sin embargo, las infecciones conti-
ndan siendo una de las complicaciones méas desta-
cables en estos pacientes’.

Factores predisponentes y patrones
de infeccién

Pretrasplante

La mayor parte de los receptores de un TPH estdn
inmunodeprimidos en el momento de iniciar el pro-
cedimiento, tanto por la enfermedad de base como
por los tratamientos recibidos (p. ej., analogos de
la purinas). Por ello es de suma importancia la bus-
queda exhaustiva de un foco infeccioso asintomati-
co, y la realizacién de tests seroldgicos frente a cito-
megalovirus (CMV), virus del herpes simple (VHS),
virus varicela zoster (VVZ), virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH), virus de Epstein-Barr (VEB),
virus de la hepatitis By C, y toxoplasma. Si el pa-
ciente presenta un proceso infeccioso, el TPH debe-
rd aplazarse hasta su resolucién.

Postrasplante

El periodo de reconstitucién inmunolégica des-
pués del TPH es muy variable y depende del tipo de
trasplante (TAPH o alo-TPH), de la fuente de pro-
genitores (sangre periférica o medula ésea), del régi-
men de acondicionamiento, del grado de histocom-
patibilidad entre donante y receptor, de la presencia
de EICH y de su tratamiento?. Por ello, la inciden-
cia de infecciones en el TAPH serd mucho menor que
en el alo-TPH. Mientras no esté reconstituida la fun-
cién inmune el paciente se halla en un estado de in-

munodeficiencia que afecta tanto a la inmunidad
celular como a la humoral. Ademads de la inmunode-
presidén, existen otros factores comunes a ambos
tipos de trasplante que aumentan el riesgo de
contraer infecciones, como son la intensidad del
régimen de acondicionamiento, la duracién de la
neutropenia, el grado de lesién de las barreras ana-
témicas, el estado seroldgico pre-TPH y el tipo de
enfermedad de base.

La alteracién en el nimero y funcién de los linfoci-
tos T predispone a las infecciones viricas. Esta alte-
racién en los linfocitos T persiste durante 6 meses
tras el alo-TPH y hasta 18 meses si se trata de un
alo-TPH con DLT. En el TAPH la inmunidad celular
se recupera a los 4-12 meses. Los niveles de inmuno-
globulinas después de un TPH son también anorma-
les. En el alo-TPH la IgG esta disminuida durante
9 meses (18 meses si es un alo-TPH con DLT). Los
pacientes con EICH crénica mantienen niveles de
IgG bajos mientras persiste dicha complicacién. Ello
predispone a infecciones por gérmenes encapsula-
dos. El défikke persistente de IgA aumenta la predis-
posicién a infecciones de las barreras mucosas. Se
conoce peor la evolucién de la inmunidad humoral
después de un trasplante autélogo pero la hipogam-
maglobulinemia persiste durante 3-4 meses.

A partir del dia del TPH (dia 0), en funcién de los
factores de riesgo antes mencionados, y de la recu-
peracién inmune se distinguen tres fases evolutivas
en las que predominan determinados tipos de in-
feccién® (tabla 1).

Periodo neutropénico. Dias 0-30

La neutropenia es el principal factor de riesgo du-
rante este periodo. El riesgo de infeccién aumenta
con la severidad de la neutropenia (mayor si
<100 wl), la rapidez con que se produce y la dura-
cién de la misma. La duracién media de la neutro-
penia (< 500 pl) después del TPH es de 2-3 sema-
nas. Los patégenos mds frecuentes en esta fase son
las bacterias, Candida sp. y VHS. Entre las bacterias,
los organismos gramnegativos (Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter cloacae) y/o
organismos grampositivos (Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, Corynebacte-
rium, Fusobacteria, Propionibacteria) pueden causar
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Tabla 1. Riesgo de infeccién en el receptor de un trasplante hemopoyético

Periodo

Agentes infecciosos

Periodo neutropénico (dias 0-30)

Periodo intermedio (después del implante medular, dias 30-100)

Periodo tardio (> 100 dias post-TPH)

Bacterias

Hongos
Candida sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.

Virus
VHS, VRS

Protozoos
Toxoplasma gondii
Bacterias

Virus
CMV, WZ, HHV-6, VRS, Adenovirus, BK virus

Hongos

Aspergillus sp., Pneumocystis carinii
Protozoos

Toxoplasma gondii

Bacterias encapsuladas
S. pneumoniae, H. influenzae

Virus
WZ, CMV,VRS
Hongos
Pneumocystis carinii, Aspergillus

Protozoos
Toxoplasma gondii

sepsis, neumonia, orofaringitis, infecciones periana-
les-perirrectales, sinusitis e infecciones cutdneas. En
pacientes con inmunodeficiencias previas (p. ej.,
anemia apldsica, inmunodeficiencia severa combi-
nada) pueden observarse infecciones por Aspergillus
sp. en los primeros 30 dias post-TPH.

Periodo intermedio. Dias 30-100

Es el periodo que sigue al implante medular, inclu-
ye el segundo y tercer mes post-TPH y se caracteriza
por las infecciones viricas y flngicas. La inmunode-
presién post-TPH y la EICH aguda en el alo-TPH son
responsables de las infecciones de este perfodo. Des-
tacan por su frecuencia la infeccién por CMV, cistitis
hemorragica por adenovirus o virus BK, neumonfa
por Pneumocystis carinii, candidiasis diseminada y as-
pergilosis con afectacién de pulmén y senos para-
nasales. Las infecciones oportunistas por hongos
aumentan de forma alarmante si el periodo de neu-
tropenia ha sido prolongado.

Periodo tardio (> 100 dias post-TPH)

Después de los primeros 100 dias, el riesgo de in-
feccién depende de la rapidez en completar la recu-
peracién del sistema inmune, de la coexistencia o no
de EICH crénica y de la intensidad de su tratamien-
to. Las infecciones tardias suelen ser secundarias a
bacterias encapsuladas (Streptococcus pneumoniae y
Haemophilus influenzae), Aspergillus, Pneumocystis carinii
y WZ.

Microorganismos responsables
y manifestaciones clinicas

Bacterias. Patégenos bacterianos mds comunes

Las infecciones bacterianas en el TPH suelen ob-
servarse durante el periodo de neutropenia (dias
0-30). Los gérmenes implicados son los mismos que
se observan en pacientes neutropénicos por otras
causas. Al igual que en éstos, a lo largo de los dlti-
mos afios se ha asistido a una disminucién de las
infecciones causadas por gramnegativos, y a un au-
mento de las originadas por grampositivos; en parti-
cular S. epidermidis, S. aureus 'y S. viridans, causantes del
68 % de las bacteriemias en el TPH (3). El principal
reservorio de estos gérmenes es el tracto oro-gas-
tro-intestinal, y las bacterias responsables pueden
proceder de la flora propia del paciente o haberse
adquirido durante su ingreso. La colonizacién de
orofaringe o estémago se ve facilitada por la previa
administracién de antibidticos de amplio espectro
y/o el uso de antidcidos y de antagonistas de los re-
ceptores H2 que suprimen la produccién de 4cido
clorhidrico. La colonizacién intestinal por C. difficile
toxigénico no es infrecuente en nifios sometidos a
TPH con la flora intestinal alterada por los antibiéti-
cos. El uso universal de catéteres venosos centrales
(CVC) durante largos periodos de tiempo ha contri-
buido notablemente al aumento global de estas in-
fecciones, sobre todo de las causadas por S. epider-
midis. Las sepsis por S. viridans suelen originarse en la
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orofaringe como complicacién de la mucositis. Al-
gunos de estos pacientes desarrollan un sindrome de
distrés respiratorio del adulto que, en el 12% de los
casos conlleva la muerte del individuo. Después del
implante y de la recuperacién leucocitaria S. pneu-
moniae y H. influenzae son causa de infecciones pul-
monares tardias en el 27 % de los largos supervivien-
tes; incidiendo predominantemente en aquellos con
EICH crénica®. Existen otros gérmenes que por sus
caracteristicas propias cabe mencionar pero que son
poco frecuentes (Listeria monocytogenes, Legionella sp.,
Nocardia sp. y Mycobacterias).

Hongos

La prevalencia de infeccién flingica invasiva de-
mostrada en autopsias de pacientes sometidos a
TPH durante las dos ultimas décadas oscila en torno
al 25%°. Son factores predisponentes la inmunode-
presién, la administracién de antibidticos de amplio
espectro, el uso de CVC durante largos periodos de
tiempo, la administracién de nutricién parenteral, la
desnutricién, la alteracién de las barreras anatémi-
cas (piel y mucosas) y la neutropenia prolongada®.
Por todo ello, estas infecciones pueden suceder en
cualquier periodo post-TPH. En el periodo precoz la
neutropenia es el principal factor de riesgo, en los
otros perfodos la infeccién fingica estd relacionada
con la presencia de la EICH y su tratamiento. Los
hongos patégenos mas comunes en el contexto del
TPH son la Candida sp.”® y el Aspergillus sp.®'°. Las in-
fecciones por Trichosporon beigelli, Fusarium, Acremo-
nium, Alternaria y Cryptococcus neoformans son menos
frecuentes'’.

Candida sp.

Como se ha mencionado el riesgo de infeccién
candidiasica esta unido a la neutropenia. Ocurre en
10-25 % de los pacientes y conlleva un pronéstico
desfavorable (39 % de mortalidad si sélo hay candi-
demia y hasta 90 % si existe invasién tisular). En el
TPH suele colonizar las superficies mucocutdneas
que acttian de puerta de entrada asi como los CVC.
En el TPH la forma mds frecuente de candidiasis es
la diseminada con afectacién de higado, bazo, ri-
fién, corazdn, tracto gastrointestinal, pulmén, piel y
cerebro. A pesar de ser una infeccién tan extensa, los
sintomas no son especificos, lo que hace que el diag-
ndstico sea dificil. El cuadro de candidiasis crénica
hepatoesplénica rara vez se observa en el contexto
del TPH.

Aspergillus sp.

La infeccién por Aspergillus sp. tiene una incidencia
inferior al 6 % en el TPH. Sin embargo, es la infeccién
mds temida con una mortalidad de casi el 100 %.
Ademds de los factores de riesgo antes descritos y
comunes a todos los hongos, hay que anadir la ex-
posicién ambiental, ya que se trata de un organis-
mo ubicuo en el medio. Se han descrito epidemias de

aspergilosis en hospitales coincidiendo con periodos
de obras o cambios en los sistemas de ventilacién.
Esta infeccidn se establece por inhalacién de coni-
dias de Aspergillus en el tracto respiratorio. En el alve-
olo pulmonar, dichas conidias germinan y forman
hifas. Las especies mds frecuentemente aisladas son
Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus. La afectacion
pulmonar por Aspergillus sp. puede desarrollarse
como una enfermedad invasiva (la més frecuente en
el TPH), como un proceso saprofitico, o como una
aspergilosis broncopulmonar alérgica. Los signos cli-
nicos tampoco son especificos y se precisa un alto
indice de sospecha para facilitar un diagnéstico pre-
coz. Este organismo tiene predileccién por invadiry
obstruir los vasos sanguineos produciendo infartos y
necrosis. Los sintomas en consecuencia pueden ser:
fiebre, disnea, tos, dolor pleuritico y hemoptisis. Las
pruebas de imagen son de gran ayuda diagndstica.
No son infrecuentes las aspergilosis localizadas en
senos paranasales (15% del total). Esta afectacién
puede ser destructiva y extenderse a paladar, érbitas,
tejidos blandos y base del cerebro. Es frecuente la di-
seminacién a partir de pulmdén o de los senos sien-
do el SNC es el 6rgano mds afectado (meningitis,
meningoencefalitis, abscesos hemorragicos).

Virus

Los virus, y en especial los herpesvirus, con fre-
cuencia complican los TPH favorecidos por la fase
de inmunodepresién post-TPH'?"3.

Herpesvirus

Los herpesvirus son un grupo de virus muy comu-
nes a los que la mayoria de la poblacién esta ex-
puesta en las etapas mds tempranas de la vida.
Como virus latente, su genoma viral permanece en la
célula infectada durante toda la vida del individuo,
con posibilidad de reactivarse y expresarse durante
perfodos de inmunodepresién. La potencial oncoge-
nicidad de estos virus es de especial relevancia en
los pacientes sometidos a TPH, ya que puede pro-
ducirse una proliferacién celular incontrolada cuan-
do los mecanismos de vigilancia inmune normales
estdn alterados. Dada la inefectividad de la inmuni-
dad humoral en los virus asociados a células, el me-
canismo de defensa mds importante frente a estos
agentes es la inmunidad celular, en concreto las cé-
lulas T citotdxicas especificas.

Virus herpes simple (VHS). Alrededor del 80 % de los
pacientes que reciben un TPH son seropositivos
para el VHS pre-TPH. Las reinfecciones se observan
enla 22-3.* semana post-TPH aunque también pue-
den observarse mds tarde en periodos de intensa in-
munodepresién. Antes de la introduccién del aciclo-
vir el 70% de los pacientes desarrollaban mucositis,
con ulceras extensas en el paladar, lengua, labios,
nariz e incluso neumonias fatales. Las infecciones
por VHS tipo 2, con afectacién genital y perineal son
menos frecuentes.
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Citomegalovirus (CMV). Es uno de los agentes infec-
ciosos que con mas frecuencia se detectan en el cur-
so del TPH alogénico. Su infeccién ocurre entre el im-
plante y el dia +100. En el trasplante alogénico la
infeccién puede producirse por la transmisién del vi-
rus de un inéculo de un donante seropositivo a un re-
ceptor seronegativo. El estado serolégico del donan-
te parece ser de menos importancia que en el
trasplante de érganos sélidos ya que el virus no se
transmite tan facilmente por los progenitores hemo-
poyéticos como por dichos érganos. Incluso es posi-
ble que la seropositividad del donante tenga un efec-
to protector. La transmisién del virus a través de los
productos sanguineos desempefa un papel mds im-
portante en el TPH que en los trasplantes de érgano
sélido por su elevado requerimiento transfusional.
Por ello, si el receptor es seronegativo, se administra-
rd todo el soporte transfusional peritrasplante con
productos CMV negativos o, en su defecto, produc-
tos desleucocitados, aunque esta tltima medida no
sea tan eficaz. Con todo, los pacientes que se infec-
tan con mas frecuencia son los seropositivos pre-
trasplante que presentan una reactivacién del virus
enddgeno. Otro factor de gran importancia para la
infeccién por CMV es el tipo de inmunodepresién'
El empleo de esteroides tiene un efecto minimo en la
reactivacion virica. La ciclosporina Ay el FK506 tam-
bién tienen poco efecto en la reactivacién virica, aun-
que pueden perpetuar la replicacién después de que
se haya producido reactivacién. Los agentes capaces
de inducir reactivacién son la globulina antitimociti-
cayel OKT3. Ello es debido a la marcada disminu-
cién de la inmunidad celular al eliminar los linfoci-
tos T circulantes. Finalmente, la irradiacién corporal
total y la presencia de EICH aguda pueden favorecer
la reactivacién del CMV.

Las consecuencias de una primoinfeccién o reacti-
vacién pueden ir desde una infeccién asintomatica a
una afectacién multiorgdnica muy severa. Algunos
pacientes presentan un cuadro subagudo parecido a
la mononucleosis, que puede limitarse o evolucionar
y afectar uno o varios érganos con neumonia, he-
patitis, pancreatitis, esofagitis, gastritis, colitis, en-
cefalitis, mielitis transversa, o lesiones cutdneas. La
coriorretinitis por CMV, Frecuente en el paciente con
sida es infrecuente en el TPH y si ocurre lo hace de
forma mas tardia que las otras manifestaciones
(> 6 meses). La neumonfa intersticial relacionada
con el CMV es casi siempre fatal. Tipicamente ocu-
rre durante el 2.° mes del TPH (50-60 dias) y se pre-
senta con tos seca, hipoxemia, disnea y fiebre. La ra-
diologia inicial es la de un patrén intersticial que
rdpidamente se convierte en difuso. Ademads de las
manifestaciones clinicas, esta infeccién también tie-
ne efectos indirectos. En primer lugar, el CMV es un
virus inmunomoduladory acttia disminuyendo la in-
munidad y produciendo una inversién del cociente
CD4/CD8. En segundo lugar, puede producir leu-
copenia. Todo ello conduce a un riesgo adicional

de superinfeccién por bacterias oportunistas y hon-
gos. Excepcionalmente el CMV puede provocar el re-
chazo del injerto.

Virus de la varicela zoster (VVZ)

Afecta al 40 % de los TPH y, si no se trata, tiene
una mortalidad de hasta el 30 %. Aparece a partir
del segundo mes del TPH pero se han descrito ca-
sos afios después del mismo. Los factores de riesgo
mas importantes son la EICH aguda y crénica. Las
manifestaciones clinicas incluyen desde afectacién
cutdnea de una o varias metdmeras a la forma dise-
minada con, en ocasiones, afectacién visceral con
hepatitis, encefalitis y neumonia hemorragica.

Virus respiratorios

Estos virus pueden afectar a los pacientes someti-
dos a TPH con una frecuencia y periodo de apari-
cién que coincide con el mismo patron observado
en la comunidad y que puede variar de afio en afio.
En los dltimos afios se estd dando un interés cre-
ciente a este grupo de virus. Los sintomas mds co-
munes son los debidos a una afeccién de vias res-
piratorias altas aunque también pueden causar
neumonfas'>'.

Virus respiratorio sincitial (VRS). Puede aparecer en
forma de epidemias en unidades de trasplante y tie-
ne una mortalidad de hasta el 80 %. M4s frecuente
entre diciembre y febrero.

Parainfluenza e influenza. Ambos virus pueden causar
neumonias en ocasiones fatales.

Virus de Epstein-Barr (VEB)"”

Es un virus extremadamente comun, el 90% de la
poblacién adulta ha estado en contacto con él. El
virus permanece latente en los linfocitos B y la reac-
tivacién viral sucede durante los perfodos de inmu-
nodepresién. La infeccién de los linfocitos B por el
VEB provoca su proliferacién. En los pacientes inmu-
nodeprimidos, los linfocitos T citotéxicos especificos
contra el VEB no son capaces de controlar al virus,
produciéndose una proliferacién linfoide B policlo-
nal y con menos frecuencia monoclonal. Los linfoci-
tos afectados pueden ser tanto del donante como
del receptor. Los sindromes linfoproliferativos aso-
ciados al VEB ocurren en el 0,5% de los TPH alogé-
nicos. Son factores de riesgo para su aparicién la de-
plecién linfoide T, el uso de ATG o anticuerpos
anti-CD3 y la disparidad HLA. La mayor parte de los
casos se desarrollan alrededor del dia 70 post-TPH
aunque no son infrecuentes formas precoces (45 dias
post-TPH) o muy tardios (afios después del TPH).
Las precoces, se suelen presentar de forma agresiva
con fiebre y afectacién extranodal. Las tardias tienen
un curso mds indolente con febricula y adenopatias.

Diagnéstico
El diagnéstico de infeccién en el TPH no es siem-
pre facil debido a mudiltiples causas. En primer lugar
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Tabla 2. Evaluacién microbiolégica del paciente trasplantado con sospecha de infeccién

Examen microscopico Cultivos Otros
Tincidn Tincion de Tincion
Muestra de Gram Micobacterias de hongos Aerobio Anaerobio Micobacterias Hongos Virus
Sangre XX XX XX XX XX AgCMV, criptococo
Orina XX X XX X X X Ag Legionella
Esputo XX X X XX X X X
BAL XX XX XX XX X XX XX XX Cultivo Legionella y
Mycoplasma, PCP, VRS
Herida XX X X XX X X X
Lesién XX X X XX X X X AgVHS
Liquidos
orgdanicos
o tejidos XX XX XX XX XX XX XX XX
LCR XX XX XX XX XX XX Ag criptococo, tincién
tinta china
Punta CVC XX
Heces XX Examen huevos y

pardsitos, toxina
Clostridium difficile

XX: exdmenes bdsicos; X: exdmenes opcionales.

Adaptada de La Rocco MT, Burgest §J. Clin Microbiol Rev 1997; 10: 288.

suele ser dificil el practicar exploraciones diagndsti-
cas invasivas en estos pacientes debido a su estado
critico. En segundo lugar muchas infecciones son
causadas por microorganismos de dificil diagndsti-
co. En los hospitales donde existen unidades de TPH
los microbiélogos deben tener amplia experiencia
en bacteriologia, micologia, parasitologia, virologia
y serologfa. Finalmente, en un porcentaje no desde-
fiable de casos (30-40 %) el episodio febril no se
debe a una infeccién. En cualquier caso, el diagnés-
tico de infeccién en estos pacientes exige un elevado
indice de sospecha, ya que su evolucién puede ser
rdpidamente fatal si no se instaura un tratamiento
adecuado.

Las causas de infeccién en el TPH son variables 'y
dependen del tipo de trasplante y del momento cro-
noldgico de aparicién como se ha mencionado an-
tes. En la tabla 2 se enumeran las muestras que se
deben obtener para detectar los posibles patégenos
en caso de sospecha de infeccién. Es importante su
transporte rapido al laboratorio. Cuando existe fie-
bre sin focalidad infecciosa deben obtenerse mues-
tras de sangre y orina para cultivos de bacterias,
hongos y virus. Un cultivo puro de > 10* CFU/ml en
orina es indicativo de bacteriuria. En los pacientes
con sintomas respiratorios o con alteraciones radio-
|6gicas pulmonares una adecuada muestra de espu-
to permitird el diagndstico de hasta el 75% de neu-
monias bacterianas. Debera efectuarse tincién de
Gram, cultivo, tincién de Ziehl-Neelsen, cultivo para
micobacterias, anticuerpos por fluorescencia directa
y cultivo de Legionella sp. El estudio de esputo es de

menor ayuda en el diagnéstico de infeccién por hon-
gos, virus y Nocardia sp. Con todo, el lavado bronco-
alveolar (LBA) o la biopsia bronquial, serd, en mu-
chos casos el mejor método diagndstico en las
infecciones pulmonares (tabla 2). El diagndstico de
infeccién fungica puede obtenerse a partir del aisla-
miento del organismo, la deteccién serolégica del
anticuerpo o antigeno o la evidencia histopatolégica
de invasién. El método de centrifugacién-lisis facili-
ta el aislamiento en sangre de hongos (excepto As-
pergillus sp). Recientemente han aparecido mdltiples
tests serolégicos para la deteccién de hongos pero
su valor estd en controversia. Los tnicos efectivos
para el diagndstico son aquellos que permiten la
deteccién del antigeno polisacdrido circulante de
Cryptococcus neoformans y la deteccién, en suero y ori-
na, del antigeno de Histoplasma capsulatum. Es de des-
tacar que los estudios radioldgicos son de gran uti-
lidad en el diagndstico de las infecciones flingicas,
en particular la tomografia computarizada (TC)
ante la sospecha de aspergilosis invasiva.

Las aproximaciones diagndsticas para las infeccio-
nes viricas incluyen tests serolégicos, cultivos y exa-
men histolégico de tejidos. La utilidad del diagndsti-
co seroldgico en el paciente infectado se ve limitada
por el tiempo necesario para que se produzca la res-
puesta inmunoldgica y la escasa produccién de anti-
cuerpos, debido al estado de inmunodepresién. El
tiempo necesario para que los virus del grupo her-
pes, en particular el CMV, expresen su efecto cito-
patico en cultivos celulares hace que los métodos
virolégicos cldsicos sean de poca utilidad practica.
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La técnica de shell vial acorta este tiempo; lamenta-
blemente sélo es Util para muestras respiratorias,
de orina y liquidos biolégicos ya que la sangre alte-
ra el proceso ofreciendo resultados subéptimos.
Existen dos técnicas més recientes'®, la antigenemia
y la PCR que son muy Utiles para la deteccién precoz
de la viremia por CMV. La antigenemia utiliza anti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina
del matrix/tegumento pp65 del CMV y se efectiia en
muestras de leucoconcentrado. El ndimero de granu-
locitos y monocitos infectados que reaccionan con
el anticuerpo parece que se correlaciona con el gra-
do de enfermedad pudiendo ser detectados una se-
mana antes de que aparezca la enfermedad citome-
gélica.

Medidas preventivas

Las medidas preventivas de la infeccién deben en-
caminarse hacia la descontaminacién de gérmenes
enddégenos y la prevencidn de la adquisicién de exd-
genos. Las medidas mas importantes son el lavado
de manos, la higiene oral, las dietas con bajo conte-
nido bacteriano, los antibidticos orales para la des-
contaminacién intestinal selectiva aerobia y la fil-
tracién del aire™.

Tratamiento?®

Periodo neutropénico

El tratamiento inicial de un paciente neutropénico
(neutrdfilos < 500/1) con fiebre (> 38 °C) o con sos-
pecha clinica de infeccién sin focalidad infecciosa,
consiste en una cobertura empirica con antibidticos
de amplio espectro. Pueden escogerse distintos re-
gimenes: 1) Betalactdmico antipseudomdnico mas
un aminoglucésido; 2) los anteriores mas un gluco-
péptido, o 3) monoterapia con un carbapenémico.
Para pacientes alérgicos a la penicilina puede utili-
zarse la combinacién de vancomicina y aztreonam.
Si la fiebre persiste tras 5 dias de tratamiento y los
cultivos son negativos se debe afiadir anfotericina B
de forma empirica. Los antibiéticos deben suspen-
derse cuando el paciente alcance > 500 neutréfi-
los/ul o bien si el paciente estd afebril y estable du-
rante 5-7 dias de tratamiento aunque persista la
neutropenia.

En este periodo no son infrecuentes las infecciones
fungicas. En caso de candidiasis diseminadas el far-
maco de eleccién es la anfotericina B a la que pue-
de asociarse 5-fluorocitosina. Si existe una aspergi-
losis invasiva las posibilidades de éxito radican en un
diagnéstico precoz, dosis elevadas de anfotericina B
y la recuperacién de la granulocitopenia. Si existe
una lesién tnica puede beneficiarse de exéresis qui-
rargica. En el caso de que poder administrar las do-
sis previstas de anfotericina B por toxicidad renal, o
por progresion de la infeccién, deben emplearse las
formulaciones lipidicas o liposomales de anfoterici-
na B a pesar de su elevado coste. El itraconazol es un

nuevo triazol con actividad demostrada contra el As-
pergillus sp. Sin embargo, su presentacién oral lo
hace de escasa eficacia en estos pacientes que a me-
nudo presentan aclorhidria gastrica y mucositis. En
pacientes con infecciones graves durante este perio-
do, el empleo de factores estimulantes de colonias
granulocitarias (G-CSF) o el factor estimulante de
colonias granulocitico-macrofagicas (GM-CSF) pue-
de ayudar al control de la infeccién.

La profilaxis con aciclovir en los pacientes seropo-
sitivos para VHS pre-TPH ha reducido notablemente
las infecciones por este agente.

Periodo intermedio

En este periodo el microorganismo mds importan-
te es el CMV2122_ Por ello debe hacerse énfasis en
las medidas preventivas como son la administracién
de productos CMV negativos o, en su defecto, el uso
de filtros de alta eficacia para el soporte transfusio-
nal en receptores seronegativos. El tratamiento pre-
ventivo ha sido uno de los grandes avances en este
campo y consiste en el tratamiento de la infeccién,
detectada por antigenemia o PCR en sangre o en
LBA, con ganciclovir o foscarnet antes de que apa-
rezca la enfermedad. Si se desarrolla una neumonia
intersticial por CMV el tratamiento con ganciclovir
asociado a inmunoglobulinas permitird su control
en el 30-50% de los casos. Este mismo tratamiento
se aplica a casos de enteritis por CMV. De menor im-
portancia son las infecciones por VWZ que serdn tra-
tadas con aciclovir. También en este periodo apare-
cen infecciones flingicas cuyo tratamiento se ha
descrito anteriormente.

Periodo tardio

En los pacientes con EICH crénica debera efec-
tuarse siempre profilaxis de los gérmenes encapsula-
dos (Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae)
con penicilina oral o antibioticoterapia rotatoria. La
infeccién por Toxoplasma gondii puede aparecer en
cualquier periodo post-TPH. Es importante su diag-
nostico precoz al ser una infeccién potencialmente
mortal que con un tratamiento adecuado (sulfadia-
cinay pirimetamina) es curable.
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ESTADO ACTUAL DE LOS SUSTITUTOS CELULARES
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Sustitutos de los hematies

En los dltimos 30 afos se ha venido trabajando in-
tensamente en el desarrollo de un posible sustituto
de los hematies humanos. La complejidad y diversi-
dad de funciones realizadas por estas células ha
hecho que, atin hoy, no se haya conseguido un com-
pleto y verdadero sustituto. No obstante, en el cur-
so de estos afios se han ido produciendo una serie
de productos que en algunos casos son capaces de
reemplazar parcial y temporalmente a los hematies
en la funcién que les es mds propia, el transporte de
O,. Por esta razén, aunque el término “sustitutos
de los hematies” es aceptable, parece mas adecuado
referirse a ellos como soluciones transportadoras de
oxigeno'. Basicamente, son tres los tipos de pro-
ductos desarrollados: las soluciones de hemoglobi-
na (Hb) libre, los perfluorocarbonos (PFC) y, mds
recientemente, una variante de las primeras, las he-
moglobinas encapsuladas en liposomas.

Soluciones de Hb libre

Las soluciones de Hb libre fueron consideradas
como el sustituto natural de los hematies. Se sabia
que los animales podian sobrevivir a la exanguina-
cién cuando eran transfundidos con soluciones de
Hb, pero no cuando sélo recibian sustitutos del
plasma. Los primeros experimentos realizados con
estas soluciones se llevaron a cabo con Hb humana
libre de estromas obtenida a partir de sangre cadu-
cada. Esta Hb se preparaba lisando hematies en un
medio hipotdénico y eliminado las estromas residua-
les a través de diferentes procedimientos que iban
desde la centrifugacién simple hasta la filtracién y
la extraccién quimica. Pronto se vio que la utilidad
de este potencial sustituto iba a ser muy limitada de-
bido a los inconvenientes que comporta la utiliza-
cién de Hb libre de su envoltura celular:

1. Aclaramiento intravascular rapido de la Hb extracelu-
lar. La molécula de HbA (PM 64 kDa) es un tetrdme-
ro constituido por cuatro cadenas de globinas, 2ay
2[3, unidas a un grupo hem. Fuera del hematie, esta
molécula se disocia en dos dimeros a-B (PM
32 kDa) que atraviesan con gran rapidez el gloméru-
lo renal. La Hb no filtrada es finalmente eliminada a
través del sistema mononuclear fagocitico en forma
de complejos Hb-haptoglobina.

2. Efectos hipertensivos. Estos efectos se deben a la
unién de la Hb libre con el éxido nitrico (ON) o fac-
tor relajante del endotelio vascular, que comporta
una vasoconstricciéon. También parecen contribuir
las interacciones de la Hb con la endotelina o re-
ceptor adrenérgico responsable del tono vascular.
Aunque, en principio, supone una desventaja, algu-
nas empresas han aprovechado este efecto para in-
vestigar su posible beneficio en pacientes afectados
de shock séptico y shock hemorragico. La unién Hb
libre-ON también parece responsable de las moles-
tias gastrointestinales relacionadas con el tono mus-
cular observadas en algunos pacientes.

3. La Hb libre muestra una afinidad por el O; muy
superior a la de la Hb celular. La pérdida con las es-
tromas del regulador 2,3-difosfoglicerato y un pH
del plasma mas alcalino que el intraeritrocitario difi-
cultan la liberacién del O, transportado por esta Hb.

4. Entre los inconvenientes menores, o no suficiente-
mente probados, cabe sefialar: a) una presién os-
mética coloidal elevada que impide su empleo a
concentraciones superiores a 7 g/dl; b) la progresiva
oxidacién de la Hb a metahemoglobina que obliga
a conservarla en ambientes carentes de O; c) la in-
munogenicidad, y d) el posible efecto potenciador
de la sepsis bacteriana observado en experimentos
animales, que parece relacionado con una altera-
cién de la funcién fagocitica inducida por la Hb libre
o con un aumento del crecimiento bacteriano propi-
ciado por el aporte de hierro que ésta realiza.

Finalmente, y en relacién con las posibles fuentes
de obtencién de las soluciones de Hb libre, cabe
afadir que en el caso de las de procedencia humana a
partir de sangre caducada, es imposible plantearse
una produccién a gran escalay, lo que es mas im-
portante, esta fuente acarrea con los mismos riesgos
de transmisién de enfermedades que los hematies
humanos. Las soluciones de procedencia bovina no es-
taban sujetas a limites de produccién, pero la irrup-
cién de la nueva variante de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob supone un obstdculo para su
empleo que, por el momento, parece insalvable, a
pesar de que sigue sin demostrarse la posible trans-
misién de la enfermedad a través de la sangre. En el
caso de la Hb recombinante falta por determinar si po-
dria asumirse la produccién que se estima necesaria
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(mds de 100 g de Hb recombinante equivaldrian a
dos unidades de concentrados de hematies), y que-
da por asumir el nivel de purificacién exigible para
asegurar la ausencia de endotoxinas bacterianas.
Para solucionar algunos de estos problemas se
han introducido una serie de modificaciones quimi-
cas en la estructura de la molécula de Hb que evitan
la disociacién del tetramero y la rapida filtracién
glomerular de los dimeros y monémeros resultantes.

Estabilizacion interna del tetrdmero

Esta modificacion se basa en la creaciéon de enla-
ces quimicos entre las cadenas polipeptidicas « y/o
B para conseguir tetrameros estables.

La solucién conocida como HemAssist o DCLHb
(Baxter) consiste en una Hb humana estabilizada
mediante la formacién de enlaces fumarato entre las
dos cadenas a (lisina 99« y lisina 99 a,)’. La pro-
duccién de esta solucién de Hb fue patrocinada por
la armada de Estados Unidos que contraté a la em-
presa Baxter para su desarrollo. La vida media en
humanos es de unas 12 h. En marzo de 1998 se in-
terrumpié temporalmente la produccién de HemAs-
sist al detectarse una tasa de mortalidad y de morbi-
lidad superior en el grupo de pacientes tratados con
esta solucién en un ensayo en fase Ill efectuado en
pacientes con hemorragia secundaria a un trauma-
tismo®. Se concluyé que el efecto vasopresor de la
solucién habria podido ser determinante en la evo-
lucién de los pacientes, ya fuera por incremento de
la hemorragia o por hipertensién y, en cualquier
caso, por disminucién del grado de perfusién tisular.
En septiembre del mismo afio se dio por finalizada la
produccién con caracter definitivo.

La empresa Somatogen produjo una Hb recombi-
nante (Optro o rHb1.1) que se apoya en una mo-
dificacién similar a la de la Hb HemAssist para
conseguir estabilizar el tecramero’. Las cadenas se
mantienen unidas mediante un enlace covalentey, a
la vez, se ha introducido un cambio de aminodcido
en las cadenas 3 (asparagina 108/lisina 108) que da
lugar a una molécula de Hb idéntica a la Hb presbi-
teriana, con una afinidad por el O; similar a la de la
Hb celular. Los primeros ensayos realizados mostra-
ron, entre sus efectos indeseados més destacados, la
aparicién de complicaciones gastrointestinales, pro-
bablemente relacionadas con una alteracién de la
musculatura lisa, en forma de contraccién de los es-
finteres del eséfago y del intestino. Este efecto se re-
laciond con la accién quelante de la Hb acelular por
el 6xido nitrico (ON). Optro estaba siendo examina-
da en ensayos en fase Il cuando Somatogen fue ad-
quirida por Baxter quien decidié interrumpir la pro-
duccién y los ensayos clinicos para mejorar el
desarrollo del producto.

Polimerizacion
Consiste en la creacién de polimeros a través de
enlaces entre los tetrdmeros de Hb que dan como

resultado unas moléculas con un PM muy superior.
Una de las sustancias mas empleadas para la poli-
merizacion es el glutaraldehido con el que se consi-
guen polimeros de Hb formados por dos a seis te-
trameros (PM 130-400 kDa), con una vida media de
40-46 h.

Los laboratorios Northfield fueron una de las pri-
meras comparfifas implicadas en el desarrollo comer-
cial de transportadores de O, en 1980 y, actualmen-
te, después de la interrupciéon del HemAssist de
Baxter, es quien dispone de resultados més avanza-
dos, basados en ensayos en fase Ill. La solucién de
Hb, denominada PolyHeme, se obtiene de hematies
humanos, y la Hb purificada se hace reaccionar con
piridoxal fosfato para reducir su afinidad por el
O, antes de polimerizarla con glutaraldehido®. Una
unidad consiste en 50 g de Hb en 500 ml, con una
concentracién aproximada de 10 g/dl. Es iso-oncé-
tica respecto a la sangre y posee una viscosidad lige-
ramente superior a la del agua. Su vida media es de
unas 24 hy su principal aplicacién parece ser en la
reposicion de sangre de los pacientes con hemorra-
gia secundaria a politraumatismo. Actualmente se
estdn efectuando ensayos en fase Il disefiados para
esta indicacién. En septiembre de 1999, un total de
150 pacientes ya habfan sido tratados con PolyHe-
me, 53 de los cuales habfan recibido entre 6 y
20 unidades. No se observaron efectos adversos ma-
yores, ni disfuncién gastrointestinal. El tnico efecto
negativo observado en los pacientes que habian re-
cibido 20 unidades de PolyHeme fue la hemodilu-
cién significativa de los factores de coagulacién®?.

La compafifa Biopure también produjo hacia
1980 una Hb polimerizada con glutaraldehido (He-
mopure), cuya principal diferencia con aquélla es su
procedencia bovina’. Esta Hb no requiere reaccién
con el piridoxal fosfato, dado que la afinidad por el
O, de la Hb bovina es muy baja en presencia del ion
cloro. Una unidad de Hemopure contiene 30 g de
Hb bovina en 250 ml de una solucién iso-oncdtica
que posee una viscosidad ligeramente superior a la
del agua. Su principal aplicacién parece residir en
los programas de hemodilucién empleados en de-
terminadas cirugias que pretenden evitar o diferir la
transfusion de hematies hasta una fase en la que el
paciente esté estabilizado y la hemorragia haya cesa-
do. Actualmente se estdn efectuando, en Estados
Unidos y Europa, ensayos en fase Il/1ll en pacientes
de cirugfa cardiaca y no cardfaca, y un estudio mul-
ticéntrico en el que estdn implicados, ademas,
Canada y Sudéfrica, con pacientes en cirugia orto-
pédica electiva. Recientemente, se reporté la admi-
nistracién de esta solucién de Hb a una paciente
afectada de una anemia hemolitica autoinmune re-
fractaria al tratamiento inmunodepresor convencio-
nal en la que la solucién de Hb resulté efectiva, per-
mitiendo obviar la transfusién de sangre y mantener
estable a la paciente hasta que el tratamiento con ci-
closporina comenzé a resultar efectivo'®. En abril del
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Tabla 1. Soluciones transportadoras de oxigeno en estudio

Producto (empresa) Fuente de obtencién

Ensayo clinico Aplicaciones

PolyHeme (Northfield)
Hemopure (Biopure)
Oxyglobin (Biopure)
Hemolink (Hemosol)

PHP (Apex Bioscience)
PEG-Hb (Enzon)

Hb humana conjugada (PEG)
Hb bovina conjugada (PEG)

Hb humana polimerizada (glutaraldehido) Il

Hb bovina polimerizada (glutaraldehido) I

Hb bovina polimerizada (glutaraldehido)

Hb humana polimerizada (glutaraldehido) 1

Hemorragia en cirugia
11 Hemorragia en politraumatizados

Cirugfa ortopédica y cardiaca
Il Cirugfa. Anemia células falciformes
Hemodilucién

Aprobada  Veterinaria
Cirugfa cardiaca
Il Hemodilucién
1 Hipotensién inducida por ON
Ib Tumores sélidos para Tla

radiosensibilizacién

Tabla 2. Aplicaciones de las soluciones transportadoras
de oxigeno

Hemorragia aguda de causa quirirgica o secundaria a un
traumatismo

Hemorragia aguda en pacientes que no aceptan la
transfusién convencional (Testigos de Jehovd), con
problemas de compatibilidad, o en regiones con
infecciones endémicas

Hemodilucién normovolémica aguda
Shock séptico

Para aumentar el grado de oxigenacidn en: by-pass
cardiopulmonar, accidentes vasculares cerebrales,
crisis venoclusivas en la anemia de células
falciformes, etc.

Para preservary mejorar la conservacién de érganos ex vivo

Para potenciar el efecto de la radioterapia sobre ciertos
tumores sélidos

En ventilacién liquida parcial

Para estimular la produccién de hematies (eritropoyesis)

presente afio se ha hecho publico el anuncio de que
el Consejo africano para el control de medicamen-
tos ha autorizado en Sudéfrica la utilizacién del He-
mopure en pacientes con anemia aguda'’. Biopure
también dispone de un producto similar denomina-
do Oxypure, que fue aprobado en 1998 para su em-
pleo en veterinaria®®.

La comparifa canadiense Hemosol produjo una
solucién de Hb de procedencia humana (Hemolink)
polimerizada con glutaraldehido, pero que a su vez
es estabilizada mediante enlaces intratetraméricos'?.
Como las anteriores es iso-oncdtica y muestra una
viscosidad ligeramente superior a la del agua. Su
vida media es de unas 18-20 h. Su principal aplica-
cién también reside en los programas de hemodi-
lucién que se efecttian en determinadas cirugfas. Ac-
tualmente se estan llevando a cabo ensayos en
fase lll en Canadd, Reino Unido y Estados Unidos,

en pacientes intervenidos de by-pass aortocoronario
a quienes intraoperatoriamente se les extraen entre
1y 4 unidades autdlogas mientras se les mantiene
en hemodilucién con la ayuda complementaria del
Hemolink. Al final de la cirugfa, los hematies autélo-
gos son transfundidos. Hasta el momento se sabe
que unos 200 pacientes incluidos en el ensayo de Es-
tados Unidos han recibido Hemolink sin que se ha-
yan producido efectos adversos mayores, pero tam-
bién con una eficacia limitada (tabla 1).

Hemoglobinas conjugadas

Se basa en la unién de la molécula de Hb a gran-
des moléculas inertes como el dextrano, el polietilen-
glicol (PEG) y el polioxietileno. Esta modificacién su-
pone un aumento muy importante del PM de la
molécula resultante, reduce la antigenicidad y el re-
conocimiento por parte del sistema inmune e induce
un incremento de la viscosidad y de la presién on-
cética, propiedades que pueden resultar muy dtiles
para determinadas aplicaciones (tabla 2).

Apex Bioscience desarrollé la produccién de una
Hb conjugada con polioxietileno y modificada con
piridoxal fosfato (PHP) para su empleo en pacientes
afectados de shock séptico, gracias a su efecto hi-
pertensivo mediado por su accién quelante sobre el
ON'3. Por su parte Enzon ha desarrollado una Hb
conjugada con PEG (PEG-Hb) de procedencia bovi-
na'. Ambas estén siendo evaluadas en estudios pre-
clinicos, aunque el futuro de la Hb de Enzon, dada
su procedencia bovina es incierto.

En 1999, la comparifa Sangart comenzé a desa-
rrollar una nueva Hb conjugada con PEG (Hemos-
pan) que muestra como propiedades caracteristicas
una viscosidad, una presién oncética y una afinidad
por el O, muy elevadas™. Su evaluacién se encuentra
en fase preclinica.

Perfluorocarbonos
Son compuestos quimicos sintéticos andlogos a los
hidrocarburos, de estructura linear o ciclica en la que
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los d&tomos de hidrégeno son sustituidos por fluori-
nay, ocasionalmente, por otros halégenos. Su capa-
cidad para disolver el O; es entre diez y veinte veces
superior a la del agua o el plasmay, a diferencia de
la Hb, no reaccionan quimicamente con el O,(>%).

El caracter hidrofébico de estas moléculas las
hace insolubles en agua, por lo que deben ser emul-
sionadas antes de su aplicacién intravenosa. Suelen
combinarse con un surfactante, habitualmente un
fosfolipido, para conseguir una emulsién estable de
particulas de pequefio tamafio (submicrones). La
cantidad de O; disuelto estd en relacién directa con
la presion parcial de O,, de manera que aunque teé-
ricamente pueden disolver veinte veces mas O, que
el plasma, en el medio ambiente normal sélo disuel-
ven tres veces mds. Para compensar este inconve-
niente las emulsiones se exponen a una concentra-
cién de O elevada pero, aun asf, su capacidad de
transporte de O, se ve limitada por el hecho de que
la inspiracién de porcentajes de O superiores al
60 % puede inducir lesiones pulmonares.

Aunque los perfluorocarbonos (PFC) son biolégi-
camente inertes, los agentes emulsionantes pueden
no serlo totalmente y producir toxicidad. Asimismo
resulta complicado controlar el tamario de las parti-
culas que configuran el producto final, y las de ma-
yor tamafio plantean problemas de metabolizacién
en el sistema mononuclear fagocitico. Algunos PFC
activan el complemento y estimulan la secrecién de
citocinas inflamatorias que producen un sindrome
“flu-like” en algunos pacientes. También puede ob-
servarse una trombocitopenia moderada en los pa-
cientes que reciben dosis altas.

A diferencia de las soluciones de Hb, los PFC pue-
den obtenerse de forma totalmente sintética, ob-
viando la contaminacién con patégenos humanos.
Ademds, pueden producirse en grandes cantidades.

El primer perfluorocarbono (PFC) evaluado fue el
Fluosol-DA, desarrollado por Green Cross Corpora-
tion (Osaka, Japén) en colaboracién con Alpha The-
rapeutics (Los Angeles, CA). La FDA aprobé en
1989 su utilizacién en la angioplastia coronaria
transluminal percutdnea para oxigenar el lecho dis-
tal'®. Fue retirado del mercado en 1994 por proble-
mas relacionados con la preparacién del producto
y su estabilidad una vez reconstituido, y coincidien-
do con las mejoras introducidas en los catéteres em-
pleados en la angioplastia que comenzaron a ga-
rantizar una perfusién distal correcta. En otros
ensayos clinicos con pacientes afectados de hemo-
rragia aguda pudo comprobarse que el Fluosol era
capaz de transportar O, al tejido isquémico, pero no
introdujo ningtin beneficio en la evolucién de los pa-
cientes'”.

Los PFC de segunda generacién comenzaron a
evaluarse hace una década, mostrando una solubi-
lidad para el O, muy superior a la del Fluosol (hasta
5 veces mas), mayor estabilidad a temperatura am-
biente y menos toxicidad. Oxygent (Alliance Pharma-

ceutical) es un PFC que combina el perflubron (per-
fluoro-octil bromide) con fosfolipidos de yema de
huevo como surfactantes. Oxyfluor (HemaGen Diag-
nostics, Waltham, MA) es una emulsién trifasica de
perfluorodiclorooctano, triglicéridos y fosfolipidos
de yema de huevo®.

Actualmente sélo Oxygent estaba siendo evalua-
do, a través de ensayos clinicos en fase Il y lll, en pa-
cientes en programas de hemodilucién normovolé-
mica aguda en los que se pretendia conseguir una
hemodilucién extrema'®, pero el pasado mes de ene-
ro se interrumpieron los ensayos en fase Il al obser-
var una incidencia superior de los episodios de infar-
to en los pacientes tratados con este PFC*. Otra
posible aplicacién que estd siendo considerada es en
la hemorragia aguda intraoperatoria, donde el PFC
aportaria de manera transitoria el O, necesario has-
ta que la transfusién convencional u otras medidas
de soporte pudieran administrarse.

Las propiedades de los PFC pueden resultar es-
pecialmente Utiles en el contexto del by-pass cardio-
pulmonar, donde facilitarian una hemodilucién
maxima que permitirfa limitar la cantidad de sangre
expuesta al circuito del by-pass y potenciar el grado
de oxigenacién por el efecto sinérgico de la sangre
conservada y el PFC. La posibilidad de exponer el
PFC a concentraciones de O, del 100 % en el oxige-
nador proporciona una manera rdpida de cargar
éste con grandes cantidades de O». La vida media
intravascular de 6-12 h no supondria un inconve-
niente significativo porque resultaria suficiente par-
ta la mayorfa de procedimientos®. No obstante,
tras la subita interrupcién de los ensayos que se es-
taban efectuando, habrd que esperar a conocer los
planes de las empresas productoras de estos susti-
tutos.

Hemoglobinas encapsuladas

El dltimo paso en el disefio de un sustituto de los
hematies ha sido la fabricacién de liposomas que
contienen Hb. Por su reciente desarrollo, todavia se
encuentran en fase preclinica. Generalmente se em-
plea fosfatidilcolina para producir esferas bilamela-
res cargadas de una solucién de Hb. Ademas, suelen
afiadirse otros componentes como el colesterol que
incrementa la elasticidad de la envoltura y su persis-
tencia in vivo.

Esta nueva alternativa plantea interesantes venta-
jas respecto a las soluciones de Hb libre y los PFC:
una vida media mas prolongada, no requiere modi-
ficaciones como las requeridas por las soluciones
de Hb libre, pueden encapsularse simultdneamente
2,3-difosfoglicerato y metahemoglobina reductasa
para regular la afinidad por el O,y la tendencia a
oxidar la Hb libre. No obstante, las Hb encapsula-
das también plantean algunos inconvenientes: su fa-
bricacién resulta compleja y exige que los liposo-
mas finales sean uniformes en su tamafio y, por otra
parte, se desconoce el impacto que puede tener so-
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bre el sistema mononuclear-fagocitico la elimina-
cién de grandes cantidades de fosfatidilcolina. En
cualquier caso, estos seudoeritrocitos apuntan
como el producto que mejor reproduce la estructu-
ra de los hematies y, tal vez, el conjunto de sus fun-
ciones biolégicas™**.

Impacto de los sustitutos de los hematies
en los servicios de transfusién hospitalarios
y centros de donacién

Probablemente las primeras licencias para el em-
pleo de estos sustitutos de los hematies se produci-
ran para su aplicacién como transportadores de O,
en situaciones clinicas en las que habitualmente no
se emplean hematies, como la dilucién normovolé-
mica aguda o el by-pass cardiopulmonar, por lo que
el impacto inicial puede ser minimo. Sin embargo, su
predecible introduccién en el dmbito de la hemo-
rragia aguda secundaria a traumatismos o quirdrgi-
ca, hasta que el paciente, en una fase mds estable,
pueda requerir la transfusién de hematies alogéni-
cos, si que puede llegar a tener un impacto signifi-
cativo sobre la transfusién convencional. Los bancos
de sangre deberdn incorporar paulatinamente los
transportadores de O, que se vayan aprobando al
conjunto de productos y componentes sanguineos
empleados en hemoterapia. Habra que disenar nue-
vas gufas de indicaciones de los diversos transpor-
tadores de O, y, seguramente, habrd que redefinir
los umbrales de transfusién alogénica en los pacien-
tes tratados con estos sustitutos, ya que la con-
centracién de Hb reflejard tanto la Hb intraeritro-
citaria como extraeritrocitaria, cuyas caracteristicas
son muy diferentes. La llegada de nuevas generacio-
nes de sustitutos de los hematies con una vida
media mds prolongada (las Hb encapsuladas en li-
posomas, o conjugadas con PEG u otras macro-
moléculas, ya muestran una supervivencia potencial
superior) incrementard el nimero de indicaciones
posibles.

Aunque la seguridad de los hematies alogénicos,
en el momento actual, en lo que concierne a su ca-

Tabla 3. Sustitutos de las plaquetas y nuevos productos
plaquetarios

Nuevos productos plaquetarios
Plaquetas congeladas
Plaquetas conservadas en frio
Plaquetas tratadas con agentes fotoquimicos
Microparticulas plaquetarias
Plaquetas liofilizadas

Sustitutos de las plaquetas
Hematies recubiertos de fibrinégeno
o de péptidos RGD
Microcédpsulas o microesferas de alblimina recubiertas
de fibrinégeno
Agentes hemostaticos basados en liposomas

pacidad infectiva es muy elevada, la percepcién del
riesgo por parte de la sociedad, sigue siendo otra.
Ademads, muchos de los efectos adversos no infec-
ciosos de la transfusién, especialmente los de ca-
rdcter inmune, tienen una prevalencia significativa
que pueden decantar el interés por los sustitutos ce-
lulares. El coste de los sustitutos, en principio pue-
de influir sobre su posible difusién en el ambito hos-
pitalario, pero si se demuestra de forma evidente su
eficacia, los propios pacientes irdn demandando
su uso como ya ha sucedido con la autotransfusién
predepdsito, a pesar de no satisfacer, en muchos ca-
sos, los criterios de coste-eficacia.

Las condiciones permisivas de almacenamiento,
su mayor duracién y la compatibilidad universal de
los mismos podrian derivar su distribucién hacia los
servicios de farmacia hospitalarios, lo que podria
conllevar una pérdida de esta actividad que es pro-
pia del banco de sangre, asi como del personal ne-
cesario para llevarla a cabo. Aunque esta decisién
pudiera escapar a la voluntad de los expertos en
transfusién sanguinea, hay que intentar contrarres-
tarla familiarizindonos con estos nuevos agentes te-
rapéuticos, conociendo las ventajas e inconvenientes
de cada uno de ellos y sus indicaciones precisas, de
manera que su empleo hospitalario quede sujeto a
la valoracién y aprobacién del experto en Medicina
Transfusional.

El impacto sobre los centros de transfusién de-
penderd del tipo de productos que se vayan apro-
bando y de sus aplicaciones. En teorfa, si se incre-
mentan las indicaciones y la produccién de los
productos basados en PFC, Hb bovina o Hb recom-
binante, podria verse afectada la necesidad de ob-
tencién de sangre humana. Por el contrario, si los
productos de procedencia humana dominan el mer-
cado, los centros de transfusién deberian asumir un
nuevo reto como proveedores de Hb humana para
la fabricacién de soluciones de Hb libre. Sin embar-
g0, la reducida tasa de caducidad de hematies, difi-
cilmente serfa suficiente para proporcionar la canti-
dad de sangre necesaria, ni siquiera para fabricar la
cantidad de Hb libre que reemplazara un porcenta-
je minimo de las transfusiones alogénicas. Las eri-
trocitoaféresis podrian contribuir en parte a paliar
este déficit, pero serian insuficientes. Ante esta pre-
visible situacién se ha vuelto a plantear la posibi-
lidad de aceptar donantes de hematies remunera-
dos, una opcién nada recomendable desde el punto
de vista de los expertos en Medicina Transfusional,
por su cardcter involutivo en el proceso de supre-
sién de la donacién retribuida y de atentado contra
uno de los pilares més firmes de la seguridad trans-
fusional.

Nuevos productos derivados de las plaquetas
y sustitutos de las plaquetas

Los nuevos productos derivados de las plaquetas y
sustitutos de plaquetas se muestran en la tabla 3.
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Nuevos productos derivados de las plaquetas

Plaquetas congeladas

Aunque la congelacién de plaquetas es un proce-
dimiento aceptado, la congelacién-descongelacién
resulta mas compleja y mds cara que la utilizacién
de los concentrados de plaquetas conservados en
fase liquida. Por este motivo, la tnica indicacién que
ha justificado el empleo de esta alternativa es la con-
gelaciéon de plaquetas autdlogas en los pacientes
afectados de leucosis aguda con refractariedad in-
mune a las transfusiones de plaquetas. Las plaque-
tas congeladas en dimetil-sulféxido (DMSO) al
5-6 % pueden conservarse a -80 °C durante unos
10 afios. Un 75% de las plaquetas se recuperan tras
la descongelacién y una vez transfundidas en volun-
tarios sanos, la recuperacién 1 h después de la
transfusién es de un 33 %, con una supervivencia
media aproximada de 8 dfas. La congelacién induce
en las plaquetas una serie de cambios morfolégicos
y funcionales in vitro, pero en cambio mantienen su
accién hemostatica in vivo'®. Recientemente, se ha
demostrado que la adicién de inhibidores de la ac-
tivacién plaquetaria: amiloride, adenosina y nitro-
pruside sédico (ThrombosolTM LifeCell Corp., The
Woodlands, TX, USA) permite reducir la cantidad
de DMSO de un 6 a un 2% y mejorar sensiblemente
las caracteristicas de las plaquetas in vitro e in vivo?°.
En conjunto, los inconvenientes para su empleo
(coste superior, complejidad del proceso, menor re-
cuperacién) superan a su Unica ventaja (plaquetas
conservadas con una vida mas prolongada), por lo
que no es previsible que el uso clinico de esta alter-
nativa vaya a ir en aumento?'.

Plaquetas conservadas en frio

La conservacién de plaquetas a 4 °C retrasa el
crecimiento bacteriano, pero después de las prime-
ras 24 h se acorta su supervivencia in vivo y se pierde
parte de su capacidad hemostatica. Ambos hechos
se deben a la “lesién inducida por el almacenamien-
to” a4 °C, que se correlaciona con la activacién de
las plaquetas y con una serie de cambios morfolégi-
cos significativos?.

Una de las estrategias para prevenir la activacién
ha sido la inhibicién de las proteinas del citoesque-
leto, que estdn implicadas en la transformacién de
disco a esfera que se produce con el enfriamiento
de las plaquetas. A4 °C, y en presencia de citocala-
sina B y de un quelante del Ca*™", las plaquetas con-
servan su forma discoide y responden a la accién de
la trombina cuando se afiade el Ca*™ necesario para
sobrepasar el efecto del quelante. También se han
efectuado experimentos con plaquetas conservadas
a 4 °C a las que se ha anadido soluciones con-
teniendo efectores de segundos mensajeros, con re-
sultados preliminares prometedores. Una nueva
variante en estudio es la utilizacién de glucoprotei-
nas anticongelantes (“antifreeze glycoproteins” or

AFGP) obtenidas de peces adaptados a sobrevivir en
condiciones extremas en las regiones polares que
reducen la activacién asociada a la lesién por enfria-
miento. Los primeros resultados, no obstante, indi-
can ausencia de actividad hemostatica in vivo de este
tipo de plaquetas®.

Plaquetas tratadas con agentes fotoquimicos
Actualmente se estdn efectuando estudios en fa-
se |l sobre el efecto que ejerce en las plaquetas el
tratamiento de éstas con un agente fotoquimico y
la ulterior exposicién a luz ultravioleta (UVA), que se
efectda para inactivar las bacterias y virus que pu-
dieran estar presentes. En principio las plaquetas
tratadas parecen mostrar, in vitro, una accién he-
mostdtica correcta y, de confirmarse estas observa-
ciones, es probable que esta nueva modalidad de
plaquetas se imponga en un plazo corto*.

Microparticulas derivadas de las plaquetas

Las microparticulas plaquetarias son microvesi-
culas de la membrana que fueron descritas hace
mas de 30 afios, sin embargo su papel en la hemos-
tasia no habfa sido hasta ahora definido. Aparecen
en el curso del almacenamiento y pueden detectar-
se en los concentrados de plaquetas, en el plasma
fresco y en los crioprecipitados. Al igual que las pla-
quetas intactas, las microparticulas poseen activi-
dad procoagulante, se adhieren al subendotelio e in-
crementan la adhesién plaquetaria. Todas estas
propiedades las hacen buenas candidatas para in-
vestigar sus posibilidades como sustitutas de las pla-
quetas convencionales?.

Las primeras preparaciones de microparticulas
no resultaron efectivas desde el punto de vista he-
mostdtico e, incluso, producian un estrés importan-
te en los animales a los que eran perfundidas por
via intravenosa. Posteriormente, una nueva prepara-
cién se demostrd Util en conejos trombocitopénicos
sin morbilidad importante asociada.

Mas recientemente, una preparacion a base de pe-
quefias micoparticulas (< 1 wm de didmetro) ha
sido desarrollada con el nombre de “membranas
plaquetarias infundibles” o IPM (CyplexR. Cypress
Bioscience. San Diego, CA, USA)%. Estas membra-
nas se obtienen de plaquetas caducadas que tras ser
centrifugadas para eliminar el plasma sobrenadante
y otras células contaminantes, se lisan mediante un
proceso de congelacién/descongelacién. Tras el la-
vado, la preparacién se calienta a 60 °C durante
20 min con la intencién de inactivar algunos virus y,
a continuacion se procede a sonicary centrifugar. Fi-
nalmente, el material se combina con sucrosa y al-
buimina y se liofiliza, convirtiéndose en un producto
estable por un periodo de 2 afios a 4 °C.

Las IPM que se perfunden consisten en vesiculas
esféricas de un didmetro aproximado de 0.6 wm
compuestas de proteinas y fosfolipidos. La GPIb
permanece y parece ser funcional, ya que la agrega-
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cién inducida por ristocetina es factible; sin embar-
go, la integrina allb 33 (GPIIb/llla) no es detectable.
También parecen contribuir a la actividad protrom-
binasa.

Se ha comprobado que in vivo, la administracién
de 2 mg/kg de IPM a conejos trombocitopénicos
consigue acortar el tiempo de sangria durante un
periodo minimo de 6 h y un maximo de 24 h, sin que
ello conlleve mayor riesgo de trombogenicidad o de
instauracién de un proceso de coagulacién intravas-
cular diseminada (CID).

En voluntarios sanos, la perfusién de IPM fue bien
tolerada sin que se observaran anomalfas en los va-
lores bioquimicos o de coagulacién?. Tampoco se
observé mayor inmunogenicidad en 15 voluntarios
que recibieron dos dosis en un intervalo de 30 dias,
en muestras extraidas 57 dias después de la dltima
perfusién. En un estudio en fase | pudo comprobar-
se que 6 de los 8 pacientes que habfan recibido de
3 a 6 mg/kg de IPM, experimentaron un acorta-
miento significativo del tiempo de sangriade 2a 6 h
después de la perfusién, pero el mismo efecto pudo
observarse en dos pacientes que recibieron un pla-
cebo. En otro estudio aleatorizado en fase Il, 31 pa-
cientes con recuentos de plaquetas inferiores a
50x10°/1'y con diétesis hemorragica mucosa mode-
rada recibieron una sola dosis de IPM (2-6 mg/kg),
o bien plaquetas. El cese de la hemorragia, o una
importante mejoria, pudo observarse en 17 de los
26 pacientes que recibieron IPM, pero también en
3 de los 5 que recibieron plaquetas.

Plaguetas liofilizadas

Los primeros y controvertidos trabajos sobre el
uso de plaquetas liofilizadas datan de mediados de
los afios cincuenta en que aparecieron dos tipos de
estudios, los que apoyaban la eficacia de esta nueva
modalidad de plaquetasy los que no confirmaban
su capacidad hemostdtica. A este lapso de mas de
40 afios le ha sucedido un nuevo periodo en el que
han emergido nuevos preparados de plaquetas lio-
filizadas con resultados preclinicos alentadores.

En esta etapa las plaquetas se fijan con parafor-
maldehido y, posteriormente, se liofilizan a -20 °C o
-40 °C durante 24 h. La fijacidn tiene un efecto viru-
cida y bactericida. Al reconstituirlas muestran, a tra-
vés de la microscopia electrénica, una estructura si-
milar a las plaquetas frescas y una reduccién
moderada de la expresién de las glucoproteinas Ib,
Ib/IX, IVy lIb/llla (integrina allb@3) en la citometria
de flujo. La densidad del receptor allbB3 es un 42 %
del presente en las plaquetas frescas, por lo que sélo
puede fijar un 23 % de fibrinégeno marcado con I'%>.
Igualmente, los codgulos resultantes son mas labiles
que los generados en presencia de plaquetas frescas,
en correspondencia con la cantidad de fibrina pro-
ducida dependiente del fibrinégeno previo fijado. Sin
embargo, en otros preparados de caracteristicas si-
milares, la plaquetas no fueron capaces de inducir la

retraccién del codgulo, respondfan a la accién de la
ristocetina, pero no agregaban por estimulo de ADP
o coldgeno y sélo participaban del proceso de agre-
gacién cuando se afiadian plaquetas frescas®.

Las membranas de plaquetas liofilizadas reconsti-
tuidas son capaces de soportar la generacién de
trombina y aumentar el depésito de fibrina sobre el
subendotelio expuesto. Ademas, son capaces de ad-
herirse a este endotelio, aunque con menos seudé-
podos y menos extensién de la pared vascular que
las plaquetas frescas. Su actividad metabdlica tam-
bién parece conservada como prueba el moderado
incremento de los marcadores de activacién presen-
tes en las plaquetas circulantes no adheridas y por
su capacidad de sintesis de tromboxano B,. El con-
junto de observaciones apoya la viabilidad de este
derivado plaquetario.

Los afectados in vivo han sido evaluados en perros,
ratas y conejos. La perfusién en dos ratas tromboci-
topénicas se acompafé de un acortamiento del tiem-
po de sangria. En una serie mas larga de conejos
trombocitopénicos, la perfusién de 40-50 x 10%/1 pla-
quetas liofilizadas acorté el tiempo de sangria medio
de mds de 900 a 234 seg, mientras que con plaque-
tas frescas se alcanzaron los 177 seg. En perros, las
plaquetas liofilizadas consiguieron corregir el tiempo
de sangria prolongado a través de la yugular, asocia-
do a by-pass cardiopulmonar, en un modelo canino en
el que se simulaba una cirugfa a corazén abierto®.

Plaquetas producidas in vitro

Se han producido in vitro plaquetas capaces de
agregar a partir de progenitores megacariociticos
aislados por leucoféresis. Sin embargo no se han
efectuado pruebas que demuestren si las plaquetas
producidas a partir de progenitores autélogos pue-
den ser eficaces en los pacientes trombocitopénicos
aloinmunizados?’.

Sustitutos de las plaquetas

Hematies con fibrindgeno o péptidos RGD
unidos a su superficie

1. Agregacion de las plaguetas con células o esferas iner-
tes portadoras de péptidos RGD en su superficie. La obser-
vacién de que las plaquetas aglutinan con esferas
inertes cubiertas de fibrinégeno fue publicada por
Coller en 1980. Estas esferas eran capaces de aglu-
tinar espontdneamente a las plaquetas humanas en
ausencia de agonistas, pero la interaccién aumen-
taba sensiblemente en presencia de ADP o adrenali-
na. El efecto no era posible cuando las esferas esta-
ban recubiertas de albimina®.

2. Hematies portadores de fibrindgeno unido a su super-
ficie. El uso de hematies como célula candidata a
sustituir a las plaquetas plantea ventajas e inconve-
nientes. La presencia de la membrana del hematie
en la hemostasia primaria puede proveer una super-
ficie adicional para que se produzca la coagulacién
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sanguinea. De hecho, se sabe que microparticulas
procedentes de la membrana del hematie son capa-
ces de desarrollar actividad procoagulante. Sin em-
bargo el tamafio del hematie puede acarrear una
tedrica desventaja. Normalmente, cuando la sangre
circula a través de un vaso, que no sea un capilar, los
elementos celulares se distribuyen de acuerdo con
un gradiente en el que la concentracién de hematies
aumenta a medida que nos acercamos a la luz del
vaso y disminuye a medida que nos acercamos a la
pared del mismo. Por este mismo motivo, las pla-
quetas son empujadas hacia la pared, lo que facili-
ta la funcidén para la que estan previstas. Tedrica-
mente, si las propiedades reolégicas de los hematies
candidatos a sustituir a las plaquetas son idénticas a
las de los hematies convencionales, la accesibilidad
de los sustitutos a la pared vascular puede verse
mermada en virtud del gradiente radial®.

Agam and Livne examinaron la utilidad de los he-
maties autélogos con fibrinégeno fijado de forma
covalente como agente hemostatico en la trombo-
citopenia. En los experimentos se emplearon he-
maties humanos y de rata a los que se fijé fibrinége-
no hasta conseguir una densidad equivalente a
50-1.400 moléculas/hematie. El tiempo de sangria
en la cola en las ratas trombocitopénicas se acortd
de un promedio de 18 a 4,5 min, 1 h después de la
administracién de 1 x 10° hematies recubiertos de fi-
brinégeno. La duracién del efecto fue superior a la
conseguida con la perfusién de plaquetas frescas de
rata. El efecto ya era detectable empleando las pre-
paraciones de hematies recubiertos con tan sélo
58 moléculas/célula®.

3. Hematies recubiertos de péptidos RGD. Se han efec-
tuado diversos experimentos en los que los hematies
empleados se han recubierto de péptidos contenien-
do la secuencia RGD. La unién de los mismos a la
superficie del hematie se ha efectuado a través de
la glicoforina A, y el término tromboeritrocito se ha
acufiado para definir a este nuevo sustituto plaque-
tario®".

Los tromboeritrocitos facilitan la agregacién indu-
cida por ADP y coagregan las plaquetas expuestas a
ADP. Estos efectos pueden inhibirse con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los receptores allb-
Blll de las plaquetas activadas. La fragilidad osméti-
cay la deformabilidad de los eritrocitos es compara-
ble a la de los hematies control. En un estudio
preliminar de la eficacia in vivo de este sustituto se
observé que los tromboeritrocitos eran capaces de
acortar el tiempo de hemorragia de los cerdos tra-
tados, pero en cambio, la perfusién de una solucién
de tromboeritrocitos al 2% no consiguié acortar el
tiempo de sangrfa en los primates.

Microcdpsulas/microesferas de albiimina recubiertas
de fibrindgeno

Actualmente existen dos preparaciones distintas
de microcdpsulas que se estdn evaluando en fase

preclinica. Los SynthocytesTM (Andaris, Notting-
ham, UK) son similares a las microcdpsulas de al-
bdmina que se han desarrollado para su uso como
agente de contraste en ultrasonidos. En los Sint-
hocytes, el fibrinégeno es inmovilizado sobre la su-
perficie bajo condiciones iénicas y de pH controla-
das hasta conseguir un nivel de fibrinégeno que
representa menos del 2% del total de proteinas
de las microcdpsulas. El didmetro medio es de
3,5-4,5 um con menos de un 2% de las que tienen
un didmetro > 6 wm?32,

En un modelo de conejo trombocitopénico, la per-
fusién de un bolo de 1,5 0 0,75 X 10° microcépsu-
las de Andaris/kg acorté el tiempo de sangria de un
promedio de 21,7 a 5,2 min, 15 min después de la
perfusién. Igualmente, las microvesiculas consiguie-
ron reducir las pérdidas sanguineas a través de una
herida quirurgica estdndar de la pared abdominal. El
efecto hemostdtico permanecié durante un periodo
maximo de 8 h. No se observé trombogenicidad em-
pleando un modelo de conejo con trombosis de la
vena yugular, ni tampoco toxicidad cardiopulmonar
en los estudios efectuados con una sola dosis.

Resultados similares se han observado con
ThrombospheresTM (Hemophere, Irvine, CA, USA)
que consisten en microcdpsulas de 1,2 wm de dia-
metro. También acortan el tiempo de sangria de los
conejos trombocitopénicos, pero, en este caso, du-
rante un periodo mas amplio de hasta 72 h. En co-
nejos normales no acortan la supervivencia plaque-
taria y tampoco inducen trombogenicidad®.

Agentes hemostdticos basados en los liposomas

Se han desarrollado dos tipos de agentes hemos-
taticos, el primero consiste en liposomas recubiertos
con determinadas glucoproteinas de membrana
para simular una plaqueta artificial (sin actividad
metabdlica), y el segundo se basa en la perfusién de
liposomas procoagulantes junto con factor Xa.

1. Plaguetosomas. La idea de unir las glucoproteinas
de membrana a vesiculas lipidicas data de hace mas
de 10 afios. Estos modelos fueron disefiados para
poder estudiar la organizacién de las glucoproteinas
sobre la membrana plaquetaria y el papel de cada
una de ellas en la agregacién de las plaquetas. Un
sustituto basado en los liposomas, al que se denomi-
né “plaquetosoma” fue evaluado por Rybak y Renzu-
[li (34). Un extracto de la membrana conteniendo
hasta 15 proteinas se unié a vesiculas lipidicas unila-
melares de esfingomielina, fosfatidilcolina, monosia-
lilgangliésido, o fosfatida de huevo. Estos plaqueto-
somas no demostraron capacidad de agregacién de
las plaquetas in vitro, sin embargo si que fueron capa-
ces de reducir las pérdidas sanguineas de la cola de
ratas trombocitopénicas. El mismo efecto se observé
en ratas afectas de un déficit de granulos densos. No
se observaron complicaciones trombdticas ni coagu-
lopatia de consumo. En otro estudio mds reciente
empleando liposomas recubiertos de fragmentos re-
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combinantes de GPIb o anticuerpos anticoldgeno se
observé que se adherfan al colageno o al factor de
von Willebrand. Hasta el momento no se han efec-
tuado experimentos in vivo en humanos®>.

2. Factor Xa con vesiculas fosfolipidicas. Se ha observa-
do que la perfusién de una combinacién de factor
Xa y vesiculas de fosfatidilcolina/fosfatidilserina con-
sigue normalizar el codgulo hemostatico y el tiempo
de sangria en la cuticula de perros hemofilicos. Sin
embargo el efecto resulté minimo cuando se per-
fundieron a ratas con déficit de granulos densos®.
Ademads, se ha observado que esta combinacién
conlleva un grado de toxicidad inaceptable. Recien-
temente, se han evaluado preparaciones de fosfoli-
pidos sintéticos sin factor Xa que parecen favorecer
el depésito de fibrina sobre el subendotelio en situa-
cién de trombocitopenia de un modelo de Baum-
gartner’’. No se dispone, por el momento, de resul-
tados obtenidos in vivo.
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Resumen

La patogenia de la PTT es muy compleja. Estudios
recientes sugieren que una deficiencia, adquirida o
hereditaria, de la actividad proteolitica sobre la mo-
lécula de FWW puede estar involucrada en la aparicién
de esta microangiopatia trombdtica. Se desconoce
si las formas secundarias de PTT se asocian igual-
mente a anomalfas en el procesamiento del FWW.

La similitud clinica entre la PTT y el SUH dificulta un
diagnéstico diferencial. El estudio de la molécula de
FVW podria ser dtil para distinguir ambas entidades,
visto que la actividad proteolitica sobre este factor pa-
rece escasa o nula en la PTT y normal en el SUH.

La plasmaféresis es la opcidén terapéutica mas
aceptada. Sin embargo, se requieren mdas ensayos
clinicos que definan algunas cuestiones, p. ej., el gru-
po de enfermos que se benefician de la plasmaferésis
y/o del tratamiento con glucocorticoides, el tipo de
hemoderivado a utilizar en el recambio plasmatico
(plasma fresco congelado o “cryosupernatant”), y la
frecuencia y duracién del recambio plasmatico.

Introduccién

La purpura trombética trombocitopénica (PTT),
descrita por Moschcowitz en 1924', es una forma
diseminada de microangiopatia trombdtica. El cua-
dro clinico clasico se caracteriza por la asociacién de
trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopé-
tica, signos neuroldgicos, disfuncién renal y fiebre'

La agregacién plaquetaria intravascular es el fené-
meno responsable de la trombocitopenia, la disfun-
cién renal y neuroldgica, y la hemdlisis intravascular (al
fragmentarse los hematies en los capilares y arteriolas
parcialmente ocluidos). Sustancias con capacidad
agregante de las plaquetas, presentes en el suero o en
el plasma de los pacientes, y dafios al endotelio mi-
crovascular, como primera lesién, se consideran los
principales componentes del mecanismo patogénico®.

La administracién de plasma fresco congelado o
combinado con plasmaféresis ha cambiado sustan-
cialmente la historia de esta enfermedad. Actual-
mente, estos tratamientos permiten que la mayoria
de los pacientes sobrevivan al episodio agudo y se
recuperen sin secuelas®.

El sindrome urémico hemolitico (SUH), descrito
por Gasser en 1955, es una enfermedad que se ha

considerado muy similar a la PTT®. En la préctica cli-
nica diaria, el término PTT se utiliza para distinguir
casos de microangiopatia trombdtica y sintomas
neuroldgicos en pacientes adultos, mientras que los
casos infantiles con un predominio de la disfuncién
renal, el SUH. Sin embargo, esta distincién no es ab-
soluta, razén por la cual algunos autores recomien-
dan el término PTT/SUH, que alude a dos entida-
des con un mecanismo patogénico comun pero con
distinta predileccién orgénica.

Espectro clinico de la PTT

La forma clinica clasica de la PTT se presenta en
un 50-75% de los casos. En el resto, la microangio-
patia es secundaria a una complicacién médica sub-
yacente. Las condiciones que con mds frecuencia se
complican con la aparicién de una PTT son las pa-
tologias infecciosas (p. ej., por el virus de inmuno-
deficiencia humana, VIH), las neoplasias disemina-
das, las enfermedades autoinmunes, el trasplante
de progenitores hematopoyéticos y el tratamiento
con ciertos farmacos antineopldsicos (p. ej., mitomi-
cina C) y farmacos (p. ej., ciclosporina A, cinina,
FK506 y ticlopidina). Mencién especial merecen las
formas infantiles de SUH precedidas por una gas-
troenteritis causada por Escherichia coli 0157:H7. Es
preciso comprobar si los mecanismos patogénicos
de estas formas de PTT secundaria son similares al
descrito para la forma clésica de la enfermedad®.

Patogenia

Histolégicamente, la PTT se caracteriza por la pre-
sencia de agregados plaquetarios, depdsitos de fac-
tor von Willebrand (FYW) y fibrina en la microcircu-
lacién, y signos visibles de lesién endotelial.

Lesiones endoteliales debidas a un estrés oxidante,
disminucién de la produccién de prostaciclina por
las células endoteliales, y disfunciones en la capaci-
dad fibrinolitica global se han barajado como posi-
bles mecanismos patogénicos de la PTT. Ademas, la
presencia en pacientes con PTT activa de IgG dirigi-
das contra las células microvasculares y la glicopro-
tefna IV (CD 36) de células vasculares y plaquetas ha
sugerido la posibilidad de una etiologfa autoinmu-
ne. También se han propuesto mecanismos relacio-
nados con la apoptosis, visto el efecto proapoptéti-
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co del plasma de los enfermos con PTT en las células
endoteliales, que se asocia con la expresién de Fas
(CD 59) 7®. Otros factores responsables de la agre-
gacién plaquetaria in vivo se han relacionado con
ciertas proteinas plasmdticas (con pesos molecula-
res de 37 y 59 kDa) o con una calpaina.

Sin embargo, el hallazgo mas relevante en la histo-
ria de esta enfermedad ha sido la observacién de
Moake et al, en 1982, de que el plasma de estos pa-
cientes contiene multimeros extremadamente gran-
des de la molécula de FvW?°.

PTT y protedlisis de la molécula de FvW

El FYW circula en el plasma como una proteina
multimérica resultado de la unién de numerosos
mondmeros por puentes disulfuro. Debido al efecto
de una proteasa plasmdtica, los multimeros cir-
culantes son habitualmente mds cortos que en el
momento de ser producidos por las células endote-
liales y los megacariocitos. Se impide asi que multi-
meros extremadamente grandes puedan interaccio-
nar con las glucoproteinas plaquetarias by IIb/lIlla e
inducir la formacién de agregados en presencia de
Ca™, ADP o un intenso flujo sanguineo. La protea-
sa responsable de la rotura de los multimeros de
FVW es diferente a otras proteasas conocidas. Tiene
un peso molecular de 300 kDa y su actividad no es
inhibida por inhibidores clasicos de las serin-protea-
sas o los reactivos sulfidrilicos'®2.

En los pacientes con formas crénicas de PTT se
ha observado la presencia de multimeros de FWW ex-
tremadamente largos. Estos, al permanecer desple-
gados en los sitios de alto flujo sanguineo, podrfan
unirse a los receptores de la superficie plaquetaria y
facilitar la formacién patoldgica de agregados en la
microcirculacién. La presencia en el plasma de mul-
timeros de F¥W anormalmente largos podria resul-
tar de una excesiva e incontrolada produccién por
parte de las células endoteliales, o bien, de un defec-
to en el procesamiento fisioldgico de los mismos®.
Los pacientes con un cuadro clinico de mdltiples re-
cafdas, afectacién familiar y presencia de formas ul-
tralargas de FYW en el plasma muestran ademds un
déficit de su capacidad proteolitica. Los resultados
sugieren que esta microangiopatia trombdtica pue-
de transmitirse de forma autosémica recesiva'®.

En otros enfermos con PTT se ha encontrado una
pérdida de la capacidad proteolitica sobre el FvW
secundaria a la presencia de un inhibidor identifica-
do como IgG. Estudios retrospectivos y multicéntri-
cos de pacientes con formas adquiridas y familiares
de PTT han confirmado la asociacién entre esta pa-
tologia y las anomalias en el procesamiento de la
molécula de FWW'4'S, Por tanto, una deficiencia, ad-
quirida o hereditaria, de la actividad proteolitica
sobre el FWW podria ser uno de los mecanismos pa-
togénicos de la PTT.

La PTTy el SUH presentan tal grado de similitud
clinica que, la mayoria de las veces, resulta dificil esta-

blecer una clara distincién entre ambas entidades. Es
usual encontrar PTT con sintomas renales y, vicever-
sa, SUH con manifestaciones extrarenales. El andlisis
de la molécula de FWW podria ayudar a establecer di-
ferencias diagnésticas. En este sentido, se ha observa-
do que pacientes diagnosticados de PTT tienen poca o
ninguna actividad proteolitica sobre el FvW, a dife-
rencia de otros diagnosticados de SUH, donde esta
actividad es normal'>. Estos hallazgos pueden explicar
la efectividad de la plasmaféresis en la PTT y los resul-
tados discutibles de esta forma de terapia en el SUH.

Queda por demostrar si las microangiopatias con-
sideradas secundarias, como las asociadas a farma-
cos, embarazo o malignidad, estan relacionadas
también con anomalias en el procesamiento de la
molécula de FWW. En un estudio reciente de pacien-
tes con microangiopatia trombdtica secundaria al
trasplante de progenitores hematopoyéticos se ha
observado que la actividad proteolitica sobre el F"W
es normal’s.

Tratamiento

La plasmaféresis es |a terapia mas aceptada. Sin
embargo, no existen ensayos clinicos que apoyen
cientificamente esta opcidn, con la excepcién de un
estudio que compara esta terapia con la infusién de
plasma*'718,

Sugerimos seguir el algoritmo de George'?, que se
ha representado en la figura 1. El tratamiento se ini-
cia con la plasmaféresis diaria, sustituyendo el volu-
men plasmadtico con plasma fresco congelado o “cr-
yosupernatant”. Las respuestas obtenidas con esta
terapéutica son muy variables, lo que refleja la hete-
rogeneidad de la PTT. Los signos neuroldgicos y de he-
molisis suelen experimentar una mejora rapida. Sin
embargo, pueden ser necesarios varios dfas para obte-
ner una recuperacién en la trombocitopenia y la ane-
mia. A veces, esta Ultima puede requerir la administra-
cién de un concentrado de hematies. El nimero de
plaquetas puede ser el parametro més fiable a la hora
de tomar decisiones. Fallos en la recuperacién de la
trombocitopenia o una exacerbacién de la enferme-
dad son indicadores que obligan a intensificar el vo-
lumen de plasma intercambiado y, ademas, a asociar
al tratamiento la administracién de corticosteroides.

No se dispone de pardmetros que establezcan el
momento de suspender el recambio plasmético. Por
lo tanto, ésta es una decisién empirica. Disminuir
progresivamente las sesiones hasta varias veces por
semana parece la estrategia mas utilizada por los
distintos centros.

Otras modalidades terapéuticas recogidas en la li-
teratura son la esplenectomia o el tratamiento con
distintos farmacos (AAS, dipiridamol, vincristina,
agentes inmunodepresores e inmunoglobulinas). La
eficacia de estas opciones es discutible.

Finalmente, en los enfermos con una PTT secun-
daria, su manejo estara relacionado con la evolucién
de la condicién subyacente.
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Figura 1. Algoritmo
terapéutico de la purpura
trombética trombocitopénica
(modificado de George'?).
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Recuerdo de la fisiologia

La formacién de un tapén hemostatico que impi-
de la pérdida de sangre cuando se lesiona un vaso
sanguineo es el resultado final de una serie de reac-
ciones llamada hemostasia.

Esta es un conjunto de sistemas extraordinaria-
mente equilibrado. En condiciones fisioldgicas, si es-
tos sistemas funcionan correctamente, la sangre per-
manece en estado fluido en el rbol vascular aunque
rdpidamente coagula localmente en el lugar donde
aparece una lesién. Cuando la funcién hemostatica
falla, puede producirse bien una hemorragia (por
déficit de factores activadores de la coagulacién),
bien una trombosis (por déficit de inhibidores o
agotamiento local de los mismos).

Dentro de este conjunto de sistemas equilibrado
estd incluida la funcién coagulativa, que conduce a
la formacién de fibrina y que estd controlada por un
sistema de inhibidores.

En la década de los sesenta, dos grupos (Mc Far-
lane y Ratnoff) propusieron la llamada cascada en-
zimdtica de la coagulacién, que consistia en una se-
cuencia de pasos en la cual la activacién de un
factor de la coagulacién conducia a la activacién de
otro hasta entonces inactivo y asi sucesivamente
hasta llegar a la formacién de trombina. Se pensé ya
entonces que cada factor de la coagulacién circula-
ba como una proenzima o cimégeno inactivo, el
cual podia ser convertido en una enzima con activi-
dad serinproteasa, mediante protedlisis limitada.
Este modelo original se fue modificando con la ob-
servacion de que algunos de estos factores se com-
portaban como cofactores y no poseian actividad
enzimdtica. Y, ademds, se dividié la coagulacién en
dos sistemas, intrinseco y extrinseco.

La activacién de la via extrinseca comenzaria con
la interaccidn del factor tisular (TF) y el FVII activo,
mientras que en el inicio de la via intrinseca se halla-
rian el Ilamado sistema de contacto y los factores
antihemofilicos. Ambos sistemas activarian el fac-
tor X, el cual, acomplejandose con su cofactor, el
factor V activo, convertiria la protrombina en trom-
bina.

Esta divisién tradicional (util por otra parte para
la analitica en el laboratorio) no parece ocurrir en
realidad in vivo, porque el complejo TF/factor Vlla es

un potente activador tanto del factor IX como del
factor X'.

El TF es una proteina transmembrana que estd
compuesta de una cadena polipeptidica y pertene-
ce a la familia de receptores de citocinas. Contiene
un corto dominio citoplasmdtico, un dnico dominio
transmembrana y un dominio extracelular. Entra en
contacto con los factores de coagulacién plasmati-
cos cuando se lesiona el vaso (fibroblastos) o cuan-
do es sintetizado por monocitos u otras células vas-
culares estimuladas por endotoxinas o citocinas
como la interleucina 1 o el factor de necrosis tumo-
ral, entre otros agentes.

Casi todos los factores de la coagulacién se sin-
tetizan en el hepatocito. De ellos, los factores II, VII,
IX'y X, que son las serinproteasas realmente impor-
tantes en la coagulacién fisiolégica (y también la
proteina Cy su cofactor la proteina S), necesitan
la presencia de la vitamina K para su sintesis y se lla-
man por ello vitamina-K dependientes. Estos facto-
res precisan una carboxilacién de los residuos de
acido glutamico (Glu), que se transforman en car-
boxiglutdmico (Gla), en una reaccién en la que
actia como cofactor la vitamina K. Esta transfor-
macién les confiere una gran afinidad por los fosfo-
lipidos a los que se unen mediante puentes de cal-
cio. Por otra parte, los cofactores no enziméticos,
FVy FVIII, se hallan flotando en la propia membra-
na celular, actuando como “cunas” sobre las que
se realizan las reacciones de activacién. Debido a
ello, todas las reacciones entre factores se realizan
sobre membranas celulares (in vivo) o sobre micelas
de fosfolipidos (in vitro)?.

Tal como hemos dicho, la antiguamente llamada
via extrinseca o, mdas correctamente, via del TF, cons-
tituye en condiciones fisiolégicas el inicio de la coa-
gulacién.

El primer complejo en la cascada de la coagula-
cién consta de dos elementos: una serinproteasa,
factor Vlla, y un cofactor proteico, el TF. Dado que
el TF es, como hemos dicho, una proteina que atra-
viesa la membrana celular, el complejo TF:Vlla, se
forma en la superficie celular. El FVlla libre es una
enzima muy débil, pero una vez unido al TF es el ac-
tivador mds potente conocido de la coagulacién
sanguinea. Ya hemos mencionado que todas las se-
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rinproteasas de la cascada de la coagulacién (inclui-
do el factor VII) circulan en el plasma como cimé-
genos inactivos. Asimismo la mayoria de cofactores
proteicos también circulan como precursores inertes
o procofactores. El TF es la tnica excepcién: no re-
quiere ninguna protedlisis para ser activo. La cues-
tién, durante muchos afios, ha sido: scémo puede
iniciarse la coagulacién a partir de una coleccién de
precursores inactivos? La respuesta es que pequefias
cantidades de FVlla estdn siempre presentes en la
circulacién. Las formas activas de la mayoria de las
otras serinproteasas tienen una vida media extraor-
dinariamente corta (segundos), porque el plasma
contiene elevadas concentraciones de inhibidores
especificos de las serinproteasas que las inactivan ra-
pidamente.

El factor Vlla no sufre esta inhibicién®. Cuando
se inyecta FVlla tanto a animales como a seres hu-
manos, permanece en circulacién aproximadamen-
te 2 h*. Ademds, algunos estudios han demostrado
que todos los individuos normales tienen FVlla cir-
culante, aunque sea en pequefias cantidades: apro-
ximadamente un 1% de la concentracién total de
FVIIS.

El factor tisular puede unirse bien al FVII, bien al
FVlla, en proporcién 1:1 en la superficie celular
(fig. 1).

Una vez unido al TF, el FVII se convierte por una
protedlisis limitada en FVI1a®. Y, una vez formado el
complejo TF:Vlla, la cascada de la coagulacién
puede seguir dos caminos: uno de ellos es la activa-
cién del factor IX; el otro camino es la activacién
directa del factor X. El FXa también es capaz de ac-
tivar al FIX, acelerando el proceso de formacién del
FIXa.

El FIXa forma un segundo complejo con el FVlila
y el FX (complejo X-asa), formando FXa de una for-
ma cincuenta veces mas eficiente que el que se
forma con el complejo TF:Vlla:X.

El FXa, formado por cualquiera de las dos vias
mencionadas, forma a su vez un complejo con el
FVay el Fll o protrombina (complejo protrombi-
nasa) para transformarla en su forma activa o
trombina.

El complejo TF:Vlla:Xa, genera una pequefia can-
tidad de trombina suficiente, sin embargo, para pro-
ducir una protedlisis parcial del FV'y del FVIII, que
aumenta en gran medida su funcién de cofactores,
por lo que se habla de FVa y FVllla, aunque, en rea-
lidad, no se traten de enzimas.

Cuando la sangre in vitro o in vivo, entra en contac-
to con superficies extrafias, se activa el llamado sis-
tema de contacto, que conduce a la activacién del
FIX por otra serinproteasa, el FXla. Hay una impor-
tante diferencia entre estos dos caminos de activa-
cién del FIX. La activacién del FIX por el FXla requie-
re Unicamente la presencia de calcio idnico,
mientras que, como ya hemos dicho, la activacién
del FIX por el Vlla requiere calcio y el cofactor pro-

Factor VIl [~28%) +TF TEI
- Proyheddiziz lirmilacks *
L
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Figura 1. Activacién del factor VII por el factor tisular.

teico factor tisular, embebido en la membrana celu-
lar (bicapa lipidica).

En condiciones fisioldgicas, la activacién del FXI se
produce por trazas de trombina. La fase de contac-
to se inicia al ponerse en contacto el plasma con una
superficie cargada electronegativamente, como fi-
bras de coldgeno, cristal o caolin. El FXII se activa
parcialmente y actiia sobre la precalicreina, forman-
do calicreina; ésta, junto con el cinindgeno de alto
peso molecular amplifican la activacién del FXI para
que se produzca FXla’ (fig. 2).

En una dltima etapa, la trombina abandona la su-
perficie celular para transformar el fibrinégeno en fi-
brina (fig. 3).

Todas las vias de activacién descritas estan regula-
das por proteinas inhibidoras. Podemos distinguir,
por una parte, las que inhiben serinproteasas, deno-
minadas serpinas, de las cuales las principales son la
antitrombina, el cofactor Il de la heparina y el inhi-
bidor de la proteina C activada. La inhibicién de los
cofactores no enziméticos (FV'y FVIII) corre a cargo
de una serinproteasa, la proteina C, activada por la
trombina en presencia de trombomodulina, y de su
cofactor, la protefina S.

En la fase inicial de la coagulacién fisiolégica, el
principal inhibidor es el inhibidor de la via del TF
(TFPI), que forma complejos con el FVII, el FX, y el
TF.
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Figura 2. Activacién del factor Xl por el sistema de contacto.
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Figura 3. Esquema fisioldgico de la coagulacién.

Dentro de la fase de contacto, el principal inhibi-
dor es el inhibidor de C1-esterasa.

El factor tisular (TF) y su inhibidor natural,
inhibidor de la via del factor tisular (TFPI)

El conocimiento de que la via del TF es el mecanis-
mo mds importante de la activacién de la coagula-
cién in vivo, ha producido una explosién de estudios
en esta ultima década, que ha puesto de manifiesto
el papel central del TF en algunas patologfas trombé-
ticas. Entre estos estudios se incluyen la coagulacién
intravascular diseminada (CID) inducida por sepsis,
la trombosis arterial en la placa de ateroma y tam-
bién aquellos que, inhibiendo el TF en modelos ani-
males, sugieren que esta via podria ser un mediador
importante en la hiperplasia de la intima vascular.

Otros trabajos sugieren que el complejo TF:Vlla
tiene un papel importante en la angiogénesis: hay
una correlacién entre la expresién del TF en las célu-
las tumorales con la capacidad de éstas de secretar
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).
Abe et al® demostraron que el dominio citoplasma-
tico del TF regula la produccién del VEGF en las cé-
lulas tumorales in vitro y la angiogénesis in vivo. Asf,
la relacién entre la activacién de la via del TF y la ex-
presién del VEGF podria suponer también una estre-
cha relacién entre la coagulacién y las citocinas in-
flamatorias con el crecimiento y las metdastasis de los
tumores malignos. Normalmente el TF no se expresa
en la superficie de las células del endotelio vascular,
pero estudios de hibridizacién in situ, han detectado
TFARNm en las células tumorales de pacientes con
cancer de mama invasivo.

La via del TF podria ser inhibida por agentes far-
macoldgicos o biolégicos. Algunos de ellos, ya for-

man parte de ensayos clinicos. Entre otros, los mas
interesantes son: la inhibicién de su transcripcién
genética por la curcumina (diferulolymetano), con
conocidas propiedades antioxidantes y antiinflama-
torias; la inhibicién de la unién del VII/Vlla al TF,
por anticuerpos humanizados (D3 y D3zHaa); el blo-
queo de la activacién del FVIl a FVlla y la inhibicién
directa del FVlla. A la vista de todo ello, parece razo-
nable pensar que entramos en una era de nuevos
inhibidores del TF que aumentaran el arsenal tera-
péutico para la enfermedad cardiovascular y, posi-
blemente, para la sepsis y el cancer’.

Como hemos dicho, la via del TF esta regulada, fi-
siolégicamente, por un potente inhibidor llamado
TFPI. Es una proteina que contiene 276 aminodci-
dos y es sintetizada por el endotelio vascular mayori-
tariamente. Ha sido detectada en cuatro “pools”
intravasculares: unido a la superficie del endotelio
vascular, asociado con las lipoproteinas (la mayor
parte del TFPI circulante), libre en el plasma y se-
cuestrado en las plaquetas. La molécula del TFPI
contiene tres dominios tipo Kunitz. Girard et al de-
mostraron que el segundo dominio es necesario
para una unién e inhibicién eficaz del FXa y los do-
minios 1y 2 son necesarios para la inhibicién de la
actividad TF:Vlla. El tercer dominio no tiene estas
funciones, pero se une a la superficie celular por in-
teraccién con los glucosaminoglucanos. La adminis-
tracién de heparina libera al TFPI unido a la superfi-
cie de la célula y eleva sus niveles en plasma.

Se han realizado estudios genéticos para investigar
si mutaciones de la proteina estaban relacionadas
con historia de enfermedad tromboembdlica. Klee-
siek et al, en 1999, descubrieron una sustitucién en
el exén 7, 536 C-T, que producia un cambio de pro-
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lina a leucina y que la prevalencia de heterozigotos,
para esta mutacién, en donantes de sangre en Ale-
mania estaba alrededor del 0,2 %. También halla-
ron que cuatro personas no relacionadas de 14 por-
tadores de esta variante, habian sufrido trombosis
venosas, apareciendo, pues, esta mutacién como un
factor de riesgo relativo. No se ha observado la aso-
ciacién de otras mutaciones o polimorfismos con
aumento del riesgo trombético.

Hemos mencionado el papel del TF en la sepsis.
Un trabajo reciente demuestra que los pacientes con
sepsis meningocdécica, muestran un descenso del
TFPI, tanto si medimos la actividad plasmatica
como el antigeno, en fases tempranas de la enferme-
dad. Hay un incremento del TFPI en orina, sugirien-
do que la pérdida por orina (y por el espacio extra-
vascular) es parcialmente responsable del descenso
de los niveles plasmdticos. El descenso del TFPI
puede contribuir a la tendencia trombética (CID) in-
ducida por el factor tisular'. La administracién de
TFPI, del que estd disponible una forma recombi-
nante, ha mostrado, en la sepsis grave, tanto a nivel
experimental como en seres humanos, una tenden-
cia a reducir las alteraciones de la coagulaciény la
mortalidad, estando actualmente en marcha un es-
tudio en fase Ill.

En cuanto a que, al parecer, el complejo TF:Vlla
tiene un papel en la proliferacién patoldgica de las
células endoteliales, Hembrough et al quisieron ave-
riguar si el TFPI era capaz de regular este proceso.
Su dltimo estudio ha demostrado que el TFPI es un
potente inhibidor del crecimiento de células endo-
teliales estimuladas por el factor de crecimiento de
los fibroblastos, y que esta actividad antiproliferati-
va es independiente de su accién inhibidora sobre el
complejo TF:Vlla, pero no de su asociacién con
el receptor de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL).

Proteina Z

La proteina Z (PZ) que fue identificada inicial-
mente en el plasma bovino en 1977 y aislada del
plasma humano en1984, es una proteina plasmati-
ca vitamina-K dependiente, que forma un comple-
jo calcio dependiente con el FXa en las superficies
fosfolipidicas. Esta unién incrementa de forma im-
portante la inhibicién del FXa por la serpina deno-
minada PZI (inhibidor dependiente de la proteina
Z). Por lo tanto, la PZ es el cofactor para el PZI. El
PZl es una glucoproteina de una sola cadena que
pertenece a la familia de las serpinas, el cual, en
presencia de PZ, calcio idénico y fosfolipidos, inhibe
radpidamente (menos de 15 seg) al FXa. El PZI inhi-
be también al FXla y no necesita para ello PZ, fosfo-
lipidos o calcio iénico’". Un hecho que puede tener
relevancia es que los monos sin PZ son fenotipica-
mente normales, pero el déficit de PZ incrementa,
en ellos, el fenotipo protrombético del factor V de
Leiden'?.

Sistema de contacto

El factor XIl, el factor XI, la precalicreina, el cini-
négeno de alto peso moleculary C1-inhibidor son
las proteinas del sistema contacto, el cual, como he-
mos dicho, no serfa importante en condiciones fisio-
|6gicas para el inicio de la coagulacién. De hecho,
los déficit del FXII, precalicreina y cininégeno no se
han asociado nunca con diatesis hemorragica. Sin
embargo, el sistema de contacto desempefia un pa-
pel importante en el crecimiento y mantenimiento
del codgulo. Es conocido que el déficit de FXI, que ya
hemos visto que puede activarse independientemen-
te de las otras protefnas del sistema contacto, sf
puede producir cuadros hemorragicos, en ocasiones
Severos.

En condiciones fisiolégicas, las principales funcio-
nes del sistema contacto son antitrombdticas, profi-
brinoliticas, antiadhesivas y proinflamatorias.

La observacién de que el cininégeno de alto peso
molecular (HK), controla la unién de la trombina a
las plaquetas, parece ponerse de manifiesto en un
paciente con déficit severo de esta proteina, someti-
do a un bypass cardiopulmonar, en el cual la cifra de
plaquetas sélo descendié ligeramente. Esto parece
sugerir que el descenso significativo de la cifra de
plaquetas en este tipo de cirugia cardiaca, es debi-
do a la unién de la trombina a las plaquetasy a la
consiguiente activacién de las mismas.

La inhibicién de la activacién plaquetaria inducida
por la trombina puede producirse por varios meca-
nismos. Uno de ellos seria la inhibicién de la calpai-
na plaquetaria, externalizada en la membrana de
la plaquetas tras la activacién de las mismas. La
calpaina puede agregar las plaquetas por clivaje del
receptor para el ADP, que expone el receptor para el
fibrinégeno. Asi pues, la inhibicién de la calpaina
plaquetaria impediria la unién de las plaquetas en-
tre si, a través de los puentes de fibrinégeno y, por
tanto, la agregacién plaquetaria. Otro mecanismo
importante es que el HK bloquea la unién de la
trombina al complejo glucoproteico GPIb-IX-V de
la plaqueta, compitiendo por los lugares de unién.
Recientemente, los mismos autores que han descrito
dicho mecanismo, han demostrado que también el
FXlla, pero no el FXII, se une al complejo GPIb-IX-V e
inhibe la agregacién plaquetaria inducida por la
trombina, pero el lugar de unién no es idéntico al
del HK, ya que anticuerpos dirigidos contra la GPIb
y la GPIX, que inhiben la unién del HK a las plaque-
tas, no bloquean la unién del FXIla™.

TAFI (inhibidor de la fibrinélisis activado
por la trombina)

La coagulacién y la fibrindlisis son frecuentemente
consideradas como entidades separadas, a pesar de
la conexién existente entre ambos sistemas: el siste-
ma coagulativo produce fibrina, que es el sustrato
para el sistema fibrinolitico'®. Esta conexién se ha
visto atin mas reforzada por el hecho de que la trom-
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Figura 4. Influencia del sistema trombina-trombomodulina
sobre la coagulacién y la fibrindlisis.

bina es capaz de generar un inhibidor de la fibrindli-
sis, lamado TAFI. El TAFI, o procarboxipeptidasa-B
plasmatica, es una molécula de una sola cadena de
60 kDa de peso molecular. La trombina activa al ci-
mdgeno inactivo y lo transforma en TAFla. El TAFla
inhibe la fibrindlisis mediante una protedlisis de resi-
duos arginina y lisina de la regién carboxiterminal de
la fibrina. Estos residuos son esenciales para la
unién y activacién del plasminégeno en la superficie
de la fibrina.

La trombina tiene muchas interacciones con otras
moléculas y de ellas es muy importante su interac-
cién con la trombomodulina. La unién trombina-
trombomodulina activa la proteina C que, como es
sabido, es una importante via anticoagulante. La
observacién de que la trombomodulina incrementa
de forma importante la activacién del TAFI, es su-
gestiva de que el complejo trombina-trombomodu-
lina es el activador fisiolégico de esta procarboxi-
peptidasa. El balance entre estas actividades es
esencial para la hemostasia local, y la concentracién
local de trombomodulina desempena un papel prin-
cipal®™ (fig. 4).

El hallazgo de que, en mujeres que usan contra-
ceptivos orales, en mujeres menopausicas y en pa-
cientes que han sufrido una trombosis venosa pro-
funda, el nivel de TAFI es més alto de lo normal,
sugiere que este hecho podria ser un factor de ries-
go moderado para la trombosis venosa. En este sen-

tido, en un estudio reciente'®, se hallaron niveles al-
tos de TAFl en el 9% de controles normales y en el
14 % de pacientes con su primer episodio de trom-
bosis venosa. Estos no incrementan el riesgo aso-
ciado con el factor V de Leiden, pero pueden in-
teractuar con niveles elevados de FVIIl. Se han
encontrado también niveles elevados de TAFl en la
angina inestable.

Por otra parte, en pacientes con leucosis aguda
promielocitica, que cursa con una hiperfibrindlisis,
los niveles de su actividad descienden un 60 %.

El proceso coagulativo, todavia sélo parcialmente
conocido, ofrece numerosos puntos calientes en los
que se centra actualmente la investigacién. En este
texto hemos tratado solamente de mostrar algunos
de ellos que nos pueden ayudar a entender mejor
los mecanismos fisiolégicos y patolégicos de dicho
proceso.
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Introduccién

La trombosis venosa o arterial es una manifesta-
cién clinica que pueden presentar alrededor del 10%
de la poblacién general, pero en la mayoria de los
casos la etiologia sigue siendo desconocida. Los es-
tudios encaminados a buscar la causa de las mismas
sélo han sido capaces de encontrar uno o varios fac-
tores en alrededor del 15% de las mismas. No obs-
tante, en las dltimas tres décadas ha aumentado
mucho las posibilidades de conocer la etiologia de
las trombosis y esto significa un tratamiento tera-
péutico y de profilaxis de trombosis secundaria, mas
adecuado, en los llamados casos de hipercoagula-
bilidad primaria.

En las dltimas tres décadas hemos descubierto
una clara relacién entre la predisposicién a sufrir
trombosis en personas con déficit congénitos de al-
gunos de los inhibidores fisiolégicos de la coagu-
lacién sanguinea que se conocen. La existencia de
factores epidemioldgicos tales como el traumatis-
mo, la inmovilizacién, la arteriosclerosis, el sin-
drome nefrético, la coexistencia de algin tipo
de cancer como los adenocarcinomas o la ingesta de
anticonceptivos orales, son otros factores claramen-
te relacionados con una predisposicién a sufrir fené-
menos trombdticos.

El concepto de la trombosis como consecuencia
de un fenémeno inmune y, en particular, que algu-
nos anticuerpos circulantes estaban implicados en
la etiopatogenia de las trombosis es un concepto
relativamente nuevo y aceptado por algunos auto-
res". El anticoagulante lupico (AL) y més tarde los
anticuerpos anticardiolipina (aCl) de forma casi
undnime, en mdltiples estudios, se han relacionado
con manifestaciones trombdticas venosas y/o arte-
riales. En la actualidad el AL y/o los aCl, ambos co-
nocidos como anticuerpos antifosfolipido (aFl), sig-
nifican el marcador adquirido mds frecuente de
trombosis que se conoce®. Los conocimientos ac-
tuales demuestran que estos anticuerpos son no
sélo un marcador de trombosis, sino que contribu-
yen directamente al desarrollo de las mismas. Otros
anticuerpos contra las plaquetas inducidos por la
heparina, o contra el factor von Willebrand (FYW),
el activador tisular del plasminégeno (aTPl), la
trombomodulina, la proteina S (PS) o la proteina C

(PC) han sido implicados en la etiopatogenia inmu-
ne de las trombosis.

El concepto de la autoinmunidad, como un meca-
nismo de trombosis, puede ser importante, en el es-
tudio, diagndstico y tratamiento de las trombosis. El
empleo de la metodologfa aplicada a la inmunolo-
gfa nos puede ayudar a demostrar la existencia de
nuevos anticuerpos implicados en la patogenia de las
trombosis y, asi mismo, el enfoque terapéutico ante
las trombosis puede cambiar. Asi, aparte del clasico
tratamiento anticoagulante con heparina o anticoa-
gulantes orales, se puede aplicar tratamientos inmu-
nodepresores o inmunomoduladores tanto en la
fase aguda como en la profilaxis de las trombosis,
aunque hasta la actualidad esta faceta haya sido
una quimera, tal como ha sucedido en el campo de
los anticuerpos antifosfolipido, ya sea el anticoagu-
lante ltipico (AL) o los anticuerpos anticardiolipina
(acl).

Anticuerpos antifosfolipido: anticoagulante
lipico, anticardiolipina
y antifosfatidiletanolamina

El AL es un anticuerpos antifosfolipido que se de-
termina mediante métodos indirectos o pruebas de
coagulacién inespecificas. En general, pueden usarse
todas aquellas que sean tiempos de coagulacién fos-
folipido-dependientes®. Aunque la presencia de un
anticoagulante circulante sugiere didtesis hemorragi-
ca, s6lo una pequefia minoria de pacientes con AL
van a presentar hemorragias. En estos casos el AL se
asocia a trombocitopenia o a un déficit adquirido de
protrombina, que son las responsables de las ma-
nifestaciones hemorrégicas®. En el resto de los pa-
cientes las complicaciones tromboembdlicas son las
manifestaciones mds frecuentes. En las mujeres ges-
tantes, este estado de hipercoagulacién se manifies-
ta en la placenta provocando miltiples complicacio-
nes obstétricas como abortos de repeticién, muertes
fetales intrauterinas, retrasos de crecimiento, distrés
fetal, preeclampsia y eclampsia, sindrome de HELLP
o trombosis neonatal.

El AL pertenece a una familia de anticuerpos que
han sido caracterizados con la definicién de anti-
cuerpos antifosfolipido. Los otros componentes de
esta familia de aFl incluye los aClé, la serologfa lué-
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Tabla 1. Antigenos relacionados con la trombosis autoinmune.

Anticuerpo Antigeno Aspectos clinicos
AL PL (PS, PE) + FlI, 32GPI, anexina, PC, PS Trombosis, pérdidas fetales
aCl, aFS B.GPI Trombosis, pérdidas fetales
aFE, PE + Kininégeno Livedo reticularis, trombosis
a-HF Heparin + Factor 4 plaquetario Trombosis arterial
a-FvW Factor von Willebrand Trombosis, pérdidas fetales
a-tPA Fibrina + activador tisular del plasminégeno Trombosis. Fenémeno de Raynaud
a-metaloprotesa Metaloproteasas-FvW PTT
SHU

AL: anticoagulante lipico: SAP: sindrome antifosfolipido; Fl: fosfolipido; FS: fosfatidilserina; FE: fosfatidiletanolamina; Fll: protrombina;
B2GPI: Bo-glucoproteina I; PC: proteina C; PS: proteina S; aCl: anticuerpos anticardiolipina; aHF anticuerpos antiheparina-factor 4 plaquetario;
a-FvW: anticuerpos antifactor von Willebrand;; a-tPA: anticuerpos antiactivador tisular del plasmindgeno; PTT: piirpura trombdtica trombocitopénica;

SHU: sindrome hemolitico urémico.

tica falsamente positiva (SLFP) y anticuerpos dirigi-
dos contra otros fosfolipidos iénicos como la fosfa-
tidilserina o el dcido fosfatidico u otros fosfolipidos
neutros como la fosfatidiletanolamina (aPe)’.

En diversos estudios se ha encontrado una alta co-
rrelacién entre el ALy los aCl. Asf, entre el 60 a 90%
de los pacientes que presentan AL se les detecta aCl
del isotipo IgG y/o IgM. Es muy raro encontrar
aCl isotipo IgM solamente, pero es posible la aso-
ciacién de AL con aCl isotipo IgM.

La presencia del AL y/o aCl junto a las manifesta-
ciones tromboembdlicas y/o complicaciones obsté-
tricas ha sido definido como sindrome antifosfolipi-
do (SAP). Se habla de SAP primario cuando el
paciente no tiene ninguna enfermedad definida y
de SAP secundario cuando si existe, siendo el lupus
eritematoso sistémico (LES), la enfermedad mas fre-
cuente asociada a estos aFl. No obstante, en las
series de enfermos con aFl el 50 % de los casos no
tienen ninguna enfermedad de base y alrededor del
60 % han presentado complicaciones trombdticas.
Hoy se cree que los aFl son el factor que con més
frecuencia se puede encontrar cuando se investiga
la causa de trombofilia adquirida en la poblacién
general.

El ALy/o los aCl se pueden encontrar en cualquier
persona, desde la edad pediatrica hasta la geriatrica.
En consecuencia cualquier clinico debe tener cono-
cimiento de este tipo de anticuerpos y del SAP por-
que tiene muchas posibilidades de encontrar perso-
nas afectadas de esta patologfa. Una prolongacién
del tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA) con un tiempo de protrombina (TP) normal
o prolongado o una SLFP debe hacernos sospechar
en la presencia de aFl. Ante esta sospecha el diag-
néstico definitivo del AL se realizard con el empleo
de otras pruebas de coagulacién encaminadas a
diagnosticary confirmar el mismo. Entre las pruebas
diagnésticas suele emplearse el tiempo de cefalina
kaolin (TCK), que explora la via intrinseca y el tiem-
po del veneno de vibora de Russell diluido (TVVRd)

que explora la via comtun de la coagulacién sangui-
neay que ambas son pobres en la concentracién de
FI. Como pruebas de coagulacién confirmatorias se
usa el propio TTPA o el TVWRd pero aumentando la
concentracién de Fl. Las primeras evidencian una
prolongacién de los tiempos normales de coagula-
cién ante la presencia de un ALy las segundas corri-
gen las prolongaciones de los tiempos al aportar
mas concentracién de Fl o de antigeno.

Mediante un ELISA casero (home ELISA) o me-
diante un ELISA a partir de kit comercial se diagnos-
ticardn los aCl o contra otros fosfolipidos como la
fosfatidilserina, el 4cido fosfatidico o la fosfatidil-
etanolamina.

Desde el inicio del descubrimiento de los aFl ha
habido dudas sobre el verdadero antigeno de estos
anticuerpos, ya que sélo las proteinas parecen ca-
paces de inducir autoanticuerpos y no los Fl. La
casualidad en la investigacién dio importantes des-
cubrimientos. Asi, con la idea de dilucidar si la acti-
vidad plasmadtica anticardiolipina era la misma que
la actividad AL, se realizaron estudios mediante cro-
matografia de afinidad inmovilizando cardiolipina o
fosfatidilserina en un gel homogeneizado de acrila-
mida-bisacrilamida. Las investigaciones fueron inca-
paces de aclarar este interrogante, pero si pusieron
en evidencia que el verdadero antigeno de los aFl no
son los Fl sino mds bien unas proteinas o cofactores
plasmdticos imprescindibles para demostrar la acti-
vidad de estos anticuerpos en el laboratorio y por lo
tanto para realizar su diagnéstico. En realidad, aho-
ra estamos ante el concepto de anticuerpos antifos-
folipido-proteinas mds que verdaderos aFl. Proteinas
o cofactores como la B,-glucoproteina | (3,GPlI), la
protrombina o factor Il de la coagulacién sanguinea
(FIl) o el cininégeno de bajo y alto peso molecular
(KBA), han sido identificadas como los verdaderos
antigenos de estos aFl o formando parte del antige-
no (tabla 1).

El AL ha sido caracterizado por ser un anticuerpo
dirigido contra la protrombina o 3,GPI unidos a
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fosfolipidos iénicos y/o aniénicos. Una gran parte
de los pacientes con AL tienen anticuerpos contra
la protrombina o la B,GPI mediante el estudio por
ELISA de los plasmas de pacientes en los que pre-
viamente se ha demostrado actividad AL mediante
pruebas de coagulacién.

La B,GPI es absolutamente necesaria para la de-
terminacién de la actividad anticardiolipina en sue-
ros de pacientes con los aCl. Otros antigenos como
la proteina C, la S, la anexina V, factor Xl o el XII,
también, han sido considerados como posibles
componentes del antigeno o cofactores de los aFl,
pero esto ha sido menos probado®.

Los aFe han sido poco estudiados y su interés en el
SAP no estd demostrado. Su determinacién puede
estar indicada en los pacientes con la sospecha de
SAP y en los cuales el ALy los aCl son negativos. El
antigeno de estos aFe parece ser la etanolamina y el
kininégeno. En series de pacientes con LES estos an-
ticuerpos se han asociado con trombosis, fenémeno
de Raynaud vy livedo reticularis. No obstante, su inci-
dencia, como unico aFl, en los pacientes con LES es
inferior que el AL o los aCl.

A pesar de los dltimos avances debemos saber
que los aFl verdaderos si existen y son los que se de-
tectan en personas con ciertas infecciones como la
sifilis, la fiebre Q, la lepra, la infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana o por citomegalo-
virus. En esta situacién no es necesaria la presen-
cia de la 3,GPl en la placa de ELISA para demos-
trar los aCl. Ni tampoco, se ha podido demostrar
que existan otras proteinas como componentes de
los antigenos de los aFl en las enfermedades infec-
ciosas.

Lo mas importante del hallazgo de los cofactores
de los aFl ha sido comprobar que las personas con
anticuerpos antifosfolipido-proteinas presentan ma-
nifestaciones trombdticas y/o diversos sintomas re-
lacionados con el SAP como son la livedo reticularis
cutdnea, valvulopatia cardiaca, trombocitopenia,
anemia hemolitica o pioderma gangrenoso. Mien-
tras que las personas con aFl verdaderos, no cofac-
tor o proteinas dependiente, no presentan mani-
festaciones trombdticas relacionadas con estos
anticuerpos.

El mecanismo de trombosis inducido por los aFl
es desconocido. Los muiltiples estudios realizados
sugieren que dos tipos de interacciones pueden ser
importantes en la fisiopatologia del SAP; una reac-
cién cruzada de los aFl con los fosfolipidos de mem-
brana celulary asi alterar la cinética celular de las
reacciones fosfolipido dependiente o que esta inter-
accién con receptores celulares de membrana pue-
de transmitir una sefial de transduccién o activacién
celular anormal. La segunda hipdtesis de induc-
cién a trombosis por los aFl puede estar relacionada
con las proteinas o los cofactores ya que las perso-
nas con aFl no cofactor dependientes no presentan
manifestaciones trombdticas’.

Anticuerpos antiplaquetarios inducidos
por la heparina

La trombocitopenia y trombosis inducida por la
heparina es otro mecanismo de trombosis relacio-
nado con anticuerpos. La trombocitopenia inducida
por heparina (TIH) se debe a dos mecanismos:
a) uno comtn, de inicio precoz que cursa con mo-
derada trombocitopenia, que probablemente esta
relacionado con la capacidad de la heparina de faci-
litar una agregacion plaquetaria ligera, y b) casos es-
poradicos y aislados de trombocitopenia severa de
inicio mas lento que son inmunodependientes y que
frecuentemente se asocian a fenémenos trombéti-
cos catastroéficos. El hecho de que unos anticuerpos
inducidos por el tratamiento con heparina y con ac-
tividad antiplaqueta pueden causar trombosis ha
sido convenientemente demostrado en este momen-
to’. El suero o la IgG purificada del plasma de pa-
cientes con TIH inducen agregacién de plaquetas
normales en presencia de concentraciones terapéuti-
cas de heparina a nivel plasmético. Los primeros ci-
rujanos que tuvieron la necesidad de extraer los
trombos intravasculares de los pacientes con TIH
pudieron comprobar, de forma sorprendente, que
se trataba de trombos blancos, lo cual hizo sospe-
char que las plaquetas podian estar implicadas
en este tipo de trombosis o también llamado sin-
drome del coagulo blanco. Los estudios mds recien-
tes han mostrado que el determinante antigénico es
un complejo entre la heparina y el factor 4 plaqueta-
rio. Es decir, una glucoproteina unida a la heparina
que estd almacenada en los granulos alfa intrapla-
quetarios pero que también actlia como un receptor
en la superficie plaquetaria. Es importante mencio-
nar que estos anticuerpos antiplaqueta-heparina-
dependientes son potentes activadores plaquetarios,
lo cual ha sido confirmado por varios autores, quie-
nes han demostrado que acttian generando trom-
boxano A; a través de la liberacién de los granulos
intraplaquetarios. La experiencia clinica de trombo-
sis arterial es mas comun en los pacientes con la
existencia previa de una enfermedad cardiovascular.
Mientras la trombosis venosa es mas probable que
ocurra en pacientes postoperados en tratamiento
con heparina profildctica para la prevencién de
trombosis™?.

Anticuerpos contra el factor
von Willebrand (FvW)

Puntualmente ha sido demostrado que la presen-
cia de anticuerpos espontaneos contra el F¥W pue-
den inducir manifestaciones trombdticas en las per-
sonas que los presentan''. Estos mismos autores
publicaron que anticuerpos monoclonales murinos
facilitan la unién del FYW a las plaquetas y asf pro-
piciar trombosis via un aumento de la agregacién
plaquetaria. La unién de estos anticuerpos a las pla-
quetas via el FvW induciria la activacién a través
del receptor FcyRIl. La fraccién plasmatica IgG del
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plasma de estos pacientes, cuando se mezcla con pla-
quetas normales lavadas, mas FvW normal, se
produce una respuesta dosis dependiente a la risto-
cetina, mientras que la IgG normal no produce este
efecto sobre las plaquetas via la ristocetina o FVW.
Una enferma con este anticuerpo desarrollé trombo-
sis arterial causando un accidente vascular cerebral,
un infarto de miocardio con arterias coronarias nor-
males y una muerte fetal intrauterina por trombosis e
infartos placentarios. El recuento paquetario plasma-
tico y el FWW eran normales. Las plaquetas mostraron
una agregacién plaquetaria espontanea muy impor-
tante que desaparecia con la ingesta de aspirina.

Anticuerpos contra los inhibidores
fisiolgicos de la coagulacién sanguinea

Algunos trabajos han sugerido que anticuerpos
contra proteinas plasmaticas inhibidoras fisioldgi-
cas de la coagulacién sanguinea (PC, PS, AT-111),
pueden ser causa de trombosis inmune e incluso es-
tar implicados en la patogenia del sindrome anti-
fosfolipido.

Nifios con varicela, ocasionalmente, pueden desa-
rrollar deficiencia severa de PS debido a la produc-
cién de anticuerpos IgG e IgM contra esta proteina y
desarrollar un cuadro clinico de pdrpura fulminante
y alteraciones de laboratorio compatibles con una
coagulacién intravascular diseminada. Los niveles
bajos de proteina S no mejoraron a pesar de la per-
fusién de plasma fresco, probablemente como con-
secuencia de la formacién de inmunocomplejos y un
rdpido aclaramiento de los mismos. El descenso de
los anticuerpos anti-PS era proporcional al aumento
de los niveles plasmaticos de la PS'. En algunos en-
fermos con enfermedad de Behget los anticuerpos
anti-PS han sido implicados como un mecanismo de
trombosis.

Anticuerpos contra la proteina C (anti-PC) de la
coagulacién han sido detectados por ELISA en pa-
cientes con LES, pero no han sido asociados con un
déficit antigénico o funcional de la PC'. No obstan-
te, una inhibicién de la activacién de la PCy de su
funcién, también, se ha observado en asociacién
con la presencia del AL. El plasma o fraccién plas-
mética IgG purificada de pacientes con SAP puede
reducir la actividad de la PC en ensayos funcionales
para valorar la resistencia a la PC activada. Otros
autores han demostrado que los anticuerpos van di-
rigidos contra fosfolipidos unidos a la PC o PS™.

Anticuerpos contra el sistema de activacién
del plasminégeno

Anticuerpos contra un epitopo antigénico expre-
sado en la molécula de fibrina unida al t-PA han sido
demostrados en el suero de pacientes con LES, es-
clerodermia o con hipertensién arterial pulmonar
primaria. Estos pacientes tienen una mayor frecuen-
cia de fenémeno de Raynaud y fenémenos trombé-

ticos arteriales o venosos'®.

Anticuerpos contra una proteasa del factor
von Willebrand: parpura trombética
trombocitopénica y sindrome hemolitico
uremico

La purpura trombética trombocitopénica (PTT)
es una microangiopatia trombdtica consecuencia de
una formacién generalizada de trombos plaqueta-
rios en arteriolas y capilares. Un cuadro clinico de al-
teraciones neuroldgicas transitorias y multifocales
junto con una trombocitopenia por una microan-
giopatia trombdtica y deterioro de la funcién renal
debe hacernos sospechar en una PTT o un sindro-
me hemolitico urémico (SHU). En la patogenia in-
tervienen una agregacioén plaquetaria intravascular
aumentada y la lesién de la célula endotelial. El FWW
es secretado a partir de la célula endotelial como
un gran polimero de un polipéptido unido por puen-
tes disulfuro, que es partido por la metaloprotesa en
la circulacién en la posicién 842-843 o tiroxina-me-
tionina. Por la accién de esta enzima el FvW dismi-
nuye de tamano y queda roto en dos fragmentos de
176 kDay 140 kDa. En la PTT parece que esto no
sucede y el tamario de los polimeros del FYW son
normales o de gran tamafo. Hoy se cree que esto es
debido a la presencia de anticuerpos inhibidores de
la proteasa encargada de romper estos polimeros’.

Otros autoanticuerpos protrombdticos

Anticuerpos contra el inhibidor del factor tisular
(IFT) han sido detectados en pacientes con sindro-
me antifosfolipido o con simplemente aFl. Uno de
los mecanismos de trombosis inducida por los aFl
ha sido a través de un aumento de la expresién del
factor tisular a partir de cultivos de macréfagos in-
cubados con aFl. Parece que anti-IFP o inmunocom-
plejos pueden desempefiar un papel importante en
una mayor expresion de | FT y en consecuencia indu-
cir trombosis.

Un trabajo reciente también demostré la presen-
cia de anticuurpos anti-factor Xll de la coagulacién
sanguinea en personas con AL. Estos anticuerpos in-
ducirian una disminucién de la actividad fibrinoliti-
ca dependiente del factor Xl y podria ser otro meca-
nismo protrombdtico en relacién al AL o no'’.

En conclusién, en estos momentos existe bastante
evidencia de que algunos autoanticuerpos pueden
desemperiar algtin papel en los estados de hipercoa-
gulacién de personas con o sin enfermedades au-
toinmunes. En el futuro es importante pensar en la
presencia de autoanticuerpos como causa de trom-
bosis no explicable por otras causas.
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