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INTRODUCCION

J. BESALDUCH Y A. ESTELLES

Faltan centros??

El objetivo de los Programas Educacionales de
nuestros Congresos es la puesta al dia de funda-
mentos bdsicos, fisiopatoldgicos, tecnolégicos,
diagnésticos y terapéuticos en el dmbito de la He-
matologia y de la Trombosis y Hemostasia. Estos
programas permiten actualizarnos en muchos te-
mas, en especial en aquellos en que no estamos tra-
bajando de una forma directa, ya que se imparten
de una manera didéctica y son una herramienta muy
atil en nuestro quehacer diario. Asimismo, permiten
repasar campos que han tenido un avance diagnds-
tico o terapéutico importante, a la vez que recordar
patologias que por su rareza han quedado algo ol-
vidadas. La estructura del programa de este afio no
difiere de la de los afios anteriores con tres temas de-
dicados al drea de la Trombosis y la Hemostasia y
los siete restantes repartidos entre diferentes patolo-
gfas hematoldgicas.

En relacién a los temas de Trombosis y Hemosta-
sia, el Dr. Velasco nos describe el sindrome antifos-
folipido, indicando que, actualmente, no sélo cono-
cemos su naturaleza autoinmune y la asociacién a
un 20-30 % de todas las trombosis, sino que se ha
convertido en un sindrome con manifestaciones cli-
nicas que afectan a casi todos los érganos y tejidos.
Se trata de una entidad clinica bien definida que res-
ponde a la asociacién de unos criterios clinicos
(trombosis y/o pérdidas fetales) y de laboratorio
(anticuerpos anticardiolipina y/o anticoagulante
tipo lupus). Los mecanismos patogénicos atin no se
conocen, pero se ha indicado el papel que desempe-
fian algunas proteinas que se unen a las superficies
celulares (B,-glucoproteina o la protrombina), la ac-
cién de los anticuerpos anticardiolipina sobre los
mecanismos anticoagulantes fosfolipido-dependien-
tes o la activacién celular mediada por los antifosfo-
lipidos. Aunque se requieren mds ensayos clinicos, la
anticoagulacién es la opcién terapéutica mds acep-
tada, no sélo para los problemas trombéticos, sino
también para las complicaciones asociadas a la ges-
tacion.

A continuacién, el Dr. Batlle nos expone el trata-
miento de la enfermedad de von Willebrand (EvW).
Se trata de un trastorno hemorragico hereditario
causado por una deficiencia cuantitativa o cualita-
tiva del factor von Willebrand (FvW). Se dispone

principalmente de dos tipos de agentes terapéuti-
cos para el tratamiento de los episodios hemorragi-
cos espontdneos y para su prevencién: la desmo-
presina (DDAVP) y la terapéutica sustitutiva con
productos derivados del plasma. El tratamiento
con DDAVP es la terapia de eleccién en la mayor
parte de pacientes con EVW de tipo 1. Los pacientes
con enfermedad de tipo 3 y en la mayoria de los pa-
cientes con tipo 2, la terapia de DDAVP como uni-
co recurso es insuficiente o estd contraindicada,
siendo necesario asociarla a tratamiento sustitutivo
empleando concentrados ricos en FVW. Aunque
el tratamiento de la EVW es relativamente simple, el
diagnéstico es a menudo complicado, y es aconseja-
ble caracterizar adecuadamente a los pacientes para
prescribir un tratamiento individualizado en base al
tipo y subtipo de EVW.

El Dr. Espafia realiza una exhaustiva revisién del
sistema de la proteina C, el cual desempefia un pa-
pel esencial en la regulacién del proceso de la coa-
gulacién sanguinea. La activacién de la proteina C
por el complejo trombina-trombomodulina, ampli-
ficada por el receptor endotelial de la proteina C
(EPCR), conduce a la inactivacién de los cofactores
de la coagulacién activados Va y Vllla. Sin embargo,
el sistema de la proteina C también participa en
otras funciones biolégicas importantes. Asi, algunos
componentes del sistema ejercen interacciones ce-
lulares especificas que proporcionan actividades an-
tiinflamatorias y antiapoptéticas, profibrinoliticas y
neuroprotectoras. La implicaciéon del sistema de la
proteina C en diversas patologfas sugiere que algu-
nos de los componentes del mismo, especialmente
la proteina C activada y la trombomodulina, pueden
ser farmacos con gran futuro en el tratamiento de
diferentes enfermedades asociadas con la inflama-
ciény la apoptosis.

Los recientes avances que se han producido en
campo del metabolismo del hierro son analizados
por el Dr. Cazzola. Cada vez se van conociendo mds
genes implicados en trastornos del metabolismo del
hierro lo que nos permite entender la regulacién mo-
lecular del mismo, tanto en situaciones fisioldgicas
como patoldgicas, y nos da ocasién de investigar
nuevas estrategias terapéuticas para estos enfermos.
En esta revision, se hace un repaso de los diferentes



4 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, extraordin 1, octubre 2004

tipos de hemocromatosis hereditarias y su relacién
con la mutacién de los diferentes genes relaciona-
dos, incluyendo los nuevos descubrimientos como el
gen HJV de la hemocromatosis hereditaria juvenil
que codifica la hemojuvelina y de las anemias infla-
matorias en relacién al péptido hepcidina.

Desde la instauracién de la gammaglobulina anti-D
como tratamiento preventivo de la isoinmunizacién
Rh del recién nacido, muchos de los problemas deri-
vados de esta patologia se han solucionado. Sin em-
bargo, hoy en dia quedan aun elementos que necesi-
tan ser clarificados: desde cudndo y con qué dosis
debe efectuarse la profilaxis, hasta las diferentes téc-
nicas de cuantificacién de la isoinmunizacién. Tam-
bién es importante conocer los diferentes medios
para evaluar el dafio fetal en aquellas madres ya
isoinmunizadas y el tratamiento de la EHRN ya ins-
taurada. Esta tarea ha sido encomendada a la Dra.
Rodriguez de la Rua.

La infeccién sigue siendo una de las principales
causas de morbimortalidad de los enfermos hema-
tolégicos inmunodeprimidos. Dentro de este cam-
po, las infecciones virales representan una parte im-
portante del problema. El papel de los diferentes
virus en la patogenia de estas infecciones es un as-
pecto que debe ser dilucidado. Asimismo, los dife-
rentes protocolos terapéuticos y las nuevas modali-
dades de trasplante hematopoyético han hecho
cambiar algo el patrén de las infecciones virales en
este campo. El Dr. Garau nos expone su punto de
vista como infectélogo al analizar este campo.

La enfermedad de Waldenstrom es una patologia
poco frecuente, que hasta hace poco estaba mal de-
finida como entidad clinicopatolégica. Los criterios
diagndsticos no eran siempre iguales para todos los
médicos que trataban esta patologia. Desde el 2.°
Workshop Internacional de Atenas se ha definido la
enfermedad, se han elaborado unos factores pronés-
ticos y criterios para iniciar tratamiento y se han uni-
formado también los criterios de respuesta al trata-
miento. El Dr. Garcia-Sanz et al analizan la biologia de
esta enfermedad con una puesta al dia de los nuevos
métodos diagndsticos, prondsticos y terapéuticos.

La definicién de remisién completa es un concep-
to muy importante de cara a elaborar una estrategia
curativa en la mayoria de las enfermedades hemato-
|6gicas malignas. La capacidad de mesurar los res-
tos de células malignas tras una terapia erradicativa
es esencial a la hora de plantear un tratamiento
complementario en algunas patologfas. El Dr. To-
mas et al exponen las diferentes técnicas de detec-
cién de la enfermedad minima residual, asi como el
significado clinico del hallazgo en diferentes patolo-
gfas. Se discute en esta leccién, que los marcadores

de las enfermedades hematolégicas malignas utiliza-
dos para detectar enfermedad minima residual, son
completamente diferentes en cada patologia. Sin
embargo, se apunta a la existencia de marcadores
“panleucémicos” como la expresién del gen WTT,
que podrian ser de gran utilidad en estos estudios.

La aparicién de farmacos anticancerosos con una
diana molecular especifica ha abierto un camino di-
ferente para el manejo del cdncer. En particular, la
aparicién del STI ha revolucionado el tratamiento de
la leucemia mieloide crénica (LMC). Saber cémo
debe tratarse un enfermo con esta patologia en
2004, en relacién a la edad, existencia de donante
compatible, fase de la enfermedad, entre otras va-
riables, es el tema que desarrolla el Dr. Garcia-Ma-
nero desde la perspectiva de un centro que atina un
gran nimero de enfermos con esta patologia. En
esta leccidn, se discuten los criterios por los que se
ofrece el tratamiento inicial con STI a todos los pa-
cientes diagnosticados de LMC en su centro y tam-
bién la definicién de fallo en el tratamiento con este
farmaco, para poder cambiar la estrategia terapéuti-
ca en aquellos enfermos en que se produzca.

El Dr. Rosti, repasa el controvertido tema de las
altas dosis de quimioterapia en el cdncer de mama,
en una época en que las terapias especificas de dia-
na han comenzado en dar resultados en diversos
tipos de cancer. Analiza todos los estudios aleatori-
zados, cerrados o en marcha en este tipo de patolo-
gfa, tanto de cdncer metastdsico como de alto riesgo
con mas de 4 o 10 ganglios y concluye que el escep-
ticismo actual en este tipo de terapia quizd cambie
cuando los resultados se analicen con una perspec-
tiva de tiempo mas larga y los datos hayan madura-
do. Asimismo sefiala, que en los primeros ensayos,
la fuente de progenitores era la médula 6sea en lugar
de la sangre periférica, quiza por ello la rama de los
trasplantes en los estudios mds antiguos se viera pe-
nalizada por una mayor mortalidad.

El estudio del quimerismo en el trasplante alogéni-
co de progenitores hematopoyéticos, es una necesi-
dad para valorar las posibilidades tanto prondsticas
como terapéuticas a la hora de tomar decisiones cli-
nicas. Ciertas modalidades de trasplante alogénico
hematopoyético, tanto los de acondicionamiento de
intensidad reducida como los de injerto manipulado,
hacen imprescindible saber el estado de quimerismo
de los pacientes. El Dr. Urbano et al analizan en pro-
fundidad las diferentes técnicas de estudio y también
las diferentes poblaciones celulares que deben deter-
minarse para lograr una informacién dtil del tema.
Asimismo, sefialan el significado de los diferentes pa-
trones de quimerismo y su relacién con la pérdida del
injerto y la recidiva de la enfermedad.
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Introduccién

El sindrome antifosfolipido (SAF) se describié en
el afio 1983' como una triada compuesta por trom-
bosis venosas/arteriales, pérdidas fetales y una mo-
derada trombocitopenia, acompafiadas por un titu-
lo elevado de anticuerpos antifosfolipidos (aPL):
anticoagulante tipo lupus (LA) y/o anticuerpos anti-
cardiolipina (aCL). Originariamente, el SAF se en-
contré asociado a pacientes diagnosticados de lu-
pus eritematoso sistémico (LES). Sin embargo, mas
tarde fue reconocido como una entidad clinica inde-
pendiente: el SAF primario?.

En la actualidad no sélo se conoce su naturaleza
autoinmune y la asociacién a un 20-30 % de todas
las trombosis, sino que se ha convertido en un sin-
drome con manifestaciones clinicas que afectan a
casi todos los 6rganos y tejidos. Ello ha llevado a al-
gunos autores a llamarle SAF sistémico.

A continuacién revisaremos los criterios diagnosti-
cos actuales, su mecanismo patogénico autoinmune
y las medidas profil4cticas y terapéuticas consensua-
das en distintas reuniones internacionales.

Historia del sindrome antifosfolipido

Conocido en un principio como sindrome anticar-
diolipina, este sindrome fue unos afios mas tarde re-
conocido como una entidad clinica bien delimitada
y redefinido con su nombre actual: SAF. Histérica-
mente, el primer signo inmunolégico del sindrome se
describié en pacientes diagnosticados de LES que te-
nfan un test VDRL (pruebas reaginicas de serologia
luética) positivo pero sin evidencia clinica de sifilis.
Ademds, estos pacientes también presentaban anor-
malidades en los tiempos de coagulacién, fundamen-
talmente un tiempo de tromboplastina parcial activa-
do prolongado, actividad anticoagulante conocida
como “fenémeno lupus anticoagulante” y relaciona-
da con los tests fosfolipido-dependientes. Este hallaz-
go dio origen a numerosas confusiones, ya que dicha
actividad anticoagulante sélo se observaba in vitro y
no iba acompafiada de sintomas de didtesis hemo-
rragicas; muy al contrario, estos pacientes sufrian
complicaciones trombédticas y pérdidas fetales®.

Todas estas observaciones invitaron a Moore and
Mohr a sugerir la posibilidad de que estos tests fueran
falsos positivos. Sin embargo, la explicacién a estos

hallazgos tuvo que esperar al desarrollo de técnicas de
analisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELI-
SA) con las que poder cuantificar a los aCL. Con ellas
se comprobé que los aCL no sélo causaban el “fené-
meno LA”, sino que también eran los responsables de
la positividad de las pruebas bioldgicas para la sffilis.

Més tarde se produjo un descubrimiento que
cambié radicalmente el concepto originario del sin-
drome. Dos grupos independientes®® demostraron
que los aCL necesitaban proteinas con afinidad por
los fosfolipidos para unirse a la cardiolipina. Desde
entonces, la atencién del SAF abandoné los fosfoli-
pidos y se centré en el estudio de las proteinas con
capacidad para unirse a ellos: la 3,-glucoproteina |
(B2GPI) y la protrombina.

Sin embargo, no todos los anticuerpos tienen la
misma especificidad. Asi pues, aquellos que surgen en
el curso de enfermedades infecciosas (sifilis, enferme-
dad de Lyme, etc.) no precisan de las proteinas con
afinidad por los fosfolipidos, es decir, son 3,GPI-in-
dependientes, y, ademads, no se acompafian de mani-
festaciones clinicas.

Por otra parte, estudios observacionales han des-
crito la presencia de aPL en grupos familiares y en
ciertos tipos de antigenos de histocompatibilidad.
Asi pues, aunque el SAF se considera una patologfa
autoinmune, probablemente con una predisposi-
cién genética, alin son necesarios mds estudios para
conocer con precision la génesis y especificidad de
sus anticuerpos.

Criterios diagndsticos del sindrome antifosfolipido

En el SAF primario se han descrito numerosos tipos
de anticuerpos y sintomas, lo que ha hecho necesario
delimitar unos criterios diagndsticos. Dichos criterios
fueron definidos y consensuados por una reunién de
expertos que tuvo lugar en Sapporo en el afio 1999°.
A partir de dicha reunién el diagndstico definitivo del
sindrome hace necesaria la presencia simultanea de al
menos un criterio clinico y uno de laboratorio.

Criterios clinicos:
1. Trombosis vasculares: trombosis arterial, veno-

sa o de los pequefios vasos, localizada en cualquier
tejido u érgano.
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Figura 1. A) Representaci6n de la ,-glucoproteina | basada en
su estructura cristalogréfica. La proteina estd compuesta por

5 dominios SCR (short consensus repeat). B) Union de la
B2-glucoproteina | a las membranas celulares por su dominio V.
Modificada de Bouma B. EMBO J 1999;18:5166-74.

2. Complicaciones del embarazo: feto muerto
morfolégicamente normal después de la décima se-
mana de gestacién; nacimiento prematuro de un
neonato normal antes de la semana 34 de gestacién
y tres 0 mds abortos espontdneos antes de la décima
semana de gestacion.

Criterios de laboratorio:

1. Anticuerpos anticardiolipinas. Titulo modera-
do/alto de aCL IgG o IgM en dos determinaciones
separadas por un periodo de 6 semanas.

2. Anticoagulante circulante tipo lupus. Presencia
de un LA en dos determinaciones separadas por un
periodo de 6 semanas.

Los anticuerpos IgA, anticuerpos anti-3,GPl y an-
ticuerpos frente a otros fosfolipidos distintos a la
cardiolipina (fosfatidilserina, fofatidiletanolamina)
no se incluyen actualmente entre los criterios diag-
nésticos de laboratorio. Tampoco estdn reconoci-
dos los anticuerpos frente a otras proteinas con ca-
pacidad de unién a los fosfolipidos, tales como los
anticuerpos antiprotrombina, anexina V, proteina C
o proteina S°.

El umbral para distinguir los titulos bajos, mode-
rados o altos de aCL no ha sido estandarizado y
puede depender de la poblacién de estudio. Muchos
laboratorios utilizan titulos de 15-20 U de “fosfoli-
pido” como cifras de separacién entre valores bajos
y moderados. Otros consideran un titulo de aCL po-
sitivo cuando excede 2-2,5 veces el nivel medio del ti-
tulo de aCL. Las técnicas de ELISA para la determi-
nacién de los aCL deben utilizar placas recubiertas
con cardiolipina en presencia de suero bovino de
B2GPI, pues los aCL de pacientes con SAF son 3,GPI-
dependientes, a diferencia de los anticuerpos de pa-

cientes con enfermedades infecciosas que son (3,GPI-
independientes.

Para establecer el diagndstico de un LA, un plas-
ma deberd reunir los criterios recomendados por el
subcomité de estandarizacién de la ISTH. Es impor-
tante subrayar que un tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPa) normal no excluye la presen-
cia de un LA. Por tanto, se recomienda emplear tests
de coagulacién sensibles al LA”. Asimismo, es nece-
sario emplear conjuntamente test inmunoldgicos
y coagulativos para efectuar un diagndstico més
correcto.

Especificidad antigénica de los aCL: 3,GPI

Como hemos mencionado en pdrrafos anteriores,
los aPL no estan dirigidos frente a fosfolipidos sino
contra proteinas con capacidad de unién a las su-
perficies celulares*®. La mayorfa de los aCLy los LA
estan dirigidos frente a la protrombina y la ,GPI.
Esta dltima es la mas comdin y mejor caracterizada.

La B2GPI, una proteina plasméatica muy glucosila-
da, estd compuesta por 326 aminoacidos con una
masa molecular de 50 kDa. La proteina, basada en
su estructura cristalografica, tiene la forma de un an-
zuelo de pescar constituido por 5 dominios SRC
(short consensus repeat superfamily). El dominio 5 ha
sido caracterizado como el sitio de unién a los fos-
folipidos® (fig. 1). Asi mismo, experimentos in vitro
han demostrado que los aPL se unen a la 3,GPI por
los dominios |y II, y que el resultado de esta unién
incrementa la afinidad de la proteina por los fosfo-
lipidos de membrana. Dichas interacciones se pro-
ducen probablemente como consecuencia de la for-
macién de complejos bivalentes IgG-B,GPI, pues
estos complejos (anti-B,GPI-B2GPl) se unen con
mas afinidad a los fosfolipidos que cuando la 3,GPI
estd libre’.

La funcidn fisiolégica de la 32GPI no se conoce
autn en detalle. Algunos autores han sugerido que
podria participar en el metabolismo de los lipidos,
ya que un 30 % de la proteina circula unida a las li-
poproteinas. Otros le han atribuido funciones anti-
coagulantes, pues inhibe al factor Xa y al complejo
protrombinico. También se ha relacionado con los
procesos biolégicos de apoptosis celular. Sin embar-
go, su deficiencia, descrita hace mds de 30 afios, no
se ha podido asociar a complicaciones trombdticas.

Por otra parte, aunque se habfa asumido que la
unién de la B,GPI a las superficies celulares se pro-
ducia directamente a través de la interaccién con los
fosfolipidos de membrana, estudios recientes han
demostrado que esta unién estd mediada por la
anexina I1'%. Esta nueva observacién afiade una pie-
za mds a este puzzle del SAF, y obliga a replantearse
las interacciones de los aPL con la superficie celular.

Aunque la mayoria de los aPL estan dirigidos fren-
te a la 32GPly la protrombina, existen anticuerpos
que reconocen a otras proteinas también con capa-
cidad de unién a los fosfolipidos, entre los que se
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encuentran la proteina C, la proteina S, la anexina V
o el factor H del complemento. Sin embargo, atin no
hay una evidencia clara de que estos anticuerpos se
asocien a complicaciones trombdticas.

Por otra parte, a pesar de estos avances, seguimos
sin conocer por qué los Fosfollpldos unidos a pro-
teinas pueden hacerse inmunogénicos. En este senti-
do, Borchman et al'’, usando técnicas de espectro-
fotometria con rayos infrarrojos, han demostrado
que al combinar 3,GPI con cardiolipinas se produ-
cen cambios conformacionales en ambas moléculas,
cambios que también podrian ocurrir in vivo en las
proteinas que se unen a las superfaes celulares par-
cialmente activadas. La exposicién de nuevos epito-
pos por estas proteinas generarfa la produccién de
los aPL.

De cualquier forma, la patogenicidad de los aPL en
el SAF ha sido demostrada en modelos experimenta-
les. Asi pues, ratones inyectados con aCL o anti-
B2GPI desarrollaron sintomas compatibles con un
SAF, todo lo cual subraya la estrecha relacién que
existe entre estos anticuerpos y las manifestaciones
clinicas del sindrome'?

Mecanismos patogénicos de trombosis

Las complicaciones trombéticas, junto a las pérdi-
das fetales, representan la primera manifestacion cli-
nica en los pacientes con SAF. Varias hipdtesis han
sido sugeridas para explicar los mecanismos celula-
res y moleculares responsables de estas trombosis
(tabla 1). No obstante, ninguna de ellas ha sido ca-
paz de proporcionar una respuesta satisfactoria.

Basicamente, dos mecanismos patogénicos han
sido propuestos: a) los aPL podrian interferir con las
propiedades anticoagulantes fosfolipido-dependien-
te de las superficies celulares, o0 b) los aPL, al unirse a
las superficies celulares, originan una serie de sefia-
les intracelulares que conducirfan finalmente a una
activacion celular. Obviamente, ambos mecanismos
también podrian actuar de manera simultdnea'.

Interferencia de los aPL con las propiedades
anticoagulantes fosfolipido-dependiente
de las superficies celulares

Un claro ejemplo de interferencia en las superficies
celulares son las anomalias descritas en el sistema
anticoagulante de la proteina C. Este sistema esta
compuesto por la proteina C (PC), proteina S (S),
trombomodulina (TB) y el receptor de la proteina C
(RPC). La PC, activada por la trombina en presencia
de TB y PS, inactiva por protedlisis a los factores V
y VIl en las superficies celulares.

La ocupacién de las superficies celulares por com-
plejos inmunes impide o interfiere, a distintos nive-
les, el normal funcionamiento de este sistema regu-
lador de la coagulacién'. En consecuencia, se
favoreceria la apariciéon de un estado de hipercoagu-
labilidad que podria contribuir a la aparicién de las
complicaciones trombdticas de estos pacientes.

Tabla 1. Mecanismos de trombosis propuestos
en el sindrome antifosfolipido

Interferencia con los mecanismos anticoagulantes en las
superficies celulares
Exposicién de fosfolipidos anidénicos
Interferencia con el sistema PC/PS

Inhibicién de los complejos AT-heparina

Inhibicién del TFPI

Induccién de factor tisular

Activacién de células vasculares
Lesion del endotelio. Induccién de apoptosis
Incremento de expresién de las moléculas de adhesién
Liberacién de microparticulas

Activacién de la funcién plaquetaria

Incremento de endotelin-1

Reactividad con LDL-oxidadas

Incremento de PAI

AT-heparina: antitrombina-heparina; TFPI: inhibidor del factor tisular;
LDL: lipoproteinas de baja densidad.

En este sentido, estudios in vitro con trofoblastos y
células endoteliales enfrentadas a aPL anti-IgG han
demostrado resultados similares. Los aPL, segtin
Rand et al'®, reducen los niveles de anexina V, una
proteina que mediante su unién a los fosfolipidos
aniénicos de las superficies celulares desarrolla una
actividad anticoagulante, al impedir el contacto en-
tre los fosfolipidos y los distintos factores de la coa-
gulacién. Pues bien, estos autores han observado
que los trofoblastos y las células endoteliales, con
una anexina V disminuida, muestran tiempos de
coagulacién mas cortos en respuesta a los aPL.
Todo ello secundario a una mayor disponibilidad
de fosfolipidos para unirse a los factores coagulati-
vos. Estos mecanismos, aunque no han sido corro-
borados por otros grupos, pretenden explicar los
mecanismos patogénicos responsables de las pérdi-
das fetales.

Estudios mds recientes han demostrado que los
aPL también interfieren con el mecanismo anticoa-
gulante del sistema PZ/PZI. Este sistema estd com-
puesto por el inhibidor de la proteina Z (PZI) y su
cofactor, la proteina Z (PZ). Su principal accién es
inhibir al factor Xa. En este sentido, Forrastierro et
al'” han observado que los aPL en presencia de
B2GPI disminuyen la inhibicién del factor Xa por el
sistema PZ/PZIl. Ademas, los pacientes con SAF tie-
nen unos niveles de PZ reducidos.

Estos resultados son otro claro ejemplo de cémo
los aPL pueden interferir, a diferentes niveles, los me-
canismos anticoagulantes fosfolipido-dependientes
en las superficies celulares, facilitando la aparicién
de un estado de hipercoagulabilidad.

Activacion celular mediada por los aPL

La observacién de que los aPL aumentan la expre-
sién de las moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1,
E-selectina) y el factor tisular, acompafiados por una
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activacién y redistribucién del factor nuclear kap-
pa-B (NFkB) desde el citoplasma al nticleo, es un
claro ejemplo de cémo estos anticuerpos pueden
mediar una activacién celular después de unirse a las
membranas fosfolipidicas'®. En este sentido, Cua-
drado et al'® han demostrado que monocitos circu-
lantes de pacientes con SAF muestran un aumento
en la expresién del factor tisular (FT). Dichos resul-
tados se asocian a un incremento de la capacidad
procoagulante de estas células. Mds aun, estos mo-
nocitos, aislados en condiciones no adherentes, acu-
mulan TF ARNm a unos niveles similares a los pro-
ducidos por monocitos normales estimulados con
lipopolisacéaridos'®?°. Todo lo cual sugiere que el
nivel de expresién de TF, en el SAF, es comparable al
observado en una endotoxemia, patologfa prototi-
po de un estado de hipercoagulabilidad.

Por otra parte, otros autores han observado que
la deposicién de complejos inmunes, en células par-
cialmente activadas, podria inducir una activacién
celular posterior. Esta, a su vez, favorecerfa la forma-
cién de microvesiculas que incrementarian la gene-
racién de trombina, un mecanismo similar al des-
crito en la pdrpura trombocitopénica trombdtica,
secundaria al tratamiento con heparina'.

Cualquiera de estos mecanismos que hemos des-
crito podrfa ser suficiente para originar de forma ais-
lada un estado de hipercoagulabilidad en SAF. Sin
embargo, la biologfa ha ensefiado que los mecanis-
mos bioldgicos no suelen ser procesos simples, sino
el resultado de interacciones complejas. Una com-
plejidad que, sin duda, también debe presidir los
mecanismos patogénicos de trombosis en el SAF.

Profilaxis y tratamiento del sindrome antifosfolipido

Profilaxis primaria. E| tratamiento profilactico de
aquellos pacientes con aPL, pero sin una historia
de complicaciones trombéticas, es un problema cli-
nico importante; sin embargo, son escasos los estu-
dios que han intentado dar respuesta a este interro-
gante.

Basicamente, podemos encontrarnos con los si-
guientes supuestos clinicos: a) enfermos con LES
que ademds son positivos para los aPL, y b) indivi-
duos sin sintomatologfa de SAF a los que se les des-
cubre de manera accidental unos aPL en un estudio
solicitado por otras razones (p. ej., un estudio de
coagulacién preoperatorio).

En estas circunstancias, un panel de expertos ha
recomendado el tratamiento con acido acetilsalici-
lico a dosis bajas?®'. Sin embargo, la anticoagula-
cién puede estar indicada si se sospecha un estado
de hipercoagulabilidad.

También se recomiendan las medidas generales de
profilaxis tromboembdlica, tales como: dejar de fu-
mar, el uso de medias eldsticas, estatinas, 4cido f6-
lico, etc.

Profilaxis secundaria del tromboembolismo venoso. Las
trombosis venosas profundas de cualquier localiza-

cién son una complicacién frecuente del SAF. Ade-
mds, estas trombosis suelen ser recurrentes, generan-
do un estado trombofilico que obliga a instaurar una
profilaxis secundaria. Ante estas circunstancias la
mayoria de los autores coinciden en usar los anticoa-
gulantes orales??. Dicha anticoagulacién, aunque no
existe un acuerdo general en cuanto a la duracién to-
tal de la misma, debe prolongarse més alld de los
3-6 meses.

Niveles de anticoagulacién con un indice normali-
zado internacional (INR) de 3-4 han demostrado ser
efectivos para proteger a estos enfermos de nuevas
complicaciones trombéticas?®. Sin embargo, otros
estudios, con regimenes de anticoagulacién menos
intensos (INR de 2-3), también parecen ser efica-
ces, pues evitan las recurrencias sin elevar el riesgo
hemorrdgico. Por tanto, son necesarios mas estu-
dios especificos y prospectivos, que permitan elegir
el nivel de anticoagulacién mas adecuado. Mientras
tanto, la anticoagulacién debe adaptarse a los fac-
tores de riesgo trombdticos/hemorrdgicos de cada
paciente.

Stroke y sindrome antifosfolipido. El stroke isquémico
es la tnica manifestacién clinica neurolégica acep-
tada como criterio diagndstico del SAF. Para pre-
venir estas complicaciones neuroldgicas se han
empleado farmacos antiagregantes y anticoagulan-
tes. Sin embargo, es dificil proponer una de estas
opciones terapéuticas, pues la mayoria de las re-
comendaciones estdn basadas en estudios retros-
pectivos con un mal disefio. Hasta la fecha, el dni-
co estudio prospectivo, aleatorizado y controlado
es el APASS (AntiPhospholipid Antibody in Stroke
Study group) en colaboracién con el WARSS (War-
farin-Aspirin Recurrent Stroke Study)?*. Un estu-
dio que, aun siendo el més recomendable, tampo-
co estd exento de limitaciones, pues incluye
enfermos con una sola determinacidn de los aPL,
titulos bajos de aCL o del tipo IgA. Ademas, no
contempla distintas intensidades de anticoagula-
cién con los dicumarinicos. Por consiguiente, en la
actualidad, seguimos sin datos suficientes para po-
der recomendar un tratamiento u otro, si bien los
pacientes con un mayor riesgo trombdtico, aque-
llos con un titulo alto de aCL y/o LA, podrian be-
neficiarse de los anticoagulantes orales, mante-
niendo un INR elevado®.

Por udltimo, hemos de recordar que otros desér-
denes neurolégicos como la epilepsia, demencia,
mielitis transversa, esclerosis multiple, corea, migra-
fia, sindrome de Guillain-Barré y pérdida de la audi-
cién sensorial, no se consideran criterios diagndsti-
cos del SAF.

Tratamiento del SAF en la mujer embarazada. Como
subraydbamos al principio, otra de las principa-
les complicaciones del SAF son las del embarazo,
concretamente las pérdidas fetales. En la mujer em-
barazada con SAF, los expertos recomiendan la he-
parina de bajo peso molecular (HBPM) y el 4cido
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acetilsalicilico a dosis bajas. La pauta y dosis de la
HBPM dependeran del peso y de la situacién clinica
de la paciente. En general, embarazadas con antece-
dentes personales de trombosis reciben 2 dosis de
heparina al dia. Por otra parte, los anticoagulantes
orales también pueden emplearse entre las semanas
14-34, sobre todo en mujeres con stroke o trombosis
de localizacidn arterial. El tratamiento con inmuno-
globulina intravenosa sélo esta indicado en aquellos
casos donde no resulta efectiva la terapia conven-
cional con HBPM y 4cido acetilsalicilico?®.

Resumen

En la actualidad el SAF es una entidad clinica bien
definida que responde a la asociacién de unos crite-
rios clinicos (trombosis y/o pérdidas fetales) y de
laboratorio (aCL y/o LA).

Aunque los mecanismos patogénicos atlin no se
conocen en detalle, disponemos de importantes ob-
servaciones que ayudan a comprender mejor este
sindrome. El papel que desempefian las proteinas
que se unen a las superficies celulares, como la
B,GPI o la protrombina; la accién de los aCL sobre
los mecanismos anticoagulantes fosfolipido-depen-
dientes o la activacién celular mediada por los aPL
son progresos de un valor incuestionable.

La anticoagulacién es la opcidn terapéutica mds
aceptada, no sélo para las complicaciones trombé-
ticas, sino también para las asociadas al embarazo.
Sin embargo, se requieren mds ensayos clinicos que
respondan algunas cuestiones, por ejemplo, cudl es
el mejor nivel de anticoagulacién en la profilaxis se-
cundaria, qué opcidn es la mejor para el grupo de
individuos que son aPL positivos, pero sin clinica del
sindrome, o cémo actuar en aquellos enfermos con
LES, aPL positivos, pero sin complicaciones trombo-
embdlicas.
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Resumen

La enfermedad de Von Willebrand (EvW) es un
trastorno hemorrdgico hereditario hasta ahora con-
siderado como muy frecuente, causado por una de-
ficiencia cuantitativa o cualitativa del factor Von Wi-
llebrand (FVW). Es muy probable que introduciendo
criterios epidemiolégicos mas estrictos se acabe di-
ferenciando entre la verdadera EvW, de aquellos
descensos del FWW que podrian ser valorados més
como riesgo hemorrdgico leve/moderado que como
enfermedad, por lo que disminuiria de forma nota-
ble su frecuencia. Se dispone principalmente de dos
tipos de agentes terapéuticos para el tratamiento
de los episodios hemorragicos espontdneos y para
su prevencién: la desmopresina (DDAVP) y la tera-
péutica sustitutiva con productos derivados del plas-
ma. La DDAVP es el tratamiento de eleccién en la
mayor parte de pacientes con EvW tipo 1. Los pa-
cientes con el tipo 3 y en la mayorfa de los pacientes
con tipo 2, la DDAVP como Unico recurso es insu-
ficiente o estd contraindicada, siendo necesario
asociarla a tratamiento sustitutivo empleando con-
centrados ricos en FvW. Se deben emplear preferen-
temente los concentrados de FvW sometidos a pro-
cedimientos de inactivacién viral, lo que no ocurre
con el crioprecipitado. Aunque el tratamiento de la

Tabla 1. Clasificacién de la EWW

EvW es relativamente simple (siempre que se tenga
acceso a un laboratorio bésico), el diagndstico es a
menudo complicado, y es aconsejable caracterizar
de manera adecuada a los pacientes para prescribir
un tratamiento individualizado en base al tipo y sub-
tipo de EVW.

Introduccién

La EVW es una diatesis hemorrdgica congénita cau-
sada por una anomalfa cualitativa y/o cuantitativa
del FYW de carécter autosémico dominante o, con
menos frecuencia, recesivo. Existe también una forma
adquirida asociada a muiltiples situaciones. Los de-
fectos del FW en la EVW motivan la hemorragia al
impedir la adhesién plaquetaria o la coagulacién
sanguinea que también estabiliza el FVIII (concentra-
do de factor VIII) en la circulacién. La EVW constituye
un grupo heterogéneo, con una gran diversidad de fe-
notipos, que varian en gravedad, predominando las
formas leves. La clasificacion revisada de la EVW, acepta-
da internacionalmente, pretende reflejar las diferen-
cias en la fisiopatologia de los diferentes fenotipos de
esta enfermedad’. Se basa en la cantidad y calidad
del FWW en el plasma y plaquetas (tabla 1).

Hasta ahora la EVW se ha considerado muy preva-
lente, pero es muy probable que en un futuro préxi-

Subtipo Definicion Frecuencia Herencia autosdmica
Tipo 1 Deficiencia parcial cuantitativa del FvW 70-80% Dominante
Tipo 2 Deficiencia cualitativa del F"W
2A Disminucién de la funcién del FvW, plaquetario 10-15% Dominante
dependiente, asociada a ausencia de los multimeros Rara vez recesiva
de mayor tamafio del FvW
2B Aumento de la afinidad del FWW por la GPIb plaquetaria <5% Dominante
2M Disminucién de la funcién del FWW, plaquetaria Raro Dominante
dependiente, sin ausencia de multimeros de mayor
tamano del FWW
2N Disminucién de la afinidad del FvW por el FVIII Raro Recesiva
Tipo 3 Deficiencia virtualmente completa del FvW 1-5/10° habitantes Recesiva

EvW: enfermedad de von Willebrand; FvW: factor de von Willebrand; FVIlI: concentrado de factor VIII.

Adaptada de Sadler’.
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mo, empleando criterios epidemiolégicos més es-
trictos se distinga entre una verdadera EVW de aque-
llos descensos del FvW que podrian ser valorados
mas como riesgo hemorragico leve/moderado que
como enfermedad?. Si asi fuera podrfa disminuir de
manera ostensible su frecuencia, y, en estos dltimos
casos, dependiendo del riesgo hemorrdgico del pa-
ciente, la actitud terapéutica podria incluir alguno
de los recursos empleados en el tratamiento de la
EvW (sobre todo los farmacolégicos). A lo largo de
estos ultimos afios no se han producido avances
muy notables en el tratamiento de la EWW37. A con-
tinuacién se indican los aspectos mas relevantes.

Recursos terapéuticos en la EvW

Se dispone de dos tipos de recursos terapéuticos
principales: la DDAVP y el tratamiento sustitutivo
con derivados plasmaticos. Otros agentes emplea-
dos en el tratamiento, tales como los antifibrinoliti-
cos, se consideran como tratamiento coadyuvante
(tabla 2)37. El tratamiento éptimo de la EVW re-
quiere: a) un diagndstico correcto, que incluya el
subtipo de EVW; b) el conocimiento de la historia he-
morragica previa; ¢) los valores del FVIIl y de FWW, y
d) valoracién de la gravedad y duracién prevista del
episodio hemorragico, para estimar asf el tipo, do-
sis y duracidén del tratamiento que se debe emplear.

El objetivo es la correccién de las alteraciones de
la hemostasia primaria y de la coagulacién, normali-
zando los valores de FvW y de FVIII. Es necesario te-
ner en cuenta los siguientes aspectos: a) las altera-
ciones de la coagulacién debidas al descenso del
FVIII son secundarias al defecto del FvW; b) la res-
tauracién de los valores normales de FVIII se acom-
pafia por lo general de un control de la hemorragia
no mucosa y posquirurgica, incluso en ausencia de
correccién del tiempo de hemorragia (TH); ¢) se ne-
cesita la restauracién de la hemostasia primaria
para controlar la hemorragia mucosa grave, y d) el
tratamiento sustitutivo con FYW restituye el compar-

timiento plasmatico, pero no el plaquetario®”.

Recursos farmacolégicos

Agentes antifibrinoliticos

Mejoran la hemostasia al inhibir la fibrindlisis. Son
sobre todo dtiles en las hemorragias por mucosas:
epistaxis, gingivorragias, menorragia®’. Los més utili-
zados son el 4cido épsilon-aminocaproico y el 4cido
tranexdmico (1-aminometil-ciclohexano-4-carboxilico
o AMCHA). Pueden administrarse por via tdpica,
oral o intravenosa. Los enjuagues con antifibrinoliticos
en la zona de extraccién dentaria facilitan una alta
concentracién local del agente hemostatico. El 4ci-
do épsilon-aminocaproico se usa en dosis de 50-
100 mg/kg, cuatro veces al dia. El AMCHA se em-
plea en dosis de 15-25 mg/kg, tres o cuatro veces al
dia. Como efectos secundarios hay que sefialar ndu-
seas y vomitos y, raras veces, exantema cutdneo o

Tabla 2. Recursos terapéuticos de la EvW

Farmacoldgicos

Antifibrinoliticos

Acetato de desmopresina (DDAVP)
Estrégenos de sintesis

Concentrados plasmdticos de FvW

Crioprecipitados (en desuso)

Concentrados de FVIIl y FWW de pureza intermedia-alta
Concentrados de FWW pobres en FVIII

Concentrados de plaquetas

Concentrado de FVlla recombinante
Perspectivas futuras

Concentrado de FvW recombinante

Terapia génica
Trasplante hepdtico

EvW: enfermedad de von Willebrand; FvW: factor de von Willebrand;
FVIII: concentrado de factor VIII.

subfusién conjuntival. Contraindicaciones: a) hemo-
rragias de tracto urinario por la produccién de coa-
gulos al inhibir la uroquinasa, y b) en pacientes con
factores de riesgo trombético deben usarse con pre-
caucioén.

Acetato de desmopresina

Los efectos de la DDAVP varian segtin el subtipo
de la EVW, y no siempre puede administrarse en to-
das las situaciones®’. Asi mismo, interesa que el
FvW incrementado sea funcionalmente normal.

Prueba de respuesta a la DDAVP

Ya que la respuesta a la DDAVP en un paciente
dado es reproducible en diferentes ocasiones, se
aconseja realizar una prueba en todos los pacien-
tes, y preferentemente en el momento del diagnésti-
co, para conocer el patrén de respuesta individual
en condiciones basales, sin sangrado activo®. Hasta
un 25% de pacientes no responden o tienen una res-
puesta limitada. La respuesta es diferente en cada
enfermo, pero suele mantenerse constante y concor-
dante con el resto de la familia.

Monitorizacion

Incluye el pulso, presién arterial y determinacién
de TH/tiempo de obturacién (TO), PFA' TTPa
FVIII procoagulante (VIII:C), FvW:Ag, FvW:RCo (ba-
sal, 30 min, 1, 2, 4y alas 6 h si fuera posible). Asi
mismo debe monitorizarse el recuento plaquetario
para detectar cualquier forma 2B no clasica al ob-
servar la trombocitopenia postinfusién®"".

Criterios de respuesta a la DDAVP

Se acepta que hay respuesta a la DDAVPsialas2 h
de su administracién se observa un aumento de al
menos tres veces el nivel basal de FVIIl y de F"W:RCo
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obteniendo niveles de al menos 30 U/dly un TH de
12 min o menor, cuando éste se encontraba previa-
mente prolongado'?.

Dosis y via de administracidn

Se puede administrar por via subcutdnea, intrana-
sal e intravenosa. En Espaa la via comdnmente utili-
zada es la intravenosa. La dosis es de 0,3 pg/kg de
peso en 50-100 ml de suero salino a pasar en 20 min.
Dosis superiores no suponen mayor respuesta. En ni-
fios, podria ser suficiente con 0,2 wg/kg, administra-
do mads lentamente que en adultos para evitar efec-
tos adversos.

La méaxima elevacién de FVIII se produce a los
30-60 min, aumentando de 3 a 5 veces el nivel basal,
observdndose grandes variaciones individuales. Esta
respuesta es transitoria, de unas 4-6 h*7. Se produce
liberacién del FvW de las células endoteliales, in-
cluyendo multimeros supranormales que ofrecen
multiples sitios funcionales, con un maximo a los
60-120 min, y aumenta el F"W:RCo. EI TH y el TO
del PFA'® suele disminuir o corregirse en 1-2 h y
prolongandose de nuevo al cabo de 4-6 h en una mi-
norfa de los casos (dependiendo del tipo de EVW).
En la via subcutédnea la dosis es la misma, y el pico se
produce aproximadamente una hora més tarde. El
nebulizador intranasal de alta concentracién puede
ser de utilidad para el tratamiento domiciliario en
nifios: dosis de 300 wg en adultosy 150 pg en ni-
fios con menos de 50 kg. En Espafia no se encuen-
tra comercializado y debe tramitarse como medica-
mento extranjero.

Taquifilaxia

Las dosis pueden repetirse cada 12 0 24 h, depen-
diendo del tipo y gravedad del suceso hemorragico.
En la mayoria de los pacientes tras dosis repetidas
de DDAVP, o si se acortan los intervalos de infusidn,
la respuesta va siendo progresivamente menor'>.

Tabla 3. Respuesta a la DDAVP en la EvW

Disminuye aproximadamente un 30 % si se adminis-
tra cada 24 h. Por ello, en aquellos casos en los que
preveamos un riesgo hemorragico prolongado, no
serd suficiente como Unico tratamiento y deberdn
plantearse otras opciones terapéuticas.

Efectos secundarios

Enrojecimiento facial, cefalea transitoria, hipo-
tensién y taquicardia, justo coincidiendo con la in-
fusién (por el efecto vasomotor, desapareciendo al
enlentecer la infusién). La accién antidiurética se
acompafia en muy raras ocasiones de hiponatre-
mia, retencién de liquidos e, incluso, intoxicacién
hidrica. Este riesgo aumenta en nifios y en postope-
rados que han recibido gran cantidad de liquidos
hipotdnicos. Cuando son necesarias varias dosis, es
aconsejable restringir liquidos y verificar una correc-
ta diuresis. Se han observado hiponatremia y con-
vulsiones en nifios con enuresis nocturna'®. Se han
descrito, asimismo, algunas complicaciones trom-
boembdlicas, por lo que debe usarse con precau-
cién en pacientes ancianos cardidpatas o con arte-
riosclerosis (no en nifios)' ', Esta complicacién
puede guardar relacién con la aparicién transitoria
de multimeros supranormales derivados de la célu-
la endotelial, los cuales pueden inducir la agrega-
cién plaquetaria en las condiciones reoldgicas de
las arterias estenosadas. Se suele aceptar que esta
contraindicado en nifios menores de 3 afiosy en
pacientes con antecedentes de convulsiones, enfer-
medad cardiovascular, polidipsia y/o sobrecarga de

liquidos.

Indicaciones del tratamiento con DDAVP

EvW'tipo 1. Es el tratamiento de eleccién (tabla 3).
La EvW tipo 1 representa aproximadamente el 80 %,
y la mayoria de los pacientes suelen responder a la
DDAVP, con intensidad variable, sobre todo si el
contenido de FVW plaquetario es normal.

Tipo enfermedad

Von Willebrand Nivel de evidencia

Respuesta esperable

Tipo 1 clasico E2

Excelente. Tratamiento eleccién en cirugia menor, maxilofacial,

traumatismos leves, etc.

Tipo 1 plaquetario bajo
Tipo 2 A

Tipo2B
Tipo2 M

Tipo 2N

o O ©U O O©OOU

Tipo 3

Pobre/ausente

Pobre/ausente. T multimeros, pero son malfuncionantes.
Se produce | TH en algunos casos

Controvertido: desarrollo trombopenia. Uso clinico restringido.
Se han descrito casos tratados con éxito

Pobre/ausente. T FVIII y FWW sin modificar el patrén multimérico.
Aislados casos tratados con éxito

Esencial para diagnéstico. T RW pero no el FVIIl. Respuesta muy breve,
en algunos casos suficiente en cirugia menor o didtesis muy leve

Nula. No vélido como unico tratamiento

DDAVP: acetato de desmopresina; EvW: enfermedad de von Willebrand; TH: tiempo de hemorragia; FVIII: concentrado de factor VIIl; FW: factor de von

Willebrand.
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Otras situaciones. Son aquellos casos en los que la
DDAVP se ha valorado en grupos limitados de pa-
cientes. No hay estudios aleatorizados. En el subti-
po 2N aumenta el FvW, pero se produce respuesta o
es muy breve del FVIII, ya que no mejora la afinidad
del FvW por el FVIII'"'8. En forma 2M hay una res-
puesta pobre o ausente, pero en algunas situaciones
puede ser de utilidad

No responden a la DDAVP (aproximadamente el
20-25 % de los pacientes). La EVW subtipo 1 “plaque-
tario bajo” se asocia a una pobre respuesta. En el
subtipo 2A algunos pacientes presentan acorta-
miento del TH, aumento del FVIIl y multimeros que
en ocasiones se corrigen para volver a ser patoldgi-
cos en corto espacio de tiempo>”. En la forma 2B su
indicacién sigue siendo motivo de controversia por
agravar la trombopenia, si bien se han descrito al-
gunos casos de tratamiento con éxito'®?2. En el
tipo 3 no es util como dnico tratamiento?. Sin em-
bargo, los pacientes con EVW grave recesiva con la
mutaciéon C2362F homozigota, o heterozigota com-
puesta, muestran una normalizacién del FVIII sin
cambios en el TH anormal®*.

Estrdgenos de sintesis

Incrementan la sintesis del F¥W, pero no de mane-
ra inmediata, sino a partir de los 5 o 6 dias, prolon-
gandose durante 2 o 3 semanas y de forma variable
e impredecible. Es por ello que no se utilizan de for-
ma generalizada con fines terapéuticos. Puede ser un
recurso complementario de los anteriores®”. Los es-
trégenos, incluidos los de sintesis (éstos a dosis de
0,6 mg/kg/dia), se han utilizado con éxito en la re-
duccién de la gravedad de la menorragia de mujeres
con EvW de grado leve-moderado, e incluso en el
tipo 3, a pesar de que no se modifiquen los valores
de FVIII/FYW. Debe hacerse siempre una valoracién
del riesgo-beneficio. A menudo, estas mujeres utili-
zan estrégenos asociados a progestdgenos como
método anticonceptivo o para la prevencién de os-
teoporosis posmenopdusica. Pueden ser ttiles inclu-
so en el tipo 3, aunque no se modifiquen los valores
del FVIIl y FWW, complementando el tratamiento
sustitutivo. También son utiles como unico trata-
miento en las menorragias y en casos muy especiales
de cirugia menor, iniciando el tratamiento en el pre-
operatorio, y manteniéndolo 2 semanas después.

Agentes hemostdticos locales

Existen diversos medicamentos locales para tratar
la hemorragia de mucosas: trombina local; coldgena
micronizada en tiras para taponamiento nasal; solu-
ciones orales y nasales de 4cido tranexamico tépi-
co; y goma de fibrina. Son dtiles, sobre todo, como
coadyuvantes.

Concentrados plasmaticos de F"W
Son eficaces en todos los subtipos de EvW, pero,
debido al riesgo residual de enfermedades virales

transmisibles y su elevado coste, deben reservarse a
los pacientes no candidatos al tratamiento farmaco-
l6gico (no respuesta a la DDAVP, taquifilaxia).

Crioprecipitado

Constituyé uno de los pilares del tratamiento de la
EvW por contener buenos niveles de FVIIl y de FvW,
con estructura multimérica normal. Actualmente en
desuso, tras la aparicién primero de la DDAVP, y
posteriormente de los concentrados comerciales de
FVW, que son sometidos a procedimientos de inacti-
vacién viral. Su utilizacién deberfa restringirse a
aquellas situaciones de hemorragia grave en las que,
por alguna circunstancia, no se disponga de con-
centrados de FVIII que contengan FYW. Cada bolsa
contiene unas 80-100 U. Suelen administrarse cada
12 h. Puede obtenerse a partir de plasma obtenido
de donante habitual con serologias repetidamente
negativas. Asi mismo, se pueden obtener a partir de
plasma previamente inactivado. En este dltimo caso,
dependiendo del tipo de procedimiento, el producto
resultante puede carecer de multimeros de alto
peso, asi como tener bajo contenido en FvW y pare-
ce poco util (método solvente/detergente), o bien
puede mantener valores menores, pero tal vez acep-
tables de FvW (azul de metileno), por lo que podria
ser Util en caso de necesidad®.

Concentrados de FVIIl y FvW

Concentrados de FVIIl y FYW de pureza intermedia o alta

Existen varios concentrados comerciales de FvW
disponibles?®3'. Aunque tal vez no sea imprescindi-
ble una estructura multimérica idéntica a la del FWW
plasmatico, si que es importante que su FYW sea
rico en multimeros de alto peso molecular, lo que
suele correlacionarse con una mejor actividad de
FvW. Las caracteristicas del F"W de estos concentra-
dos varian enormemente segtin el proceso de fabri-
caciény la degradacién que sufren estos multimeros
(figs. 1y 2). Un estudio aleatorizado en el que se
compararon cuatro concentrados, conclufa que nin-
guno tenfa una estructura multimérica intacta, si-
milar a la del plasma, ni lograba normalizar sistema-
ticamente el TH, pero todos eran igual de eficaces en
la correccion del FVIII. Asimismo varia el contenido
de FWW:RCo en comparacién con el FVIII®T.

Tras la infusién de concentrados de FVIIl y FWW, se
produce un aumento inmediato de FvW, con una
vida media de unas 8-12 h, asi como de FVIII, que
aumenta desproporcionadamente y puede permane-
cer elevado hasta 48 h después, ya que al FVIII ex6ge-
no administrado, hay que sumar el FVIll endégeno
(estabilizado por el FvW). Andlisis farmacocinéticos
indican que la repetitiva administracién de concen-
trados de FVW resultardn en un aumento de FVIII
hasta una meseta, cuya altura depende de la tasa de
sintesis de FVIII. El efecto sobre el TH es muy varia-
ble, asi como discutible la necesidad de su normali-
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Figura 1. Estructura multimérica del FvW de diversos
concentrados de FYW en gel de baja resolucién. Plasma normal
(PN), cinco concentrados comerciales diferentes (C1 a C5),
estandar internacional 02/150 de FvW en plasma (EIP),
estandar internacional 00/514 de concentrado de FvW (EIC)

y plasma de un paciente con enfermedad de Von Willebrand
subtipo 2A. En comparacién con el patrén normal se aprecia
disminucién de los multimeros de mayor tamarfio (indicado con
flecha) de intensidad distinta en cada concentrado. En el
subtipo 2A se observa una carencia total de los multimeros

de peso molecular medio y alto.
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Figura 2. Estructura multimérica del FvW de diversos
concentrados de FVW en gel de alta resolucién. Muestras
iguales que en figura 1. Se aprecia un patrén de bandaje
diferente segtn el tipo de concentrado, con incremento de la
proporcién relativa de las bandas satélites de cada multimero
indicativas de un mayor grado de proteolizacién que la
observada en el plasma normal. Véase la gran proteolizacién del
FvW existente en el concentrado C2 (indicado con flechas en el
primer y segundo multimero). En el subtipo 2A se aprecia un
aumento de las bandas satélites sugerentes también de
proteolizacién del FvW, pero en menor intensidad que en C2.

zacién (fig. 3). Se ha logrado una buena hemostasia
posquirtrgica en pacientes con estos concentrados,
independientemente de la modificacién del TH (ésta
si parece importante en el sangrado por mucosas).

Los concentrados de FVIIl monoclonales y recombi-
nantes, o no poseen FWW, o contienen muy poca can-
tidad, por lo que no deben utilizarse como unico tra-
tamiento de la EVW. Asi pues, en las formas 2N o 3 se
observa una recuperacién in vivo muy pobre, ademds
de un rapido aclaramiento del FVIII exégeno cuando

250
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Figura 3. Respuesta al tratamiento sustitutivo en la enfermedad
de von Willebrand 2M (R1374C): Tras la infusién de una dnica
dosis de 80 U/kg de FvW:RCo (o bien de 32 U de FVIIl) de
concentrado rico en FVIIl y FWW se aprecia una normalizacién
de los niveles de estas proteinas que persisten incluso 24 h, asi
como una correccién transitoria del tiempo de hemorragia (TH)
e incluso del tiempo de obturacién (TO) del PFA100 (panel
inferior) coincidiendo con niveles supranormales de FvW. Las
lineas discontinuas horizontales del panel inferior sefialan el
limite superior de normalidad del TH (linea inferior) y del TO
del PFA100 empleando cartuchos de Col/EPI (linea superior) y
Col/ADP (linea intermedia).

se utiliza concentrado monoclonal, siendo la respues-
ta excelente si se utiliza concentrado de FVIII y FWW'7.
Sin embargo, en pacientes con EVW tipo 3 y auto o
alo anticuerpos al FvW, en los que no pueden utili-
zarse concentrados ricos en FvW, por el riesgo de
reacciones anafilactoides, se ha utilizado FVIIIr a altas
dosis y en infusién continua, con éxito en algtin caso.

Modalidades de administracion de concentrados en la EvW

Las pautas de tratamiento son totalmente empiri-
cas y normalmente se basan en la experiencia clini-
cayen larespuesta a tratamientos previos®”. La res-
puesta del VIII:C puede predecirse en base a datos
farmacocinéticos indicando que 1 U/kg aumenta el
nivel del VIII:C en aproximadamente 2 U/dl (1,5 en
nifios). Dosis de 20-40 U/kg una vez al dia aumen-
tan los valores por encima de 50 U/dl. Las siguientes
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Tabla 4. Tratamiento de la EVW con concentrados FVIII ricos en F"W

Tipo de hemorragia Dosis U/kg (VIlI:C) Duracion Niveles plasmdticos VIII:C recomendados
Cirugfa mayor 40-60 Dosis diaria Mantener > 50 U/dl hasta curacién
completa, dependiendo tipo cirugia
Cirugfa menor 30-60 Dosis diaria o > 30 U/dl hasta curacién completa,

Extraccién dentaria
oral 7 dias

Hemorragias leves espontdneas  20-30

20-30 asociar tranexamico Dosis Unica

Dosis Unica

a dfas alternos dependiendo tipo cirugia

> 30 U/dl durante al menos 12 h

>30 U/dl

Estas dosis son sdlo orientativas. Es aconsejable realizar un estudio farmacocinético en cada paciente, para deducir las sucesivas dosis y la frecuencia de las

infusiones.

En el caso de concentrados con especificacion de su contenido en U de FvW:RCo, las dosis recomendadas para adultos, el niimero de infusiones, y niveles
plasmdticos recomendados en base a este pardmetro son los mismos que los sefialados en base a VIII:C.
EvW: enfermedad de von Willebrand; FVIII: concentrado de factor VIII; FvW: factor de von Willebrand.

Adaptada de Mannucci®.

dosis dependen de los valores de FVIIl y FvW obte-
nidos. En situaciones de sangrado vital o cirugia ma-
yor (ver tabla 4) se recomiendan niveles iniciales de
FVIIl y FvW superiores a 80 U/dl y posteriormente
por encima de 50 U/dl durante 7-10 dias (en oca-
siones es necesario administrar los concentrados
cada 12 h), o hasta la cicatrizacién. Ademds es pre-
ciso tener en cuenta que los sangrados a veces se
producen en el postoperatorio no inmediato.

Si se trata de cirugia menor es suficiente mante-
ner en valores aproximadamente del 30-50 U/dl du-
rante 3-5 dias. Para las hemorragias por mucosas
se suele individualizar la dosis y la monitorizacién,
dependiendo del tipo, localizacién y extensién del
sangrado. El sangrado gastrointestinal es el que sue-
le requerir tratamiento mds intensivo. No existen es-
tudios que ratifiquen cudnto tiempo es necesario
mantener valores elevados después de un procedi-
miento hemorrdgico. Normalmente, los concentra-
dos se administran a demanda, en infusién intermi-
tente cada 12-24 h (tabla 5).

Profilaxis domiciliaria. Podria estar indicada en aque-
llos pacientes graves con mucha clinica hemorrdgica,
por ejemplo, pacientes con angiodisplasia concomi-
tante, administrando 2 o 3 dosis semanales.

La infusién continua es eficaz (el FWW y el FVIII son
estables en estos concentrados), permitiendo aho-
rrar hasta un 50 % de la dosis con buena respuesta
clinica y de laboratorio®?. Estarfa indicada sobre
todo en pacientes con EVW tipo 3 sometidos a ciru-
gfa. Existen multiples férmulas para calcular el ritmo
de infusién. Se suele aconsejar incluir heparina, o
bien suero salino en Y. Esta forma de administracién
no se encuentra registrada en nuestro pais, debien-
do utilizarse mediante uso compasivo.

Monitorizacion
No hay consenso acerca del mejor pardmetro a
emplear en la monitorizacién del tratamiento sustitu-

Tabla 5. Modalidades de administracién de concentrados
en la EWW

A demanda. Infusion intermitente
1 U/kg de FWW aumenta la tasa plasmatica en 2 U/dl.
Vida media aproximada 12 h

Profilaxis
En pacientes con elevada incidencia hemorragica puede
ser util. Dos o tres dosis semanales

Infusidn continua
Nivel plasmético (U/ml) = Ritmo de infusién (U/kg/h)/
aclaramiento (ml/kg/h)

EvW: enfermedad de von Willebrand; FvW: factor de von Willebrand.

tivo>”?"". Algunos investigadores consideran que no
es realmente necesario realizar ninguna prueba con
este propésito en pacientes con episodios hemorragi-
cos espontdneos. Por el contrario, en situaciones de
cirugfa recomiendan la titulacién del VIII:C cada 12 h
el dia de la intervencién y, posteriormente, cada 24 h.
En la actualidad los concentrados de FYW vienen
marcados con su contenido en FYW:RCo, pudiendo
monitorizarse este parametro, si bien por el momen-
to es mucho mas complejo este tipo de monitoriza-
cién en la practica clinica habitual.

La monitorizacién del TH no se considera necesa-
ria generalmente. Con frecuencia el TH no se nor-
maliza e incluso puede no acortarse con el trata-
miento sustitutivo. La experiencia demuestra que
pueden llevarse a cabo con éxito grandes procedi-
mientos quirdrgicos y que los episodios hemorragi-
cos se controlan tras la administracién de concen-
trados con FWW, incluso aunque no se corrija el TH.
Se suele recomendar la determinacién del TH en
caso de hemorragias mucosas, o bien en aquellas
situaciones en las que el paciente continda sangran-
do a pesar de valores adecuados de VIII:Cy FvW.
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Hay que resaltar la limitacién del PFA, muy sen-
sible al FWW del compartimiento plaquetario, para la
monitorizacién del tratamiento sustitutivo, ya que
éste no se normaliza con la infusién de concentra-
dos de FVIIl y FvW, atin cuando se alcancen valores
normales de ambos factores en plasma®'®. Bien es
cierto que puede normalizarse cuando se alcanzan
niveles supranormales de FVW.

En general pueden cuantificarse el VIII:C, el
FYW:RCo y el FWW:Ag, y, en algunos centros también
el FYW:CB. No existe siempre normalizacién com-
pleta de estos pardmetros ni correlacién con el cua-
dro clinico.

La normalizacién del FVIII parece importante co-
mo lo demuestra el tratamiento de pacientes con
EvW tipo 3 y aloanticuerpos, en los que sélo puede
utilizarse FVIlIr en infusién continua a dosis muy ele-
vadas (se corrige el FVIII pero no los valores de FvW),
deteniéndose la hemorragia a pesar de ello. No hay
que olvidar que en pacientes con algunas formas
variantes de EVW el FVIII basal puede encontrarse
dentro de la normalidad, por lo que en estos pacien-
tes es imprescindible determinar el FWW:RCo. As{
mismo debe tenerse en cuenta siempre la respuesta
retardada del incremento de FVIII.

Concentrado de FYW de muy alta pureza y pobre en FVIll

Es un concentrado de FvW de pureza muy alta,
practicamente no contiene FVIII. Tras su infusién en
pacientes con EvW tipo 3% se produce un incremen-
to inmediato del FvW, mientras que el FVIII plasmé-
tico va aumentando progresivamente, a expensas
del endégeno, con un pico alas 12, o incluso a las
24 h. El aumento de FWW plasmdtico por unidad de
FvW infundido suele ser 2,5 U/dl. Debido al bajo
contenido en FVIII de este concentrado en ocasiones
es necesario para el tratamiento de episodios agu-
dos o para cirugfa de urgencia administrar conjun-
tamente una Unica dosis de concentrados de FVIII
puro para asegurar una correcciéon inmediata del
nivel de FVIII plasmético. No se precisan dosis ulte-
riores de este tltimo concentrado ya que el FWW in-
fundido desencadena la sintesis endégena con la
normalizacién del FVIII a las 6-8 h.

Recientemente se plantea como una posible venta-
ja la de no inducir las elevaciones tan supranormales
del FVIII que acontecen con la administracion de con-
centrados de FVIIl y FWW. Estos incrementos podrian
propiciar complicaciones trombéticas dado que los
niveles elevados de forma mantenida del FVIII consti-
tuyen un factor de riesgo trombético®* 6. A este res-
pecto hay que sefialar que si bien se han descrito
complicaciones trombdticas durante el tratamiento
sustitutivo de la EVWV son mas bien excepcionales y ge-
neralmente asociadas a otros factores de riesgo pro-
trombdtico, tal como la cirugfa ortopédica®.

Profilaxis antitrombdtica. Un aspecto todavia contro-
vertido lo constituye la profilaxis antitrombdtica en
pacientes con EVW que reciben tratamiento sustitu-

tivo en situaciones de riesgo trombdtico (cirugfa, en-
tre otras). Algunos investigadores consideran que
sélo debe aplicarse en el caso de asegurar valores es-
tables de FVIIl y de FYW. Por el contrario otros no
aconsejan la profilaxis al no existir evidencia cientifi-
ca a este respecto.

Concentrados de plaquetas normales

El FvW plaquetario parece tener cierto papel en la
hemostasia. De ahi que en algunos pacientes, aun-
que se consiga que los valores de FvW y FVIII sean
normales, el sangrado no cesay el TH continda pro-
longado. En estos casos, si la hemorragia es grave,
estaria indicada la transfusién de concentrados de
plaquetas, para lo cual, primero debe intentarse
normalizar los valores de FWW plasmatico, aunque se
ha observado un efecto hemostatico con valores de
15 U/dI%8. Se deberfa evitar su administracién en
otras situaciones menos graves, ya que hay que tener
en cuenta que no estdn inactivadas, asi como la
posibilidad de aloinmunizacién del paciente. La do-
sis es la misma que para las trombopenias centrales
(4-5x 10" plaquetas).

Concentrado de factor Vlla recombinante (Vllar)

En la EVW se ha utilizado con eficacia ocasional-
mente en la EVW tipo 3 con anticuerpos anafilactoi-
des, hemorragia cerebral o por motivos religiosos, por
su coste elevado® 2. Se empled con motivo de cirugia
maxilar en dos miembros de una misma familia con
EvW tipo 3 y aloanticuerpos. Las dosis empleadas
fueron 90-150 wg/kg (4,5-7,5 kU/kg) justo antes de
cirugfa seguido de 90-200 g/kg (4,5-10 kU/kg) cada
2-3h, durante las 24-48 h siguientes. En uno de los
pacientes se presenté sangrado, lo que llevé a incre-
mentar la dosis hasta 200 jg/kg. El Vllar también ha
sido utilizado en un paciente con EVW tipo 3 que de-
sarrollé una hemofilia adquirida. Dados los buenos
resultados en estos tipos de pacientes, cabe plante-
arse si no podria ser de utilidad en aquellos pacientes
que contindan sangrando a pesar de buenos valores
de FVIIl y FYW, como siguiente alternativa, antes de
usar concentrados de plaquetas (habria que solicitar-
lo como uso compasivo).

Intercambio plasmatico, plasmaféresis
e inmunoadsorcién

Un efecto secundario del tratamiento sustitutivo es
la aparicién de aloanticuerpos anti FvW en una pro-
porcién de enfermos con EVW tipo 3, de modo simi-
lar a como ocurre en la hemofilia A. Estos anticuer-
pos inhiben fuertemente la actividad cofactor de la
ristocetina y tienen muy poca o ausencia de actividad
frente al FVIII. Deben sospecharse en el caso de dis-
minucién o ausencia de respuesta al tratamiento sus-
titutivo. En su presencia pueden llegar a producirse
reacciones anafilactoides graves si se infunden con-
centrados con FWW?3#1. En ocasiones, la correccién
del FVIII con concentrados de FVIII es suficiente para
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detener las hemorragias de partes blandas aunque
no se normalice el TH. También se ha visto un efecto
beneficioso de la DDAVP en algunas situaciones. En
hemorragias graves que no responden a la infusién
de concentrados plasmdticos, puede ser necesario
someter al paciente a procedimientos de intercambio
plasmaético, o inmunoadsorcién a columnas de pro-
tefna A para reducir el titulo de anticuerpo.

Perspectivas futuras del tratamiento
de la EWW

Concentrado de FvW recombinante (FvWr)

En 1995 se presentaron los primeros datos de pro-
duccidn en gran escala de un concentrado de FvWr
empleando células ovaricas de hdmster®. Estos pro-
metedores trabajos contindan en la actualidad en
fase de ensayo preclinico. En animales muestra una
recuperacién y vida media superiores a las obtenidas
con derivado plasmatico. El FvWr asi producido no
se encuentra proteolizado, promueve la agregacién
plaquetaria inducida por ristocetina, y otras funcio-
nes del FvW, reduciendo la hemorragia en animales
tras su administracién. Comparado con el FvW plas-
matico muestra una vida media mas prolongada lo
que aumentaria su efecto terapéutico en la EVW.

Trasplante hepdtico

Se esta realizando con éxito en pacientes afectados
de hemofilia A que presentan hepatopatias graves, co-
rrigiendo la deficiencia del FVIII. Hay algtin caso des-
crito en EVW grave motivado por hepatopatia avanza-

da, no lograndose una restauracién relevante del FvW
en plasma, aunque si del FVIII sin llegar a normalizar-
se™. Este hecho parece demostrar que el higado sélo
produce una pequefia proporcién del pool plasmatico
de FvW, insuficiente para corregir el defecto de he-
mostasia primaria en la EVW grave. Son precisos mas
datos para corroborar estas observaciones.

Terapia génica

Podria ser de interés en aquellas formas que cursan
clinicamente de forma severa y que precisan de mul-
tiples transfusiones a lo largo de la vida, situacién
poco frecuente en la EVW. Por ello esta dltima no
parece una buena candidata a la hora de adscribirse
una alta prioridad en lo concerniente a la terapia gé-
nica. Es muy previsible que su posible éxito siga los
pasos de los avances que se vayan logrando en otros
campos, y especialmente, en el de la hemofilia.

Trasplante experimental

Se han llevado a cabo trasplantes hepéticos orto-
tépicos o de médula ésea en cerdos con EVW grave™®.
En el trasplante hepatico, se observa aumento del
FvW'y del FVIII, probablemente por la produccién
de las nuevas células endoteliales del higado. Tras el
trasplante de médula dsea el efecto es mas limitado,
probablemente por limitarse a mejorar sélo el com-
partimiento megacariocitico-plaquetario.

Conclusiones. Algoritmo terapéutico
Como conclusién final se propone un algoritmo
terapéutico en la EVW (fig. 4).

Diagnéstico tipo EVWW ———p

Prueba de respuesta al DDAVP
(excepto contraindicacion)

/

Buena respuesta
a DDAVP

v

~
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Niveles FVIIl y FvW:RCo:
— Cirugia mayor: > 50 U/dl hasta
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Figura 4. Algoritmo terapéutico de la enfermedad de von Willebrand.
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1. Es importante sefialar que los diferentes re-
cursos terapéuticos no son incompatibles entre si
y, muchas veces, es necesario utilizarlos conjunta-
mente.

2. Es muy importante realizar la prueba de res-
puesta a la DDAVP en el momento del diagnéstico.

3. La DDAVP debe ser el tratamiento de primera
eleccién en pacientes con buena respuesta, con san-
grado leve o cirugfa menor. Es mas discutible su uti-
lidad en cirugia mayor, aunque se ha logrado con
éxito en algunos casos. Debe administrarse justo an-
tes de la intervencién (al llegar a quiréfano), y sies
preciso, una segunda a las 12 h. En el caso de nece-
sitar prorrogar el tratamiento se deberd administrar
cada 24-48 h, para evitar la taquifilaxia.

4. En general, de persistir sangrado, es muy im-
portante, en primer lugar, descartar causas locales o
quirtrgicas.

5. Sino hay respuesta a la DDAVP o persiste el
sangrado, se deben administrar concentrados de
FVIII ricos en FWW.

6. Se desconoce cudl es el mejor pardmetro para
medir la eficacia de la respuesta. Segtin algunos au-
tores podria ser suficiente cuantificar el VIII:C, y para
otros, también es necesario el F"WR:Co. El TH po-
dria ser de utilidad en hemorragias mucosas, o si
persiste el sangrado.

7. En pacientes, especialmente del tipo 3, en los
que se observe una disminucién o falta de respues-
ta al tratamiento sustitutivo es imprescindible in-
vestigar el posible desarrollo de aloanticuerpos fren-
te al FWW.

8. En algunos casos, ante hemorragia grave a pe-
sar de buenos valores de FVIII y FvW, parece ser de
utilidad administrar concentrados de plaquetas, o,
pendiente de nuevos estudios, podria considerarse
la posibilidad del uso compasivo de Vllar.
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Introduccién

El sistema de la proteina C desempena un papel
esencial en la regulacién del proceso de la coagula-
cién sanguinea. La activacién de la proteina C por el
complejo trombina-trombomodulina, amplificada
por el receptor endotelial de la proteina C (EPCR),
conduce a la inactivacién de los cofactores de la
coagulacién activados Va y Vllla, que son esenciales
para mantener la formacién de trombina. Disfuncio-
nes de los componentes de la via de la proteina C,
tales como deficiencias totales de proteina C o pro-
tefna S, dan origen a graves cuadros trombdticos.

Sin embargo, el sistema de la proteina C también
participa en otras funciones biolégicas importantes.
Asi pues, algunos componentes del sistema mues-
tran propiedades antiinflamatorias, antiapoptéti-
cas, profibrinoliticas y neuroprotectoras. Esta revi-
sién describird los mecanismos por los cuales el
sistema de la protefna C exhibe estas importantes
funciones bioldgicas.

Propiedades anticoagulantes de la proteina C

La via anticoagulante de la proteina C funciona
como un inhibidor de la coagulacién a demanda. La
via se inicia cuando la trombina, formada durante el
proceso de la coagulacién, se une a la trombomo-
dulina sobre la superficie endotelial (fig. 1). Esta
unién bloquea las actividades procoagulantes de la
trombina dependientes de su regién exosite |, mien-
tras que estimula sus propiedades anticoagulantes,
al activar a la protefna C'. La activacién de la pro-
tefna C por el complejo trombina-trombomodulina
es potenciada mediante la localizacién de la protei-
na C sobre la superficie del endotelio a través de la
unién a su receptor especifico, el EPCR. Tanto la
proteina C como la proteina C activada (APC) pue-
den unirse al EPCR con similar afinidad. La APC uni-
da a la forma soluble del EPCR no tiene propiedades
anticoagulantes, lo cual puede ser debido a la capa-
cidad del EPCR soluble de bloquear la unién de la
APC a la superficie fosfolipidica, asi como a un cam-
bio de especificidad de la molécula de APC. Ello su-
giere que la APC debe disociarse del EPCR para po-
der exhibir su funcién anticoagulante. Una vez tiene
lugar esta disociacién, la APC se une a la proteina S
sobre la superficie de la célula endotelial o de la

membrana plaquetaria, e inactiva proteoliticamente
a los cofactores de la coagulacién Va y Vllla. Estos
cofactores activados son esenciales en la activacién
de la protrombina por el factor Xa y en la activa-
cién del factor X por el factor 1Xa, respectivamente,
por lo que su inactivacién reduce o elimina drasti-
camente la generacién de trombina. Cuando los co-
factores Vay Vllla estdn en complejo con sus respec-
tivos factores Xa y 1Xa, son relativamente resistentes
a su inactivacién por la APC. Una de las funciones
de la proteina S es bloquear, al menos parcialmente,
la proteccién de estas enzimas?.

Por lo general, las enzimas proteoliticas generadas
en la circulacién sanguinea tienen una vida media de
unos pocos segundos. Una excepcién es la APC,
cuya vida media es de unos 10 min®. Los principales
inhibidores de la APC son el inhibidor de la protei-
na C (PCl)y la ay-antitripsina (c;AT)?. La lenta inac-
tivacién de la APC permite a la enzima permanecer
en la circulacién durante un tiempo relativamente
largo, dando tiempo a que pueda localizar a los
complejos de la coagulacién sobre las superficies ce-
lulares fosfolipidicas procoagulantes, donde los
inactiva y controla de esta manera la propagacién
de la coagulacién.

La trombomodulina se encuentra distribuida uni-
formemente en la superficie de la célula endotelial
de todos los vasos, con unas 100.000 molécu-
las/célula endotelial, excepto en la microcirculacién
cerebral donde la concentracién es mas baja.
Cuando el didmetro del vaso se estrecha, el 4rea de
la superficie vascular expuesta a la sangre circulan-
te aumenta de manera exponencial desde menos de
3 a més de 3.000 cm?/ml de sangre. Por tanto, la
concentracién relativa de trombomodulina dismi-
nuye en los grandes vasos. Esto resultaria en una
deficiente activacién de la proteina C en los gran-
des vasos, sobre todo teniendo en cuenta que la
afinidad entre la trombomodulinay la proteina C
es débil. Por el contrario, el EPCR se localiza prin-
cipalmente en el endotelio de las grandes arterias y
venas y tiene una alta afinidad por la proteina C.
Ello permite una efectiva localizacién de la protei-
na C sobre estas superficies y asegura una activa-
cién eficaz de la proteina C sobre la superficie de
los grandes vasos.
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La importancia del sistema de la proteina C en la
regulacién de la coagulacién vino de la descripcidn
de deficiencias familiares de proteina C o proteina S
asociadas con un aumento del riesgo de trombosis®,
y de recién nacidos con deficiencia homozigota de
protefna C, que presentaban trombosis masivas
mortales si no se trataban inmediatamente®, los
cuales necesitan, para sobrevivir, infusién de plasma
fresco. Mas adelante, una vez las lesiones produci-
das por las trombosis se han curado totalmente, es-
tos individuos pueden, en la mayoria de los casos,
hacer una vida relativamente normal con anticoa-
gulacién oral.

Uno de los principales factores genéticos de riesgo
trombdtico es la presencia de la mutacién factor V
Leiden’, consistente en una mutacién puntual en el
gen del factor V de la coagulacién en el que una gua-
nina en posicién 1691 estd sustituida por una ade-
nina. La mutacién produce un cambio en un amino-
acido de la secuencia del factor V (Arg506-Gln), y
estd presente en el 1-5% de la poblacién general. El
factor Va es esencial para acelerar la coagulacién, al
actuar como cofactor del factor Xa en la activacién
de la protrombina. El papel de la proteina C, como
hemos visto anteriormente, es la de regular la coa-
gulacién inactivando a los cofactores Va y Vllla. La
APC destruye la actividad del factor Va cortando por
los enlaces Arg306, Arg506 y Arg679 (fig. 2), y de
esta forma controlando la velocidad y extensién
de la coagulacién. El corte por Arg506 acelera
el corte de las otras dos argininas. Cuando la
Arg506 esta sustituida por el dcido glutdmico, como
ocurre en la mutacién factor V Leiden, la APC no
puede cortar este enlace, y la velocidad de rotura de
las otras dos argininas se reduce, por lo que la inac-

Inactivacion del
factor Va Leiden

Inactivacion del
factor Va normal

s A3 geijc2l] A1 A2 Jegg A3 gC1iC2
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APC Leiden
péptidos péptidos
v Xy

l HIICWW B} EHEHE
306 506679 306 506679

Arg Arg Arg Leiden
f Inactivacion lenta

Mutacién (10 veces menor)

Figura 2. Inactivacién del factor Va normal y factor Va Leiden
por la proteina C activada (APC).

tivacién del factor Va es mucho maés lenta, y la coa-
gulacién no puede regularse en este punto existien-
do, por tanto, una mayor tendencia a la trombosis
en los individuos con esta anomalfa genética.

En condiciones basales, existe un nivel detectable
de APC circulante, como consecuencia de la conti-
nua activacién de la coagulacién, como lo prueba la
deteccién de complejos APC:PCl y APC:01AT in
vivo>®. Se ha descrito que niveles reducidos de APC
circulante pueden ser un factor de riesgo de trombo-
sis venosa’ y de infarto de miocardio™®

Como hemos indicado anteriormente, la via de la
proteina C también parece regular otros procesos
biolégicos distintos a los de la coagulacién.
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Sistema de la proteina C e inflamacién

La activacién celular desempefia un papel central
en el desarrollo y control de la coagulacién sangui-
nea, y esta activacion celular constituye el principal
nexo de unién entre inflamacion, coagulacién y dafio
vascular.

Actualmente existen multiples evidencias que de-
muestran que la inflamacidn favorece el proceso de
coagulacién mediante una variedad de mecanismos
celulares. La trombina, generada durante el proce-
so de la coagulacién, estimula a su vez la inflama-
cién. En ausencia de un mecanismo de control ade-
cuado, ello conducirfa a un circulo vicioso que se
autopropagaria y conducirfa a la muerte inevita-
ble'. La figura 3 ilustra estas observaciones. Es evi-
dente que deben existir mecanismos que impidan
este lazo de autoamplificacién. En los dltimos afios
se han acumulado datos que sugieren que la via de
la proteina C puede proporcionar uno de estos me-
canismos'?. Normalmente, en condiciones fisiolégi-
cas, el arbol vascular proporciona una potente acti-
vidad anticoagulante, mientras que la actividad
procoagulante es minima. Sin embargo, la inflama-
cién altera este balance, reduciendo la actividad an-
ticoagulante e incrementando la estimulacién de
reacciones procoagulantes. Un claro ejemplo lo te-
nemos durante el shock séptico inducido por infec-
cién con gramnegativos. La infeccién provoca una
reduccién de los mecanismos anticoagulantes, al re-
ducir el nimero de moléculas de trombomodulina y
EPCR sobre el endotelio y aumentar los procoagu-
lantes, de tal forma que el proceso de coagulacién
puede proceder de manera generalizada e incontro-
lada, con consumo del fibrinégeno, un proceso de-
nominado coagulacién intravascular diseminada.

La figura 4 muestra un modelo de los procesos
modulados por la inflamacién, con especial énfasis
en el sistema de la proteina C'>'3. Las citoquinas son
proteinas de peso molecular menor de 80.000, pro-
ducidas y segregadas por varios tipos de células en
respuesta a diversas infecciones y estimulos inmuno-
|6gicos, y pueden ejercer una gran variedad de efec-
tos biolégicos a muy baja concentracién. Asi, las ci-
toquinas liberadas tras la inflamacién, como la
interleucina (IL)-1B y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), pueden estimular la expresién de mo-
léculas adhesivas de leucocitos sobre la superficie
del endotelio, las cuales inducen la adhesién de los
monocitos. Estos monocitos adheridos al endotelio
pueden sintetizar mas TNF-a, el cual reduce la ex-
presién del receptor de la trombina (trombomoduli-
na) y del EPCR. Por su parte, los neutréfilos adhe-
ridos pueden también disminuir la expresién de
trombomodulina, al segregar elastasa, una enzima
que degrada a la trombomodulina y libera un frag-
mento soluble a la circulacién, el cual tiene mucha
menor actividad anticoagulante que el receptor nati-
vo unido a la membrana de la célula endotelial. La
activacién de neutréfilos también puede inducir la
produccién y liberacién de oxidantes, los cuales pue-
den disminuir la actividad de la trombomodulina al
oxidar un residuo de metionina sensible. Ademds,
los mediadores de la inflamacién también pueden
elevar los niveles de C4bBP, lo cual puede disminuir
el nivel circulante de proteina S libre.

Por otra parte, la inflamacién puede estimular el
inicio de la cascada de la coagulacién y su propaga-
cién. Los monocitos activados pueden exponer fac-
tor tisular en su superficie, el cual une factor Vll/fac-
tor Vlla e inicia la cascada de la coagulaciény la
activacién plaquetaria. Alternativamente, las selecti-
nas expresadas por las plaquetas activadas pueden
servir de puentes de unidn entre las plaquetas y los
neutréfilos y monocitos. Estas plaquetas activadas
pueden servir de soporte a las reacciones de coagu-
lacién debido a los fosfolipidos negativos expuestos
sobre su superficie, a los que se unen los factores de
la coagulacién y sus cofactores activos. Finalmente,
durante la sepsis, los pacientes experimentan una
disminucién de sus niveles de proteina C, posible-
mente debido a su activacién seguido de su inhibi-
cién por inhibidores protedsicos y eliminacién de los
complejos formados.

A su vez, la coagulacién sanguinea no solamente
conduce a la activacién plaquetaria y formacién de
fibrina, sino que también induce la activacién de la
célula endotelial, que a su vez contribuye a la activa-
cién de leucocitos, estimulando la inflamacién. Asi
pues, los trombos venosos contienen gran cantidad
de leucocitos activados, y los leucocitos y plaquetas
activadas pueden formar agregados a través de la
p-selectina expresada sobre las plaquetas activadas.

La primera evidencia directa de la interrelacién en-
tre el sistema de la proteina Cy la inflamacién vino
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anticoagulante. (Modificada de Esmon CT y Fukudome K'2.)

de los estudios de infusién de APC en mandriles. La
APC protegia a los animales de los efectos letales
por infusién de Escherichia coli'*, y este efecto era de-
pendiente de la presencia de proteina S'° y de
EPCR'®, puesto que al bloquear estas proteinas con
anticuerpos especificos aumentaban considerable-
mente las respuestas coagulante e inflamatoria
dependientes de citoquinas tras infusién de concen-
traciones subletales de endotoxina, que se transfor-
maban en letales. Dependiendo del modelo usado,
los niveles de IL-6, IL-8 y/o TNF-a estaban elevados
al bloquear la via de la proteina C. Ademas, la APC
también es capaz de bloquear la produccién de
TNF-a en un modelo de sepsis en roedores, tanto
en la circulacién como en los tejidos, de inhibir la
adhesién de leucocitos y de proteger frente a un
descenso de la presién sanguinea inducida por en-
dotoxinas (para una revisién mas completa, ver
refs. 13y 17).

A partir de estos estudios se pudo establecer el
concepto de que la lesién vascular inicia el proceso
de coagulacién y la generacién de trombina, la cual
activa a la proteina C. La APC, a continuacién, ac-
téa como un anticoagulante e inhibe la respuesta al

shock séptico. Es evidente que la activacién de esta
via anticoagulante natural es esencial en la defensa
frente a una infeccién, puesto que el bloqueo de su
activaciéon mediante diversos mecanismos provoca
un dramdtico aumento de la respuesta al shock.
Ademds, puesto que la inhibicién de la proteina S'
o del EPCR'¢ parecia exacerbar la respuesta del ani-
mal a niveles bajos de endotoxina, ello sugeria que
ambas proteinas participaban en el mecanismo por
el cual la APC regula la respuesta mediada por cito-
quinas.

Hancock et al’ han encontrado un sitio de unién
para la APC en monocitos. La unién de la APC a este
sitio parece que bloquea el flujo de calcio intracelu-
lar y otros procesos celulares. La inhibicién es de-
pendiente de la presencia de proteina S, consistente
con los resultados in vivo. Posteriormente, White et
al’ demostraron que la APC es capaz de bloquear la
translocacion nuclear de un factor nuclear, el NFkB,
inducida por endotoxina. Puesto que el NFkB es
esencial para la respuesta inflamatoria, al inducir el
aumento de moléculas adhesivas y citoquinas infla-
matorias, la capacidad de la APC para bloquear este
proceso podria explicar la inhibicién de la produc-



24

Haematologica (ed. esp.), volumen 89, extraordin 1, octubre 2004

Receptor
Toll

Endotoxina

1xB-NFxB —» NF«B

Citoquinas

Receptor

Endotoxina

Citoquinas
Moléculas de adhesion

Sefalizacién

Moléculas de adhesion

Endotoxina

Cascada de quinasas

fosforilacion

Ikk\
/ lAr

Degradacion de 1xB
(ubiquitinas)

Receptor
Toll

Sefalizacién

N

IkB-NFkB —» NFkB  Sefial
R4

Citoquinas
Moléculas de adhesion

Figura 5. Posibles mecanismos por los cuales el sistema de la proteina C inhibe la inflamacién. (Modificada de Esmon CT'3.)

cién de TNF y reduccién de la activacién de leucoci-
tos observados durante la administracién de APC en
babuinos tratados con E. coli. Aunque los autores no
pudieron descifrar la naturaleza del receptor de la
APC en monocitos, Xu et al?® demostraron que el
EPCR es capaz de translocarse al nticleo de monoci-
tos activados y de transportar consigo a la APC. Jun-
tando todos estos datos y aquellos aportados en
estudios de animales de experimentacién, la figu-
ra 5 muestra un modelo por el cual el sistema de la
proteina C puede ejercer las funciones antiinflama-
torias observadas in vivo'®. La endotoxina se une al
receptor CD14 en la superficie del monocito, acti-
vando un mecanismo de sefalizacién a través de un
receptor tipo Toll, lo que genera una cascada enzi-
mética compuesta de quinasas que conduce final-
mente a la activacién del dltimo complejo quinasa,
el Ikk. Este complejo quinasa cataliza la fosforilacién
de dos serinas conservadas en el N-terminal del inhi-
bidor kB, el cual es entonces degradado por la via
de la ubiquitina. En la mayoria de las células, inclu-
yendo los monocitos, el NFkB se encuentra en for-
ma inactiva formando complejo con el inhibidor
IkB. Al degradarse el kB, el NFkB queda funcional-
mente activo y sufre una translocacién al nicleo,
donde es capaz de inducir la expresiéon de molécu-
las adhesivas y citoquinas, tipicas de la respuesta
inflamatoria.

En este modelo, la APC es transportada por su re-
ceptor, el EPCR, a la superficie del monocito, y alli se
une a un receptor. Este receptor se activaria y envia-
ria sefiales para reducir el flujo de calcio intracelular
y para inhibir la translocacién del NFkB al ntcleo,
reduciendo o inhibiendo la produccién de citoqui-
nasy de moléculas adhesivas tal como se observa en
estudios in vivo en modelos animales. Alternativa-
mente, el EPCR, que es capaz de sufrir transloca-
cion al nicleo, transportaria a la APC al ntcleo,
donde el complejo APC-EPCR podria modular el
perfil de expresién génica reduciendo la capacidad
de la célula para facilitar la respuesta inflamatoria.

Por otra parte, la trombomodulina también pare-
ce ejercer una importante actividad anti-inflamato-
ria. Asi, la trombomodulina inhibe la adhesién de
leucocitos al endotelio activado de ratén, una fun-
cién dependiente su dominio tipo lectina?’, y de esta
manera protege al ratén del dafio tisular mediado
por los neutrdfilos.

Otras funciones de la proteina C activada
Recientemente se ha descrito que, a nivel celular, la
APC es capaz de inhibir la apoptosis inducida por
staurosporina®?, un anélogo del ATP que inhibe a la
proteina quinasa C y es un potente inductor de
la apoptosis. Esta actividad anti-apoptética, junto
con su actividad antiinflamatoria, puede ayudar a ex-
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plicar la marcada capacidad de la APC para reducir
un 19 % la mortalidad a 28 dias en pacientes con
sepsis grave®®, ya que potentes agentes antitrombdti-
cos como la antitrombina y el inhibidor del factor ti-
sular han fallado en similares ensayos clinicos de fase
I11. La APC puede modular directamente la expre-
sién génica de las células endoteliales de vena umbi-
lical a través de sus efectos sobre los genes anti-in-
flamatorios y de supervivencia celular?>?*. Estos
efectos requieren el concurso del receptor activado
por proteasas tipo 1 (PAR-1) y del EPCR?**. En un
modelo de apoptosis inducida por staurosporina en
células endoteliales tipo Eahy926 se ha visto que la
inhibicién de la apoptosis inducida por staurospori-
na debida a la APC también es dependiente del
PAR-1y del EPCR?. Este efecto de la APC abre nue-
vas vias de utilidad clinica de este antitrombdtico na-
tural. De hecho, en un modelo de isquemia cerebral
en ratén, la APC mostré potentes efectos neuropro-
tectores®®?, facilitando la restauracién del flujo san-
guineo cerebral y reduciendo el volumen del infarto
cerebral?’. Aunque no se conocen enteramente los
mecanismos moleculares responsables del efecto
neuroprotector de la APC, parece que este efecto se
debe no solamente a sus propiedades antitrombéti-
cas, sino también a su actividad anti-apoptética, la
cual puede proteger directamente a las células endo-
teliales de la apoptosis inducida por hipoxia®. Asi, la
APC protege las neuronas corticales del ratén de dos
inductores de la apoptosis, el N-metil-D-aspartato
(NMDA) y la staurosporina. En este modelo de ra-
tén, la APC bloqued diversas etapas de la apoptosis
inducida por el NMDA mas all4 del 6xido nitrico®®: la
activacién de la caspasa-3, la translocacién nuclear
del factor inductor de apoptosis, y la induccién de
p53. También previno la apoptosis inducida por
staurosporina mediante el bloqueo de la activacién
de la caspasa-8. La infusién de APC intracerebral re-
dujo, de una manera dosis dependiente, la excitoto-
xicidad del NMDA en ratones. La adicién de diferen-
tes anticuerpos anti-PAR y el uso de ratones en los
que se eliminé el PAR-1, PAR-2 o PAR-3, mostré que
este efecto protector neuronal directo de la APC, in
vitro e in vivo, requiere PAR-1y PAR-3.

Conclusiones

Ademds de las propiedades anticoagulantes, el sis-
tema de la proteina C ejerce interacciones celulares
especificas que proporcionan actividades antiinfla-
matorias y anti-apoptoticas. Aunque se empiezan a
conocer los mecanismos por los cuales el sistema de
la proteina C exhibe estas actividades, todavia que-
dan algunos puntos oscuros que necesitan mas inves-
tigacién. Sin embargo, la implicacién del sistema de
la proteina C en diversas patologfas sugiere que algu-
nos de los componentes del mismo, especialmente la
APCy la trombomodulina, pueden ser drogas con
gran futuro en el tratamiento de diferentes enferme-
dades asociadas con la inflamacién y la apoptosis.
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Introduction

Iron participates in several biologic reactions and
is essential to virtually all forms of living organisms.
Iron-containing proteins of the respiratory chain are
involved in electron transport to provide the energy
for cellular functional activities'. Iron is also required
for cell growth and multiplication in view of its role
in the activity of ribonucleotide reductase, a key-en-
zyme in DNA synthesis, responsible for the reduction
of ribonucleotides to deoxyribonucleotides. This en-
zyme turns over rapidly and needs a continuous sup-
ply of iron to maintain activity. On the other hand,
iron is a potentially toxic element, being a catalist of
the transformation of the non-toxic superoxide rad-
ical (O2) into poisonous free radicals such as OH".
Thus, the essentiality of this metal together with its
potential toxicity suggests that cellular iron metabo-
lism needs to be highly regulated, and that abnor-
malities in any of its different steps may affect both
the survival and the proliferative activity of the cell.

For a long time, only three proteins of iron me-
tabolism were known: transferrin, transferrin recep-
tor (TfR), and ferritin (L and H subunit). Also, the
only established genetic disorder of iron metabolism
was HLA-related hereditary hemochromatosis,
whose gene was unknown. In the last few years, our
understanding of iron metabolism in health and dis-
ease has been explosive: novel genes and proteins
have been identified, and several genetic disorders
have been characterized.

Post-transcriptional regulation of human iron
metabolism and its pathology

Cellular iron homeostasis in mammalian cells is
maintained by the coordinated regulation of trans-
ferrin receptor and ferritin synthesis that occurs at
the translational level and is mediated by cytoplas-
mic mRNA-binding proteins, known as iron regula-
tory proteins (IRPs)?. These proteins are capable of
sensing cellular iron status and of interacting with
mRNA stem-loop structures known as iron-res-
ponsive elements (IREs). IREs constitute the first
well-characterized family of cis-acting non-coding
regulatory sequences in eukaryotic mMRNA. A single
functional IRE is found in the 5’-UTR of mRNAs for
ferritin H and L subunits and in ALAS2. In contrast,

multiple IREs are present in the 3’-UTR of the mRNA
for transferrin receptor.

Two IRP family members, IRP1 and IRP2, have
been identified in humans®*. Under conditions of in-
tracellular iron depletion, both IRP1 and IRP2 func-
tion as RNA-binding proteins that bind IREs with
high affinity. The binding of an IRP to the ferritin IRE
prevents the association of the 43S translation
pre-initiation complex with the mRNA by preclud-
ing the recruitment of the small ribosomal subunit.
Thereby, translation of the ferritin protein is re-
pressed. Conversely, binding of IRPs to the IREs in
the 3’-UTR of transferrin receptor increases the sta-
bility of mMRNA and improves the efficiency of trans-
lation. When intracellular iron concentrations rise,
the IRPs dissociate from the IREs. IRP1 may acquire
a [4Fe-4S] cluster and behave as a cytosolic aconi-
tase. IRP1 exhibits approximately 30 % sequence ho-
mology to mitochondrial aconitase. IRP2 lacks
aconitase activity and functions solely as an
RNA-binding protein. At elevated intracellular iron
concentrations, IRP2 is targeted for degradation by
the proteasome.

Thus, translational regulation by IRPs allows rapid
and coordinated control of proteins that are crucial
for cellular iron homeostasis. When cells have ade-
quate iron, the expression of transferrin receptors
decreases and the levels of ferritin rise to accommo-
date the excess iron. On the other hand, when cellu-
lar iron becomes scarce, the levels of ferritin fall
while the expression of transferrin receptors increas-
es to import more iron from the outside.

The above advances in the molecular regulation of
iron metabolism have allowed a better understand-
ing of genetic disorders of iron metabolism. Muta-
tions that cause disease through increased efficiency
of ferritin mRNA translation have been discovered,
defining translational pathophysiology as a novel
mechanism of human disease®. Hereditary hyper-
ferritinemia/cataract syndrome (HHCS, OMIM
600886) arises from various point mutations or
deletions within a protein binding sequence in the
5’-UTR of the L-ferritin mRNA. Each unique muta-
tion confers a characteristic degree of hyperferritine-
mia and severity of cataract in affected individuals®.
Evaluation of in vitro affinity of the IRPs for the mu-
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tant IREs from HHCS patients has shown a close re-
lationship between decreases in binding affinity and
clinical severity®.

Having identified HHCS as a genetic disorder due
L-ferritin IRE mutations, the next question is
whether any human disorder of H-ferritin synthesis
exists. ISo far, the only potential genetic disorder of
H ferritin synthesis has been reported by Kato and
coworkers’. They reported a single point mutation
(A49U) in the IRE motif of H-ferritin mRNA in a
family with hyperferritinemia, claiming that thisis a
gain-of-function mutation responsible for de-
creased H ferritin synthesis and elevated L ferritin
production.

HFE and HLA-related genetic
hemochromatosis

A major step forward in our understanding of the
molecular control of iron metabolism was the
cloning of HFE on the short arm of chromosome 68.
Seven years later the role of HFE in the process of
normal iron metabolism is still uncertain, although a
series of studies have documented that the HFE
protein is able to bind TfR thereby inhibiting the
interaction between TfR and diferric transferrin.
Townsend & Drakesmith® have proposed a molecu-
lar model in which HFE has two mutually exclusive
activities in cells: inhibition of uptake or inhibition of
release of iron. The balance between serum trans-
ferrin saturation and serum transferrin-receptor con-
centrations determines which of these functions pre-
dominates.

Following the identification of HFE as the gene of
HLA-related genetic hemochromatosis (HFE, OMIM
235200), homozygosity for the HFE C282Y muta-
tion has been found in more than 90 % of North Eu-
ropean origin clinically diagnosed with genetic he-
mochromatosis. However, it became later clear that
both genetic and acquired factors play a role in the
phenotypic expression of HFE-related hemochro-
matosis. Recently Beutler et al'® reported that the
penetrance of HFE-related hereditary hemochro-
matosis is much lower than generally thought, with
less than 1% of homozygotes developing frank clini-
cal hemochromatosis.

DMT1

Another major advance was represented by the
recognition of the divalent metal transporter in
mammalians, DMT1 (also known as DCT1 and
Nramp2), active in the gut and expressed on the lu-
minal membrane of the enterocyte (Fleming et al,
1997; Gunshin et al, 1997)"". DMT1 transfers iron
across the apical surface of intestinal cells and out of
transferrin cycle endosomes, and is not iron-specific,
but serves also other metals. DMT1 mRNA in the
gut has a 3’-UTR IRE and is iron-regulated, as shown
in mouse models in conditions of iron deficiency or
iron overloa. Both mk/mk mice and Belgrade rats,

which have a microcytic, hypochromic anemia, carry
a missense mutation (G185R) in DMT1'"12,

Transferrin receptor 2 (TfR2)
and hemochromatosis type 3
(HFE3, OMIM 604250)

A homolog of the transferrin receptor has been
identified as transferrin receptor 2 (TfR2)"*. TR2 is a
member of the “transferrin-like receptors” family
with an unknown function, characterized by a re-
stricted pattern of expression in the liver. TfR2 lacks
an IRE and allows continued uptake of transfer-
rin-bound iron by hepatocytes even after TR has
been down regulated by iron overload. Camaschella
and coworkers'® have conducted studies whose find-
ings support the hypothesis that TFR2 contributes to
body iron sensing.

Hemochromatosis type 3 (HFE3, OMIM 604250).
In a few Italian families with non-HFE related heredi-
tary hemochromatosis Camaschella and coworkers'
found that affected individuals were homozygous
for point mutations in the gene coding TfR2, sug-
gesting that this may represent the molecular basis
for this familial iron overload syndrome. The
TfR2 mutations responsible for hemochromatosis
type 3 appear to be private mutations.

Ferroportin and hemochromatosis
type 4 (HFE4, OMIM 606069)

Ferroportin1 -or, more simply, ferroportin- is a
newly discovered molecule that plays a crucial role
in iron export'®. The gene (SLC11A3) has at least
10 transmembrane domains, a reductase site and a
basolateral localization signal. Ferroportin is ex-
pressed on the basolateral surfaces of mature ente-
rocytes within the duodenum and in macrophages
of the spleen and liver.

Hemochromatosis type 4 (HFE4, OMIM 606069).
In nearly simultaneous reports, a Dutch?® and an
Italian group?' described pedigrees with atypical
hemochromatosis inherited as an autosomal domi-
nant trait. The two groups found different missense
mutations in the gene encoding the iron export pro-
tein ferroportin. This dominant type of this genetic
reticuloendothelial iron overload is currently de-
fined as hemochromatosis type 4, or HFE4 (OMIM
606069), or ferroportin disease??. A peculiar type
of this condition, typically presenting as selective
reticuloendothelial iron overload, is the genetic
disorder associated with a three base pair deletion
in the coding region of the ferroportin gene
(SLC11A3) involving the deletion of valine 162 of
the protein?.

Hepcidin, hemojuvelin, anemia
of inflammation and juvenile
genetic hemochromatosis
Hepcidin is an antimicrobial peptide that plays a
major role in metabolism and is a mediator of ane-
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mia of inflammation. This peptide, encoded by the
HAMP gene, is produced by the hepatocyte and is
expressed as a precursor of 84 residues that is
processed to mature forms of 25, 21 and 20 amino
acids. It is a secretory protein and has the structure
of a beta hairpin connected by 4 disulfide bridges re-
sulting in a molecule with hydrophobic and basic
surfaces. Hepcidin expression is modulated by the
body iron status in the mice, and the inactivation of
its gene in KO mice leads to a severe iron loading®*.
Overexpression of this antimicrobial peptide in
transgenic mice causes severe, and often lethal, iron
deficiency anemia?. Hepcidin expression is positive-
ly regulated by inflammation?®, specifically by inter-
leukin 6%, and by iron overload, while is negatively
regulated by the rate of erythropoiesis, hypoxia and
iron deficiency?®. Most studies on hepcidin expres-
sion have analyzed the transcriptional regulation of
the gene, and very little is known on processing, mat-
uration and secretion pathways of the protein. This
is due to the lack of adequate antibodies and cellu-
lar models.

Recently a new protein called “hemojuvelin” was
identified, encoded by the HJV gene on chromosome
1g2°. This protein has a leader and a C-terminal
trans-membrane sequence, with properties typical of
a GPl anchor protein. However, alternative splicing
products have been reported, which are possibly ex-
pressed in skeletal muscle and other organs, and are
predicted to encode proteins without the leader se-
quence. The observations that HJV is expressed in
the same tissues that express HAMP suggests that
hemojuvelin is an hepcidin chaperon rather than the
hepcidin receptor.

Juvenile genetic hemochromatosis, or hemochro-
matosis type 2 (HFE2, OMIM 602390). These pa-
tients present with hypogonadotropic hypogo-
nadism in the second decade of life and, unless
proper treatment is started, die early because of car-
diac dysfunction®®. In an Italian cooperative study,
the juvenile locus was mapped to chromosome
1q®'. Camaschella and coworkers later found that
the juvenile condition which is not associated with
the 1q locus (HFE2B, OMIM 602390) is caused by
mutations in the HAMP gene encoding hep-
cidin®?3%, Finally, we and others have shown that
the most common type of juvenile genetic he-
mochromatosis (HFE2A, OMIM 602390) is caused
by mutations in the HJV gene encoding hemoju-
Velin29’34’35.

Thus, hepcidin is a key regulator of iron metabo-
lism and mediator of anemia of inflammation?®.

Conclusions

This outline documents the recent remarkable ad-
vances in our understanding of molecular regulation
of iron metabolism, and shows how these achieve-
ments have provided us with opportunities to identi-
fy novel genetic disorders and their molecular basis,

and to develop new diagnostic and therapeutic
strategies for these conditions.
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Introduccién

La enfermedad hemolitica del recién nacido
(EHRN) se caracteriza por el acortamiento de la vida
media de los hematies fetales debido a la accién de
anticuerpos maternos que atraviesan la placenta.
A pesar del término EHRN, el proceso comienza en
la vida intrauterina, por lo que se ha propuesto el
nombre de enfermedad hemolitica del feto y recién
nacido’.

Principales eventos histéricos?

1609°: Louise Bourgeois (comadrona): primera
descripcién clinica de hydrops fetalis.

1932% Diamond et al describen que anemia con-
génita, ictericia grave e hydrops fetalis son manifesta-
cién de la misma enfermedad: eritroblastosis fetal.

1938°: Darrow postula que la hemdlisis se debe
al paso transplacentario de anticuerpos maternos a
la circulacién fetal.

1939°: Levine y Stetson encuentran un anticuerpo
que causa la EHRN.

19407: Landsteiner y Weiner describen el grupo
sanguineo Rh.

19548: Chow demuestra la sensibilizacién mater-
na por hemorragia fetomaterna (HFM).

1966°: Prevencién de la EHRN mediante profilaxis
Anti-D. Estudio multicéntrico (Inglaterra y Baltimore).

1971'% OMS: Prevencién de la sensibilizacién Rh.

1998™": Edimburgo: conferencia de consenso so-
bre la profilaxis Anti-D.

Fisiopatologia

De las causas mas frecuentes de hemdlisis por in-
munoglobulinas: anemia hemolitica autoinmune,
reacciéon hemolitica transfusional y EHRN, es esta
dltima la mas compleja, ya que implica la produc-
cién de anticuerpos en un individuo sano (madre) y
la destruccién de hematies en otro (feto).

Aunque la circulacién maternay la circulacién fe-
tal transcurren anatémicamente por separado, estu-
dios mediante citometria de flujo han demostrado la
existencia de pequefias HFM en casi todos los em-
barazos'?. Asi, hematfes fetales alcanzan la circula-
cién materna y se produce la formacién de aloanti-
cuerpos maternos frente a antigenos eritrocitarios
fetales. Una vez que se produce la aloinmunizacién,

la placenta transporta activamente anticuerpos IgG
a la circulacién fetal; estos se unen especificamen-
te a los hematies fetales, que serdn destruidos por
el sistema mononuclear fagocitico (SMF). Sin em-
bargo, no todos los anticuerpos IgG producen
EHRN; en general, producen la enfermedad aque-
llos anticuerpos que causan destruccién acelerada
de las células incompatibles. Es por tanto impro-
bable que esté originada por anticuerpos del siste-
ma Chido/Rodgers y Knops.

Aunque la incompatibilidad ABO es la més fre-
cuente, pocos fetos y recién nacidos (RN) estdn
afectados por la enfermedad hemolitica. Los anti-
cuerpos mds frecuentemente asociados con enfer-
medad hemolitica moderada y grave son los del sis-
tema Rh (especialmente el anti-D, que es 50 veces
mds inmunogénico que otros anticuerpos de este
sistema, seguido del anti-c) y los del sistema Kell.
En el caso del anti-K, ademads de la hemdlisis, el an-
ticuerpo produce anemia en el primer trimestre de
la gestacion por inhibicién de la eritropoyesis intra-
medular'. Esto puede agravar la enfermedad en las
fases iniciales de la gestacién. Ocasionalmente, an-
ticuerpos frente a antigenos de otros sistemas cau-
san enfermedad hemolitica grave en el feto y neo-
nato. En ocasiones la ausencia de enfermedad en
presencia de anticuerpos se debe al insuficiente de-
sarrollo de los antigenos en los hematies fetales y/o
a la neutralizacién del anticuerpo por antigenos so-
lubles.

El anti-D sigue siendo la causa mas frecuente de
morbilidad y mortalidad fetal por enfermedad he-
molitica, a pesar de que su incidencia ha disminuido
sustancialmente tras la introduccién de la profilaxis
anti-D.

Factores inmunogénicos
Los factores que influyen en la respuesta inmune a
las células D positivas son?:

1. Dosis del antigeno (volumen de hematies D
positivos). Es el factor critico que determina la mag-
nitud de la respuesta. La HFM se produce por pro-
cesos fisiolégicos y patoldgicos, o por procedimien-
tos obstétricos que causan rotura de la barrera
fetomaterna de la placenta (tabla 1) La media de
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HFM durante el parto es menor de 1 ml; sin embar-
g0, hasta un 0.24 % de mujeres supera los 30 m|">'4,

2. Incompatibilidad ABO fetomaterna. Supone
un efecto protector; aproximadamente un 50 % de
todas las mujeres con embarazos ABO compatibles
tienen hematies fetales detectables en la circulacién
y sélo el 19 % de aquellas con embarazos ABO in-
compatibles. Esto es debido posiblemente a la rapi-
da retirada de las células de la circulacién materna
por el sistema fagocitico mononuclear, principal-
mente en el higado, érgano menos inmunorrespon-
dedor que el bazo, lo que disminuye la probabilidad
de estimulacién de formacién de anticuerpos.

3. Patrdn de expresién de antigenos Rh del feto.
El fenotipo R2r expresa mayor cantidad de antige-
no D que los otros fenotipos siendo mds efectivo en
sensibilizar a las madres.

4. Capacidad de respuesta inmune de la madre.
Es muy variable durante el embarazo y estd influen-
ciada por el sistema mayor de histocompatibilidad,
clase Il. Sélo un 16 % de madres D negativas no pro-
tegidas se sensibilizan durante el embarazo de un
feto D positivo.

Sensibilizacion y desarrollo del aloanti-D

Puesto que los antigenos Rh estdn presentes sélo
en los hematies, la inmunizacién Rh-D se desarrolla
en sujetos D negativos tras el contacto con antige-
no D por inyeccién intramuscular o intravenosa de
hematies D positivos, o tras una HFM de un feto D
positivo.

Como el antigeno D en el feto no estd plenamente
desarrollado hasta los 30-40 dias de gestaciény la
HFM no se produce antes de la sexta semana, tedri-
camente la sensibilizacién materna por hemorragia
transplacentaria no puede producirse antes de este
perfodo de gestacién'®. El riesgo de HFM es del 1-3%
en el primer trimestre, 43 % en el segundo y 64 % en el
tercero, y en méas del 50% de los partos®'®.

El paso activo de la IgG es lento hasta la semana
24,y de aqui al final del embarazo se incrementa
exponencialmente hasta alcanzar en el momento del
parto niveles ligeramente superiores en el suero
del recién nacido.

Papel de las subclases de 1gG

La concentracién de las cuatro subclases de 1gG es
sensiblemente mayor en el cordén que en el suero
materno. La IgGy cruza la placenta en fases tempra-
nas de la gestacién y hacia la semana 20 es detecta-
ble en el suero del cordén en igual o mayor canti-
dad que en el suero materno. La IgGs no alcanza ese
nivel hasta la semana 28-32 y no se eleva mas en el
resto del embarazo. El anti-D responsable de la
EHRN se produce solo como 1gG; y/o 1gGs. Los ca-
sos anti-D 1gG4 cursan con anemia mds grave que la
IgGs, quiza por una exposicién mas prolongada del
feto a esta subclase. Sin embargo, IgGs provoca un
mayor incremento de bilirrubina en el neonato™'”'8,

Tabla 1. Causas més frecuentes de hemorragia
fetomaterna

Embarazo, sobre todo en tercer trimestre

Gestacién multiple

Parto

Aborto
Terapéutico
Espontédneo seguido de legrado instrumental
Espontdneo completo o incompleto después de la
12 semana de gestacién

Amenaza de aborto con sangrado abundante o asociado
a dolor abdominal

Técnicas invasivas de diagndstico prenatal
Amniocentesis
Biopsia coridnica
Funiculocentesis

Otros procedimientos intrauterinos
Insercién de shunt

Hemorragia anteparto

Versién externa del feto

Traumatismo abdominal

Embarazo ectépico

Abruptio placentae

Extraccién manual de la placenta

Muerte intratdtero

Feto muerto retenido

Mecanismos de destruccion de hematies

Los mecanismos finales de destruccién inmune de
hematies son los mismos en caso de autoanticuer-
pos (anemia hemolitica autoinmune), aloanticuer-
pos contra hematies transfundidos (reaccién hemo-
litica transfusional), o aloanticuerpos maternos
contra hematies fetales. Los hematies que tienen los
anticuerpos unidos a los determinantes antigénicos
de la membrana son reconocidos por los macréfa-
gos a través de receptores especificos para la frac-
cién Fc de la 1gG"?%. La subclase IgG; es captada
con mayor avidez por parte de este receptor. Ade-
mas, la patogenicidad de los anticuerpos depende
de otros factores:

1. Eficiencia en el paso transplacentario de anti-
cuerpos.

2. Madurez funcional del bazo fetal.

3. Presencia de anticuerpos bloqueantes relacio-
nados con HLA.

La hemdlisis in vivo comienza con la opsonizacién
de los hematies por los anticuerpos. Posteriormente,
son reconocidos y eliminados de la circulacién por
los macréfagos en el bazo y en menor grado en el
higado. Los hematies también pueden perder parte
de su membrana por la accién de los macréfagos,
volviendo a la circulacién como esferocitos para
después ser atrapados en el bazo, acortandose su
vida media™'”""8. Ademds de la fagocitosis mediada
por receptor Fc, se cree actualmente que la citotoxi-
cidad celular anticuerpo dependiente, puede tam-
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bién contribuir al dafio celular durante la fase de in-
timo contacto con los macréfagos del bazo™'”"°.

Rasgos clinicos de la EHRN

La EHRN se inicia durante la vida intrauterina por
la hemdlisis de los hematies fetales recubiertos de
anticuerpos. La anemia resultante conlleva una dis-
minucién de la capacidad de transporte de oxigeno
y como mecanismo de compensacién una hiperpla-
sia intramedular de la serie roja y liberacién a san-
gre periférica de formas inmaduras (erythroblastosis fe-
talis). Cuando la capacidad de compensacién de la
médula es superada, aparece la hematopoyesis ex-
tramedular en higado y bazo, lo que origina distor-
sién de la circulacién portal, hipertensién portal y
ascitis. La hipoalbuminemia causada por la dismi-
nucién de la sintesis de albdmina en el higado da
lugar a una disminucién en la presién oncética con
la aparicién de edema generalizado, ascitis, e inclu-
so derrame pleural y pericérdico (hydrops fetalis)*?"2.
Otras manifestaciones son cardiomegalia, hemo-
rragia pulmonar, etc.

La bilirrubina generada por la hemdlisis es elimi-
nada en el feto a través de la placenta. Sin embar-
go, si en el neonato se supera la capacidad de acla-
ramiento, presentard ictericia intensa y signos de
afectacién neuroldgica (icterus gravis neonatorum).

El nivel de hemoglobina y el recuento de hematies
del corddn, que estan frecuentemente disminuidos,
no siempre se correlacionan con la gravedad. En la
extensién de sangre periférica, los hematies presen-
tan macrocitosis, anisocitosis y poiquilocitosis. Los
reticulocitos pueden representar el 30-40 % de la se-
rie roja en RN no tratados, pudiendo ser bajos en
aquellos con transfusién intrauterina (TIU). Son fre-
cuentes los eritroblastos circulantes. Los esferocitos
se ven sobre todo en casos de enfermedad por in-
compatibilidad ABO o en ciertos trastornos de la
membrana del hematie.

La amenaza mds grave de la hiperbilirrubinemia
del neonato es el dafio cerebral, conocido como ker-
nicterus. La bilirrubina no conjugada es particular-
mente téxica para el tejido cerebral en que se depo-
sita, especialmente en los ganglios basales, el
talamo, el cerebelo, la sustancia gris y la espina dor-
sal. El mecanismo por el que la bilirrubina libre pasa
al cerebro en el RN no esta del todo aclarado, pero
el nivel de albimina sérica, pH sanguineo y la hipo-
xia parecen ser factores decisivos.

El nivel de bilirrubina necesario para producir ker-
nicterus no es conocido, pero raramente se produce
dafio cerebral si la bilirrubina es menor de 20 mg/dl.
Este umbral parece ser inferior en RN prematuros.

Existen diferentes grados de afectacién. Un 45-50%
de los casos padece una enfermedad tan leve que no
requiere tratamiento; un 25-30 %, aunque no desa-
rrollan hydrops, padece una anemia moderada y pue-
den desarrollar intensa ictericia con el consiguiente
riesgo de kernicterus; un 20-25 % desarrolla hydrops

fetalis, 10-12 % antes de la 34 semanas de gestacién
y 10-13 % tras la semana 34. Por ello es preciso de-
tectar precozmente y tratar a estos fetos que de otra
manera tendrian alta mortalidad o probabilidad de
dafio cerebral irreparable®*.

Prevencién de la isoinmunizacién Rh

A pesar de los avances en la monitorizacién y trata-
miento ante y posnatal, el mayor logro histérico en la
EHRN ha sido su prevencién, disminuyendo con su
aplicacién la mortalidad de 18,4 a 1,3/100.000 na-
cidos vivos (1977-1992). Sin embargo este sistema de
prevencién es imperfecto. A diferencia de las vacunas
habituales, en esta enfermedad lo que se previene es
la inmunizacién, lo que obliga a administrar Rh 1gG
en dosis adecuadas cada vez que exista una exposi-
cién al antigeno?.

Mecanismo de accion

El mecanismo exacto de accién de la |G Rh-D es
desconocido atn en la actualidad. Tres teorias se
han propuesto?:

1. Desviacién antigénica. Existen algunas eviden-
cia que apoyan esta teorfa:

a) Disminucién de la frecuencia de inmunizacién
en los casos de incompatibilidad ABO, posiblemen-
te por la rdpida retirada de las células incompatibles
por el SMF del higado.

b) El efecto supresor de anticuerpos IgG no es an-
tigeno-especifico. En inyecciones a voluntarios D-,
K- con células D+, K+ y anti-K se observé la inhibi-
cién de la respuesta a ambos antigenos.

¢) Lascélulas D positivas recubiertas de IgG Rh-D
son eficazmente eliminadas de la circulacién, posi-
blemente por los macréfagos del bazo, que tienen
una elevada expresién de FcR, antes de que sean re-
conocidas por las células presentadoras de antigeno.

2. Inhibicién competitiva por bloqueo antigénico.
Este mecanismo dificilmente explica la inmunosu-
presién mediada por anticuerpo de la IGRh ya que
menos del 20 % del antigeno presente se une a la
IGRh.

3. Inhibicién central. Constituirfa una teoria posi-
ble ya que el aumento de la concentracién de com-
plejos antigeno-anticuerpo en el bazo y los ganglios
linfaticos podria suprimir la respuesta inmune pri-
maria bloqueando la expansién clonal de los linfoci-
tos B especificos mediada por linfocitos T helper. La
respuesta inmune mediada por los linfocitos B de
memoria no es, sin embargo, inhibida por la IGRh,
por lo que es importante la identificacién de las ma-
dres Rh-D negativas antes de que la respuesta in-
mune haya ocurrido. Por otra parte, la eficacia de la
profilaxis antenatal se justifica porque es posible que
a medida que el antigeno D es procesado, moléculas
libres de anti-D (de la IGRh) compitan eficazmente
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por el antigeno, previniendo su unién con los recep-
tores de los monémeros de IgM de los linfocitos B.

Dosis e indicaciones

La dosis 6ptima, el momento de administracion y
las indicaciones han sido objeto de estudio por los
distintos grupos de Norteamérica, Reino Unido y
Canada hasta la realizacién de documentos de con-
senso y gufas de administracién, cuya rigurosa apli-
cacién permitiria la erradicacién casi total de la
EHRN. Un principio general es que 20j.g (100 U) de
anti-D protegen frente a 1 ml de hematies Rh-D po-
sitivos'326,

La administracién de IGRh a mujeres D negativas
no inmunizadas previamente, en las 72 h tras cada
alumbramiento de un RN-D positivo, previene la in-
munizacién en la mayorfa de los casos. Sin embargo,
un 1,8% de las mujeres con riesgo desarrollan
anti-D, y de éstas, el 92% lo hacen a partir de la
28 semana de gestacién. La adicién de una dosis de
300 pg en esta semana de gestacién disminuye la
sensibilizacién al 0,12 %. La dosis de 300 g post-
parto protege frente a la exposicién de 15 ml de he-
maties D positivos; del 0,24 % de las mujeres que tie-
nen una hemorragia superior a esta cantidad en el
parto sélo el 30 % quedaran sensibilizadas, por lo
que el fallo con esta dosis ocurrird en el 0,08 %. En
EE.UU. todas la mujeres D negativas reciben 300 g
(1.500 U) de anti-D entre la 28 y la 35 semana de
gestacién en todos los embarazos. Si el neonato es
D positivo, esta dosis se repite tras el parto. En la
mayoria de los paises Europeos se administra una
dosis inferior, 200-250 g (1.000-1.500 U) a la
28 semana y se repite a la 34 semana. Esta dosis se
reduce atin mds en el Reino Unido donde conside-
ran que 100 ng a la 28 y 34 semanas confieren la
misma proteccién. Tedricamente, las dosis divididas
tienen la ventaja de mantener un nivel elevado de
IGRh a lo largo del tercer trimestre. Sin embargo, y
en la préctica diaria, suponen un riesgo por falta de
cumplimiento al precisar una mayor adherencia por
parte de las embarazadas"'"?7:28,

En los casos de mujeres con expresién débil del
antigeno D sdlo estd justificada la profilaxis IGRh en
los casos de D parcial (falta de uno o mas epitopes).
Sin embargo, si solamente existe una menor expre-
sién del antigeno (D%) se debe considerar a la madre
como Rh-D positivo. En el caso en que no se pueda
diferenciar, para mayor seguridad se tratard como
si fuera D negativa®'®%8,

Proteccién en situaciones de hemorragia fetomaterna
En EE.UU. se utilizan habitualmente dosis de
300 pg (1.500 U). En el Reino Unido la dosis de-
pende del momento de la gestacién en que se pro-
duce la HFM; asi, se administran 50 pg (250 U) si
ocurre antes de la 20 semana de gestaciény 100 pg
(500 U) si ocurre a partir de entonces. Esta dosis
estdndar es suficiente prevencién para hemorragias

Tabla 2. Indicaciones de administracién de Anti-D
en mujeres D negativas sin Anti-D

Parto de un recién nacido Rh-D positivo
Profilaxis 28 semanas de gestacién
Aborto
Terapéutico
Espontédneo seguido de legrado instrumental
Espontdneo completo o incompleto después de la
12 semana de gestacién
Amenaza de aborto
Antes de la 12 semana si existe sangrado abundante
o repetido o si se asocia a dolor abdominal
Después de la 12 semana en todos los casos
Si el sangrado contindia intermitentemente tras
la 12 semana debe administrarse a intervalos
de 6 semanas y se debe cuantificar la HFM
Técnicas invasivas de diagndstico prenatal
Amniocentesis
Biopsia coridénica
Funiculocentesis
Otros procedimientos intrauterinos
Insercion de shunt
Hemorragia anteparto
Versién externa del feto
Traumatismo abdominal
Embarazo ectépico
Muerte intradtero
Feto muerto retenido

Modificada de Urbaniak?.

menores de 4 ml de hematies fetales incrementan-
dose la dosis (125 U/ml de hematies) en el caso de
hemorragias de mayor volumen®?"28_ La Asociacién
Americana de Bancos de Sangre (AABB) recomienda
la cuantificacién sistemdtica de la HFM para ajus-
tar la dosis. La Asociacién Americana de Obstetri-
ciay Ginecologia (ACOG) recomienda la cuantifi-
cacién sélo en los casos de gestacién mudltiple,
abruptio placentae, placenta previa y extraccién ma-
nual de la placenta. Si se sospecha HFM intermi-
tente es importante repetir la dosis a intervalos de
6 semanas ya que niveles bajos de IGRh pueden pa-
raddjicamente incrementar la respuesta inmune en
la presencia de un estimulo antigénico.

La cuantificacién de la hemorragia se recomienda
hacerla por la técnica de elucién dcida de Kleihauer
o equivalente, técnica de rosetas o por citometria
de flujo”#32,

Las situaciones clinicas en las que se indica la ad-
ministracién de inmunoglobulina anti-D se resumen
en la tabla 2.

La administracién rigurosa en tiempo y dosis de
la inmunoprofilaxis anti-D debe ser una prioridad,
ya que fallos de administracién constituyen adin hoy
en dia una importante causa de inmunizacién Rh.

Seguimiento en aloinmunizacién materna

El objetivo del seguimiento antenatal es identifi-
car a los fetos gravemente afectados (déficit de
Hb > 7 g/dl de lo esperado para semanas de ges-
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tacién), corregir su anemia y determinar el mo-
mento éptimo del parto.

La evaluacién y manejo de las pacientes obstétri-
cas con inmunizacién han sido ampliamente estu-
diados con un consenso bastante general en el tra-
tamiento. Sin embargo, aln existe controversia en
el seguimiento respecto a las técnicas invasivas y al
momento de su aplicacién.

La informacién sobre el estado del feto se obtiene
mediante la historia obstétrica, la identificaciény
cuantificacién del anticuerpo, los ensayos funciona-
les, ultrasonidos, eco-Doppler de la arteria cerebral
media, estudio del fenotipo fetal mediante analisis
del ADN, amniocentesis estudiando la DO450 del
liquido amnidtico y andlisis de sangre fetal para es-
tudio de la anemia. La combinacién de estos méto-
dos invasivos y no invasivos nos permiten ser pre-
dictivos en aproximadamente el 95 % de los casos.

Métodos no invasivos

Historia obstétrica

La historia de embarazos previos con fetos afec-
tados puede indicar gravedad si el padre es homozi-
goto. Aporta informacién sobre cudndo iniciar el se-
guimiento, la frecuencia de los estudios e incluso
orientard sobre el momento de iniciar el tratamien-
to. El estudio del fenotipo paterno y el andlisis de
probabilidades del genotipo permite calcular la pro-
babilidad de que el feto tenga el antigeno diana.

Estudios seroldgicos

Con la identificacién del anticuerpo materno se
empieza a conocer el prondstico. Su cuantificacién
permite conocer el momento preciso para introducir
los métodos invasivos. La tendencia, es decir, la evo-
lucién de la cuantificacién, es lo que realmente pro-
porciona informacién. Cada laboratorio, en el caso
del anti-D, debe definir su titulo critico, por debajo
del cual se sabe que el feto tiene una enfermedad
leve y no estd justificado el uso de técnicas invasivas
que pueden transformar la enfermedad en grave por
hemorragia transplacentaria. En general, este titulo
oscila entre = 8-=< 163, En otras especificidades el
valor de la titulacién estd menos estandarizado y es
dificil establecer el titulo critico. La técnica recomen-
dada para titulacién es medio salino, 60 min de in-
cubacién a 37 °Cy anti-lgG**. Hay autores que re-
comiendan utilizar hematies heterozigotos para el
antigeno, mientras que otros, en el caso del anti-D
prefieren hematies RyR; por ser los mds constantes
en su expresion antigénica y los diferentes resultados
mds comparables. Estas células son también las in-
dicadas para anti-c, anti-E y anti-cE.

El test de antiglobulina ligada a enzima permite
en el caso del anti-D una cuantificacién por el es-
tudio comparativo con un patrén. De manera
orientativa se puede estimar que si el anti-D es me-
norde 4 U (< 1 pg) la probabilidad de hydrops es re-

mota; si el anti-D estd entre 5-15 U (1-3 ng) existe
un riesgo moderado; y si el anti-D es superior a
15U (> 3 pg) el riesgo es alto?. La historia previa y
la cuantificacién van a definir la frecuencia de la
monitorizacién. A partir de la 18 semana de gesta-
cién el seguimiento serd cada 2-4 semanas segiin
el caso y evolucién.

Estudios funcionales

Todos los ensayos serolégicos miden tnicamente
la capacidad del anticuerpo para aglutinar. Sin em-
bargo en la destruccién in vivo estdn implicados otros
factores como la interaccién antigeno-anticuerpo
con los receptores Fc del SMF, la presencia en la ma-
dre de anticuerpos anti-Fc y los aloanticuerpos ma-
ternos contra antigenos de los monocitos paternos,
entre otros. Por esto, los ensayos funcionales tales
como el MMA (Monocyte Monolayer Assay) que
mide la adherencia y fagocitosis, CL (quimioluminis-
cencia), que mide la respuesta metabdlica de los
monocitos asociado con fagocitosis, y ADCC (cito-
toxicidad mediada por células) que estudia la hemé-
lisis extracelular deben tener, en el caso de anticuer-
pos del sistema Rh, un valor més predictivo®® 3. Sin
embargo, debido a la dificultad en su estandariza-
cién y por ser técnicas mas complejas, estd menos
extendido su uso®®.

Es de esperar que en un futuro los estudios mo-
leculares de madre e hijo expliquen el funcionamien-
to del sistema inmune y se pueda predecir el com-
portamiento del anticuerpo individualmente.

Ultrasonografia

La realizacién de ecografias de forma seriada,
aunque no ha remplazado totalmente a las técnicas
invasivas, ha reducido su uso al minimo"'”. El en-
grosamiento de la placenta, la pérdida de la arqui-
tectura de la misma, la existencia de hidramnios,
cardiomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia, Ii-
quido pericdrdico y ascitis son signos de afectacién;
la progresién mas frecuente es: hidramnios — en-
grosamiento de la placenta — hepatomegalia — as-
citis — hydrops.

La realizacién de Doppler, con la estimacién de la
velocidad de flujo de |a arteria cerebral media, pue-
de correlacionarse con una sensibilidad del 98 % con
la anemia del feto en el caso que no sea hidrépico®”.

Métodos invasivos

Estudio del genotipo del feto

En una fase temprana, 12-14 semanas de gesta-
cién, si la madre tiene un nifio o feto previo afecta-
do y el padre es heterozigoto para el gen que codi-
fica el antigeno, el estudio molecular por reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) del genotipo del
feto puede ser de ayuda. Hoy se estudia para Rh, K,
Fy, Jk. Los andlisis pueden realizarse en las células
del blastémero, en células fetales de la sangre peri-
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férica materna, técnica menos estandarizada, o de
las vellosidades coriales. Deben hacerse en paralelo
estudios serolégicos y moleculares, al feto y a los
padres. Los falsos positivos se dan en personas se-
rolégicamente D negativas que tienen gen RHD in-
tacto pero no funcionante, situacién infrecuente en
la raza blanca pero no tan raro entre japonesesy
descendientes africanos. Para evitar los falsos ne-
gativos es esencial hacer anélisis de secuencias en
2 0 méas exones®.

Espectrofotometria de liquido amnidtico

El analisis espectrofotométrico a 450 nm permite
seglin pardmetros de Liley®® establecer una relacién
entre pigmentos biliares y gravedad de la enferme-
dad (fig. 1). No aporta informacién sobre la eritro-
poyesis del feto y es poco predictiva antes de la
27 semana de gestacién®'’. Queenan®, en su mo-
dificacién, intentd extrapolar los resultados al pri-
mer trimestre.

Cuando A DO 450 cae en la zona superior, zona 3,
es indice de anemia severa o de hydrops fetalis por lo
que es indicacién de cordocentesis. Cuando A DO
450 cae en la zona inferior, zona 1, se trata de fetos
Rh negativos o levemente afectados. En la zona me-
dia, zona 2, los errores son frecuentes por la falta
de relacién con la anemia fetal.

Como maniobra invasiva no estd exenta de riesgos
y puede transformar una enfermedad leve en mode-
rada o grave por hemorragia transplacentaria, a pe-
sar de realizarse bajo control ecografico.

Cordocentesis

El método mds exacto para estimar la anemia es
medir el hematocrito del feto. Debe realizarse cuan-
do se sospecha que estd anémico y antes de la des-
compensacion e hydrops. Técnicamente no es seguro
hacerla antes de la 18-20 semana de gestacién
(1-2% de mortalidad). En caso de hydrops tiene un
15% de mortalidad antes de la 20 semana de gesta-
cién y 5% posteriormente?. Las complicaciones més
frecuentes son: bradicardia, hematoma, hemorra-
gia, incremento en el nivel del anticuerpo, parto pre-
maturo e infeccién.

Tratamiento

El propdsito es mantener el embarazo hasta que el
feto pueda nacer con seguridad, especialmente en lo
concerniente a la madurez pulmonar.

Induccion pretérmino del parto

La teorfa de Chown*® sobre el beneficio de la in-
duccién pretérmino del parto supuso un gran avan-
ce en el tratamiento en los casos de aparicién de
hydrops a partir de la 32-34 semana de gestacién.
Sin embargo, hoy dia con la TIU se prefiere prolon-
gar el embarazo hasta la semana 37 de gestacidn
para evitar el distrés respiratorio del neonato inma-
duro.
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Figura 1. Curva de Liley*. Relacién de la densidad éptica del
liquido amniético con la gravedad de la afectacién fetal en el
dltimo trimestre del embarazo.

Transfusion

La introduccién de la TIU por Liley en 1963*' cam-
bié el prondstico de esta enfermedad. Inicialmente
se realizaba intraperitoneal pero hoy en dfa, guiados
por ultrasonidos, se realiza en la vena umbilical en la
insercién del cordén (TIV)"74243 Actualmente la
TIV es el método de eleccidn para tratar la anemia
fetal; sin embargo, la transfusién intraperitoneal
tiene sus indicaciones, se sigue utilizando en fases
muy iniciales, entre la semana 14y 18, o cuando es
inaccesible el cordén o para suplementar una TIV no
completa. El riesgo fetal en la TIU se estima entre el
1-2% por cada procedimiento.

Los hematies deben ser del grupo 0, carente del
antigeno correspondiente, compatibles con el suero
materno, desleucotizados, irradiados, citomegalovi-
rus negativos y de menos de 5 dfas.

El volumen a transfundir en ml en la transfusién
intraperitoneal es igual a (30 - semanas de gesta-
cién) x 10. El célculo del volumen en la TIV es mas
variable seguin los diferentes autores. Bowman** re-
comienda 50 ml/kg de peso hasta alcanzar un he-
matocrito de 55-60 %. Este volumen se reduce a
30-40 ml/kg de peso estimado no hidrépico para los
fetos hidrépicos. Otros autores, sobre todo en el
caso de fetos muy anémicos, son partidarios de ele-
var el hematocrito sélo 3,5 veces el original y repetir
la transfusién tan pronto como sea preciso. Se tien-
de a que el intervalo entre dos transfusiones sea de
2 a 3 semanas, aunque el efecto de la primera es
mds corto debida a la persistencia en la circulacién
de hematies recubiertos por anticuerpo.

Aunque no hay acuerdo en cudl es el hematocrito
critico para realizar la transfusién, se recomienda
antes de la semana 26 si el hematocrito es inferior a
25%y después de la semana 26 si el hematocrito es
inferior a 30%'742.

La supervivencia de fetos no hidrépicos transfun-
didos es del 96 % cuando se realiza a partir de las
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24 semanas y del 70 % si son hidrépicos transfundi-
dos con menos de 24 semanas®. Multiples transfu-
siones intrauterinas puede asociarse a anemia hi-
porregenerativa; sin embargo, los nifios responden a
la eritropoyetina.

Con los avances de la medicina fetal, la introduc-
cién de la transfusién intravasculary la mejora en
los cuidados del neonato, hoy en dia la superviven-
cia de los fetos afectados es mayor del 90 %.

Recambio plasmdtico e inmunoglobulinas intravenosas

La supresidn selectiva de produccién de anticuer-
po o de su transferencia evitarfan los tratamientos
invasivos. Las opciones de recambio plasmético, in-
munoglobulinas intravenosas, o la combinacién de
ambas son tratamientos muy controvertidos que
pueden tener algunas indicaciones; por ejemplo, en
las fases iniciales de la gestacién de fetos con sospe-
cha de afectacién grave, por historia obstétrica pre-
via y con padre homozigoto para el Rh-D, o como
método alternativo en mujeres que rechazan las
transfusiones. Deben iniciarse en fases muy iniciales
del embarazo, semana 10-12 de gestacién, para
prolongarlo hasta que técnicamente sea posible rea-
lizar TIU. Los recambios plasmdticos deben ser am-
plios procesando 4 o 5 | utilizando como liquido de
recambio soluciones albuminoideas/cristaloides.
Para disminuir el nivel de anticuerpo deben repetirse
2 0 3 veces por semana®??'.

Se han publicado efectos beneficiosos de altas dosis
de IgG intravenosas en embarazadas gravemente sen-
sibilizadas™”*¢47_ Dosis de 2 g/kg de peso materno
cada 2 semanas puede reducir los niveles del anticuer-
po en un 50 % debido principalmente al mecanismo
de feed-back. El efecto beneficioso puede ser debido
también a la interferencia en el paso transplacentario
de los anticuerpos maternos por saturacién de los Fc
receptores del trofoblasto y a la disminucién de la he-
mdlisis por saturacion de los Fc de los macréfagos.

Pautas de 400-500 mg/kg/dia durante 5 dias han
sido recomendadas por otros autores*:

Direcciones futuras

Los avances en técnicas no invasivas que permitan
determinar el fenotipo Rh del feto en el plasma ma-
terno sin incrementar el riesgo de inmunizacién, la fu-
tura disponibilidad de anti-D monoclonal exento de
efectos adversos y sin restricciones en la dosis a ad-
ministrar® y, por dltimo, los estudios encaminados a
la supresién activa de la respuesta inmune primaria y
secundaria frente al Rh-D en mujeres Rh-D negativas
son algunas de las expectativas que permitiran alcan-
zar la antes utépica erradicacién de la EHRN.
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MACROGLOBULINEMIA DE WALDENSTROM

R. GARCia SaNz, M. GoNzALEZ Y E. Ocio

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de Salamanca.

Introduccién

Tradicionalmente se definfa la macroglobulinemia
de Waldenstréom como el conjunto de sintomasy
signos derivados de la proliferacién monoclonal de
linfocitos B en médula ésea y érganos linfoides con
capacidad para producir grandes cantidades de in-
munoglobulina M (IgM), también de tipo mono-
clonal. Sin embargo, la enfermedad que inicialmen-
te describié Waldenstrém en 1944" ha sufrido
diversas modificaciones a lo largo de la historia, ya
que su situacién nosoldgica es muy dificil de clarifi-
car, debido a que comparte caracteristicas comu-
nes con otros sindromes linfoproliferativos de los
que a veces es dificil de distinguir, en especial si se
trata de procesos con componente monoclonal IgM
asociado (tabla 1)%3. Asf pues, esta capacidad in-
munosecretora hace que mieloma multiple y macro-
globulinemia de Waldenstrém compartan muchos
aspectos etiopatogénicos, que también se traducen
en el campo de la fisiopatologfa y |a terapéutica. Sin
embargo, en la macroglobulinemia de Waldenstrém
las células clonales no son exclusivamente las células
plasmadticas, sino que también los linfocitos B ma-
duros y los linfoplasmocitos forman parte del clon
tumoral. Por el contrario, este detalle acerca mu-
cho los conceptos de macroglobulinemia de Wal-

Tabla 1. Enfermedades que pueden cursar con IgM
monoclonal

Macroglobulinemia de Waldenstréom
Sintomdtica
Asintomatica
Gammapatia monoclonal de significado incierto IgM
Leucemia linfoide crénica con componente IgM
Linfomas no hodgkinianos con componente IgM
Trastornos relacionados con IgM (sin diagnéstico claro
de macroglobulinemia de Waldestrom)
Crioglobulinemia sintomadtica
Amiloidosis primaria
Autoinmunidad derivada de anticuerpos IgM
(sindrome de aglutininas frias)
Mieloma IgM
Procesos autoinmunes (sindrome de Sjogren, artritis
reumatoide)

IgM: inmunoglobulina M.

denstrom y leucemia linfoide crénica de célula B
(LLC-B), maxime si se tienen en cuenta que también
comparten otros aspectos. Asf pues, en la macro-
globulinemia de Waldenstrom se puede observar
leucemizacién y trisomfa del cromosoma 12y no es
raro encontrar casos de LLC-B con componente mo-
noclonal IgM en el suero (practicamente la mitad de
los casos si se utilizan técnicas de inmunofijacién).
Esta situacién se complica atin mds si tenemos en
cuenta la existencia de la gammapatia monoclonal
de significado incierto (GMSI) IgM, cuyos limites
con la macroglobulinemia de Waldenstrom son real-
mente dificiles de situar. Ello ha hecho que la situa-
cién de la macroglobulinemia de Waldenstrom en
los sindromes linfoproliferativos haya sido relativa-
mente confusa. De hecho, en la actual clasificacién
de las neoplasias hematoldgicas de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la macroglobulinemia
de Waldenstrom aparece dos veces: a) “Linfoma lin-
foplasmocitico con macroglobulinemia de Waldenstrom”
dentro de los linfomas linfoplasmociticos, y b) “Ma-
croglobulinemia de Waldenstrom (inmunocitoma)” en-
cuadrada en las enfermedades inmunosecretoras.
Ademds, a esto habia que afiadir que, incluso man-
teniendo la clasificacién OMS, los criterios de diag-
néstico eran dispares dependiendo de los autores
que se consideraran.

Por fortuna, el panorama nosolégico de la macro-
globulinemia de Waldenstrém parece estar cam-
biando, en especial desde la celebracién en Atenas
del 2.° Workshop Internacional de macroglobulinemia de
Waldenstrém en septiembre de 2002, cuyas ponen-
cias y resultados de consenso fueron publicados
como el ndmero 2 del volumen 30 de la revista Se-
minars in Oncology en abril de 2003. En dicha reunién
se consiguié que los grupos con mayor actividad in-
vestigadora en macroglobulinemia de Waldenstrom
llegaran a un consenso en aspectos de la enferme-
dad: a) definicién clinicopatoldgica de la macroglo-
bulinemia de Waldenstrom; b) factores pronésticos
y criterios para iniciar el tratamiento; ¢) recomenda-
ciones de tratamiento, en especial en primera linea,
y d) uniformidad en los criterios de respuesta al tra-
tamiento. En el presente trabajo abordaremos la pa-
tologfa, clinica y terapéutica de la macroglobuline-
mia de Waldenstrom haciendo especial hincapié en
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Tabla 2. Diagnéstico de la MW y trastornos relacionados

Proteina IgM Infiltracion Sintomas por
monoclonal’ de médula dsea® Sintomas por IgM infiltracién tumoral’
MW sintomética + + + +
MW asintomatica + + - -
Trastornos relacionados
con paraproteinemia IgM® + - + -
GMSI IgM + - - -

“ Se considera inapropiado usar un umbral en la cantidad de inmunoglobulina M (IgM) para distinguir entre gammapatia monoclonal de significado incierto

(GMSI) y macroglobulinemia de Waldestrém (MW).

b Si hay infiltracion por linfoma linfoplasmocitico hablaremos de MW y si no la hay, de GMSI. En caso de duda para considerar si hay infiltracidn o no, es
obligado acudir a técnicas como la citometria de flujo o la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): si se demuestra la existencia de monoclonalidad
linfoide B, se considerard MW mientras que si no la hay, se deberd considerar una GMS| en tanto no haya otros datos.

¢ Incluyen: sintomas constitucionales, citopenias, organomegalias.

4 Basta la presencia de uno de los dos tipos de sintomas, aunque pueden estar presentes los dos.

¢ Son pacientes con sintomas derivados de la proteina monoclonal IgM pero sin evidencias de linfoma o infiltracion medular. Tales pacientes pueden tener
crioglobulinemia sintomdtica, amiloidosis o fendmenos autoinmunes como neuropatia periférica y sindrome de aglutininas frias. Estos pacientes constituyen un
grupo diferenciado para el que se ha propuesto el término de “Trastornos relacionados con IgM”.

esos 4 aspectos de la enfermedad sobre los que se
han conseguido notables avances de consenso.

Definicién clinico-patolégica
de la macroglobulinemia de Waldenstrom

La definicién clinico-patolégica de la macroglobu-
linemia de Waldenstrom fue consensuada tomando-
se como base el espiritu que impulsé el desarrollo de
la clasificacién REAL y la posterior OMS, es decir,
definir una entidad clinica con un sustento patolégi-
co real. La definicién fue acordada en el primer pa-
nel de consenso del Workshop de Atenas, y fue pro-
bablemente uno de los mayores logros de la misma®.
Hay que destacar que en sus criterios se excluye de
forma taxativa la fijacién de un umbral minimo
de IgM monoclonal en el suero para definir la enfer-
medad. Este hecho facilité en gran medida la adop-
cién del consenso, ya que se trata de uno de los
puntos que mas discrepancias ha generado en la lite-
ratura especializada. Asi, para diagnosticar una ma-
croglobulinemia de Waldenstréom, los grupos Francés
y del MD Anderson aceptaban una IgM de 5 g/dlI,
mientras que para los grupos Espafiol y de la clinica
Mayo se exigfan 30 g/dl, pasando por los 10 g/dl de
los grupos inglés e italiano. Ha habido algunas criti-
cas al respecto, ya que era muy sencillo y cémodo dis-
poner de un nivel de IgM dentro de los criterios de
diagnéstico. Sin embargo, aparte de la falta de con-
senso, este criterio tenia otros dos inconvenientes:
a) pese a estar hablando de un niimero, sigue siendo
un criterio subjetivo, ya que resulta muy dificil expli-
car por qué un paciente con una IgM de 31,1 g/dl tie-
ne una macroglobulinemia de Waldenstrém mientras
que otro con 29,9 no, y b) al utilizar un nivel de IgM
se pueden estar diagnosticando como MGUS IgM
casos con poca IgM pero que requieren tratamiento,
mientras que ello no evita tener que subclasificar los
casos por encima del umbral entre macroglobuline-
mia de Waldenstrom sintomadtica y asintomdtica.

Por ello, la macroglobulinemia de Waldenstrom
ha quedado definida como un “trastorno linfoprolifera-
tivo B poco comiin caracterizado primariamente por la infil-
tracion de la médula dsea por células linfoides con patron
predominantemente intertrabecular, junto a la demostracion
de la presencia de una gammapatia IgM monoclonal”. Hay
que resaltar que la macroglobulinemia de Wal-
denstrom es una entidad clinico-patolégica indivi-
dual y no un sindrome secundario a la secrecién de
IgM independientemente del diagndstico patolégi-
co subyacente. En la macroglobulinemia de Wal-
denstrém, dicha entidad patoldgica es el linfoma
linfoplasmocitico de la clasificacién OMS. Por tan-
to, quedan excluidos de esta definicién, los casos
con IgM sin infiltracién medular (tabla 1) y los ca-
sos con ausencia de IgM monoclonal (p. ej., linfoma
linfoplasmocitico con IgG e IgA monoclonal).

Es obvio que esta definicién deja pendiente la de-
cisién terapéutica, ya que dentro de la misma ca-
ben muchos casos de macroglobulinemia de Wal-
denstrom que no precisan tratamiento. Para ello, se
incluye una subclasificacién de macroglobulinemia
de Waldenstrom: asintomdtica y sintomatica, consi-
derando la existencia o no de sintomas atribuibles a
la infiltracién tumoral (sintomas constitucionales,
citopenias, organomegalias) o a la proteina mono-
clonal (sindrome de hiperviscosidad, crioglobuline-
mia, amiloidosis, fenémenos inmunes, etc.). Por ul-
timo, merece la pena hacer una consideracién final
respecto a la diferencia entre macroglobulinemia de
Waldenstrom asintomatica y GMSI IgM, donde hay
que recalcar la definicién de macroglobulinemia de
Waldenstrom, ya que si no se puede demostrar la
existencia de infiltracién medular ni de sintomas de-
rivados de la paraproteina, debemos hablar de
GMSI, independientemente de la concentracién séri-
ca de IgM. Mencién aparte merecen los escasos ca-
sos que hay en los que la IgM monoclonal genera
sintomas sin que se demuestre infiltracién medular.



40 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, extraordin 1, octubre 2004

Dada la existencia de sintomas no podemos hablar
de GMSI, pero la ausencia del infiltrado ha hecho
que se les considere como un grupo aparte denomi-
nado “Trastornos Relacionados con IgM”%.

Epidemiologia y etiopatogenia

La frecuencia de la macroglobulinemia de Wal-
denstrom se desconoce, en especial si tenemos en
cuenta que los criterios diagnésticos que se utiliza-
ban no eran comunes, por lo que los datos disponi-
bles deben ser revisados. En cualquier caso es poco
frecuente. En EE.UU. se estimaba una incidencia
anual de 2 a 5 casos por millén de habitantes™®; en
Espafa las estimaciones eran similares (3,1 ca-
sos/millén/afio)’. Afecta sobre todo a pacientes de
edad media y avanzada (> 55 afios) sin ser ex-
cepcional en jévenes. Es mds frecuente en varones
(70%) y no tiene predileccién étnica, aunque es rara
en asidticos.

Al igual que en otros SLP, su causa se desconoce.
Se sabe que hay acumulacién familiar de casos, po-
sible asociacién con algunos tipajes HLA (antigeno
de histocompatibilidad), posible relacién con la in-
feccién por herpesvirus tipo 8, pero sigue sin haber-
se encontrado ninguna causa o causas con relacién
directa. Al igual que en el mieloma muiltiple la teo-
rfa mas extendida es la existencia de un proceso mul-
tifasico de transformacién neopldsica que va acu-
mulando fenémenos oncogénicos. En esta linea
estarfan los cambios cromosémicos entre diagndsti-
co y progresién (aparicién de subclones cada vez
mads agresivos). La citogenética ha hecho pocas
aportaciones por el momento, ya que los datos es-
tan siendo sometidos a revisién continua. Asi pues,
la trisomfa del cromosoma 12 se considera en la ac-
tualidad muy poco frecuente, habiendo sido susti-
tuida por las deleciones de 621 (40-60 %) en la ca-
beza de la lista de anomalias cromosémicas en esta
entidad®. Dicha alteracién se ha encontrado funda-
mentalmente en macroglobulinemia de Waldenstrém
sintomdticas lo que puede indicar que se trate de
un criterio de enfermedad avanzada®. Ademis, las
aneuploidias y las deleciones en los cromosomas
13q14y 17p53, frecuentes en mieloma mdltiple y
LLC-B son muy poco frecuentes (< 5%). Por otro
lado, la presencia de traslocaciones que afectan a
14932 (reordenamientos ilegitimos de la regién de
switching), tan frecuentes en el mieloma muiltiple, son
excepcionales en la macroglobulinemia de Wal-
denstréom?®. Sin embargo, estudios recientes han des-
crito la presencia de un 14 % de alteraciones de
14q32'%"". Ademds, aunque se han buscado, no se
han encontrado las t(14;18), t(11;14) y t(11;18)
propias de los linfomas no hodgkinianos (LNH) de
las zonas folicular, manto y marginal, respectiva-
mente. En la misma linea estd la t(9;14) que esta
presente en el 50 % de los LNH linfoplasmociticos
sin paraproteina IgM, no habiendo sido encontra-
da hasta la fecha en la macroglobulinemia de Wal-

denstrém'?. Todo ello unido, y pese a la escasez de
los datos, indica que desde el punto de vista genéti-
co, la macroglobulinemia de Waldenstrom es una
entidad biolégica claramente separada de otros
SLP-BS.

Los datos moleculares son también muy escasos,
pero van en la misma linea. El estudio del reordena-
miento de los genes de las inmunoglobulinas ha per-
mitido saber que las células que inician el clon tu-
moral en la macroglobulinemia de Waldenstrom
son linfocitos B que han sufrido el proceso de mu-
tacion somdtica pero que no han sido capaces de
llevar a cabo el proceso de cambio de clase'. Esto
situarfa a la célula clonotipica cerca de la salida del
centro germinal (posfolicular) pero sin haberlo he-
cho de forma completa, ya que el proceso de cam-
bio de clase tiene lugar al final del proceso de madu-
racién folicular. Sin embargo, hay datos recientes
que indican que pese a conservar estas caracteristi-
cas (mutacién somdtica, pre-switched) la célula clo-
nogénica podria provenir de la transformacién de
una subpoblacién linfoide B policlonal extragermi-
nal, rara e inusual'. Es decir, se tratarfa de una cé-
lula que probablemente no haya pasado por el cen-
tro germinal, completando su maduracién de una
forma anémala o diferente a la conocida hasta aho-
ra. Si esto se confirma, la macroglobulinemia de
Waldenstrom dejaria de ser una enfermedad rara y
poco interesante para transformarse en una de las
claves para explicar algunos de los detalles més os-
curos de la diferenciacién linfoide B.

Otra de las caracteristicas etiopatogénicas que ha
contribuido ha reforzar el interés cientifico en la ma-
croglobulinemia de Waldenstrom es la heteroge-
neidad del clon tumoral, que ha permitido aportar
nuevas ideas en el estudio de la patogenia de los tu-
mores linfoides. Asi pues, en la macroglobulinemia
de Waldenstrom podemos encontrar linfocitos B
maduros, linfoplasmocitos y células plasmadticas que
son todos pertenecientes al mismo clon tumoral. De
ello se concluye que la célula clonogénica no ha per-
dido la capacidad de diferenciacién y va madurando
progresivamente. Por otro lado, pese a que la célula
tumoral por excelencia en la macroglobulinemia de
Waldenstrom es el linfocito B, la presencia de un
componente monoclonal IgM obliga a considerar si
la célula plasmadtica, que es la célula productora de
inmunoglobulinas, no tiene un papel mas relevante
en la etiopatogenia de la macroglobulinemia de
Waldenstrom. No obstante, todavia esta pendiente
de dilucidar si el componente M estd producido ex-
clusivamente por las células plasmaéticas o si linfoci-
tos By linfoplasmocitos participan también en su
produccién.

Anatomia patolégica e inmunofenotipo

Como ya hemos comentado antes, el cuadro his-
tolégico de macroglobulinemia de Waldenstrom es
el del LNH linfoplasmocitico'®, similar al del LNH
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linfocitico de célula pequefia (tipo leucemia linfo-
bldstica crénica, LLC), al que se afaden los linfo-
plasmocitos. La infiltracién tumoral debe afectar a
la médula 6sea, aunque también puede afectar a
otros érganos linfoides y regiones extraganglionares.

En el medulograma'® siempre hay infiltracién linfoi-
de (criterio diagndstico), aunque la intensidad es
variable y polimorfa. El aspirado suele ser pobre e in-
cluso seco, por aumento de viscosidad y/o hiper-
plasia reticulinica. La célula caracteristica es el linfo-
plasmocito, que tiene aspecto de linfocito pequefio
con contorno ligeramente triangular, citoplasma es-
caso e hiperbaséfilo y nticleo excéntrico con croma-
tina densa, pero sin distribucién en rueda de carro ni
nucléolo. A veces tienen inclusiones PAS+ citoplas-
mdticas y/o nucleares, denominadas cuerpos de
Russell y Dutcher, respectivamente. La naturaleza
de estas inclusiones es inmunoglobulinica, indican-
do la capacidad secretora de estas células. Junto a
los linfoplasmocitos también puede haber linfoci-
tos maduros y células plasmaticas, que pueden
plantear problemas de diagnéstico diferencial con la
LLC-B y el mieloma muiltiple. Con los criterios pre-
vios al 2.° Wokshop, habia un umbral minimo de in-
filtracidn linfoide para establecer el diagnéstico de
macroglobulinemia de Waldenstrom, que variaba se-
glin los grupos (20-30 %). Sin embargo, el criterio
diagnéstico actual se basa en la presencia de infiltra-
cién medular por linfoma linfoplasmocitico, con pa-
trén predominantemente intertrabecular. Este criterio
exige la préctica de una biopsia ésea que demostrara
la presencia de dicha infiltracién, aunque si existen
dudas, se debe apoyar el diagnéstico con el empleo
del inmunofenotipo o la biologia molecular.

Una caracteristica de la macroglobulinemia de
Waldenstrom a la que recientemente se le esta pres-
tando mucho interés a es a la presencia de mastocitos
en el aspirado y biopsia medulares, que a diferencia
de otras neoplasias linfoides, estdn aumentados en
ndmero en la macroglobulinemia de Waldenstrom,
pero con fenotipo normal’’. Hasta hace poco, el au-
mento de mastocitos era un dato recurrente en la ma-
croglobulinemia de Waldenstrom, pero no se le daba
mucho valor bioldgico o diagndstico. Estudios del
grupo del MD Anderson atin no publicados revelan
que los mastocitos tienen una gran importancia en la
macroglobulinemia de Waldenstrom. Al parecer,
mastocitos y linfoplasmocitos son dos poblaciones
celulares estrechamente relacionadas, ya que en las
mastocitosis también es frecuente encontrar un au-
mento de los linfoplasmocitos. Se ha sugerido que la
clave estaria en la molécula CD40 expresada por los
mastocitos, que resultaria decisiva en la patogenia de
la macroglobulinemia de Waldenstrom.

Desde el punto de vista fenotipico'®, la célula de la
macroglobulinemia de Waldenstrom expresa tanto
antigenos propios del linfocito B (inmunoglobulina
de superficie [Slg], CD19, CD20, CD22) como de
la célula plasmética (CD38, CD9). La Slg mas fre-

cuente es IgM pero, como en la LLC-B, un 60 % de
los casos coexpresan IgD. Sin embargo, se diferen-
cian del linfocito de la LLC-B en que en la macro-
globulinemia de Waldenstréom no forman rosetas
con hematies de ratén y son FMC7*. Ademas, el an-
tigeno CDS5 suele ser negativo (80-95%), y cuando
se expresa el caso suele estar leucemizado. El por-
centaje de células CD30+, CD71+y Ki67+ (antige-
nos de activacién y proliferacién) es escaso, indican-
do una baja tasa proliferativa. Con todos estos
datos, el consenso es que la célula de la macroglo-
bulinemia de Waldenstrom es CD19+, CD20+,
CD22+, CD79+, CD10-, CD23-, CD103-y CD138-,
y aunque suele ser CD5-, su positividad no excluye
una macroglobulinemia de Waldenstrom. En este
sentido, cabe recordar aqui los criterios de diagnds-
tico de la LLC-B, donde cada vez més expertos reco-
noce que para su diagndstico basta la presencia de
una poblacién linfoide B CD19+, CD5+, CD23+,
independientemente de la cifra de linfocitos en san-
gre periférica’®; por tanto, la presencia de una pobla-
cién de este tipo en un paciente con IgM monoclonal
invalidarfa el diagndstico de macroglobulinemia de
Waldenstréom cambidndolo por el de LLC-B. En
cuanto a la posible confusién con el LNH del manto
(CD19+, CD5+, CD23-), cabe destacar las que en el
LNH del manto la presencia de IgM monoclonal es
excepcional, que el cuadro histolégico y clinico es
muy distinto'® y que para diagnosticar un LNH del
manto cada vez se exige mas la presencia de la
t(11;14), facilmente identificable por hibridacién in
situ®®. Por su parte, se sabe que las células plasmati-
cas de la macroglobulinemia de Waldenstrom perte-
necen al mismo clon tumoral, aunque su porcentaje
es pequefio y en ocasiones puede haber también cé-
lulas plasmaticas residuales normales. Su patrén fe-
notipico difiere del de las células plasmdticas tanto
normales como mielomatosas. Generalmente son
CD38+, CD19+ heterogéneas, CD45+, CD56-y
CD138- 0 CD138+ muy débiles, con un CD20+ sélo
en el 50% de los casos, y generalmente débil. Como
es obvio, son Slg positivas, pero a diferencia del mie-
loma multiple, también son Slg positivas (en el 85%
de los casos, frente al 35% en el mieloma multiple)?'.

La biopsia dsea suele mostrar una infiltracién inter-
trabecular, que generalmente es difusa. En la terce-
ra parte de los casos el patrén es nodular, lo que jus-
tifica que no haya infiltracién en los aspirados de
algunos pacientes, hecho favorecido por la frecuen-
te presencia de hiperplasia reticulinica'>'®.

Antes de la era de la citometrfa de flujo, la leucemi-
zacidn se consideraba rara (< 10 % de los casos), pero
dado que es frecuente la presencia una linfocitosis
moderada que, cuando se analiza por anticuerpos
monoclonales o biologia molecular, se ve que es mo-
noclonal, este es un dato que debe ser revisado'’.

Si hay adenopatias biopsiables, |a histologia ganglio-
nar es la del linfoma linfoplasmocitico en Clasificacion de la
OMS'™. El diagnéstico diferencial con el linfoma lin-
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focitico de célula pequena puede ser dificil, en espe-
cial si los linfoplasmocitos son escasos o se tifien
mal. El problema se resuelve si se observan las in-
clusiones PAS+ nucleares o citoplasmadticas que ya
descritas. En este punto conviene recordar que to-
das las macroglobulinemias de Waldenstrém tienen
histologia de LNH linfoplasmocitico pero no todos
los LNH linfoplasmociticos pueden ser diagnostica-
dos de macroglobulinemia de Waldenstrém (sélo el
20-40 % de estos LNH tienen infiltracién medulary
menos del 30 % cursan con componente monoclo-
nal sérico, habitualmente IgM, pero también IgG o
IgA). En la macroglobulinemia de Waldenstrom la
infiltracién por linfocitos maduros y linfoplasmoci-
tos es casi constante en higado y bazo, frecuente en
rifién y rara en otros sitios. No obstante, se ha des-
crito infiltracién en casi cualquier tejido (gastroin-
testinal, piel, pleuropulmonar, neuroldgica, etc.).

Cuadro clinico

La enfermedad generalmente tiene un curso créni-
co, de modo que puede permanecer estable duran-
te mucho tiempo sin sintomas importantes”??%°. En
caso de presentar sintomas, son frecuentes los cons-
titucionales (astenia, anorexia, pérdida de peso) asf
como de tendencia al sangrado incluso desde varios
afios antes del diagndstico. Los casos asintomati-
cos con pocas probabilidades de progresar se suelen
caracterizar por ausencia de anemia (hemoglobina
> 12,5 g/dl) y B2-microglobulina normal, aun te-
niendo un componente monoclonal muy elevado.

Motivo de consulta

El sintoma inicial mas frecuente es astenia progre-
siva, generalmente debida a anemia. También puede
haber manifestaciones hemorrdgicas y neuroldgicas,
asi como adenopatias. Finalmente un 10-20 % de los
casos tienen manifestaciones iniciales inusuales: res-
piratorias, oculares, insuficiencia renal, sintomas cu-
téneos, etc.”?2?°, El diagnéstico también puede ser
casual, al observar un proteinograma con un CM o
una velocidad de sedimentacién globular (VSG) ele-
vada en un estudio realizado por cualquier causa.
Por dltimo, también hay casos de GMSI tipo IgM,
que pueden evolucionar a macroglobulinemia de
Waldenstrom (=10 %).

Caracteristicas clinicas

Los sintomas y signos clinicos pueden clasificarse
seglin se deban al crecimiento tumoral o a la para-
proteinemia IgM, aunque en ocasiones una misma
manifestacién puede tener origen doble.

Manifestaciones clinicas dependientes
del crecimiento tumoral

Dado que el crecimiento es lento, los sintomas
que origina suelen ser leves. Sin embargo, hasta el
50% de los casos tienen un cuadro constitucional
mds o menos evidente (astenia, anorexia, pérdida de

peso)’?°. Ademads, puede haber sintomas por infil-
tracién linfomatosa en diversos érganos.

Médula dsea. Se manifiesta como citopenias. La
anemia esta presente en mas del 50 % de los pacien-
tes, pero no hay que olvidar que puede ser falsa por
hemodilucién secundaria a hipervolemia por hiper-
viscosidad, que puede llegar a reducir el hematocrito
hasta en un 30 %. La neutropenia es poco frecuente
y por lo general leve. En el 20 % de los casos hay
trombopenia, también leve, pero junto a otros me-
canismos puede favorecer didtesis hemorragica.

Organos linfoides. La mitad de los pacientes tiene
adenopatias palpables, generalmente no muy gran-
des. La frecuencia sube a dos tercios si se utilizan
técnicas de imagen (tomografia computarizada
[TC], resonancia magnética [RM]). También hay
esplenomegalia en la mitad de los casos, general-
mente sin hiperesplenismo. La infiltracién periportal
es una constante histolégica pero sélo =35 % de los
pacientes tienen hepatomegalia palpable, general-
mente asintomatica.

Infiltracion extraganglionar. Es frecuente pero sélo en
un 10-20% de los enfermos tiene repercusién clinica.
Las manifestaciones pleuropulmonares son raras, ge-
neralmente como lesiones nodulares asimétricas, de
pequeno tamafio y localizacién basal. La infiltracién
pleural suele ser bilateral y asociada a la parenquima-
tosa, siendo en ocasiones el sintoma clinico inicial. La
infiltracion del parénquima renal es frecuente, pero asin-
tomadtica, traduciéndose como un mero aumento del
volumen renal. Las manifestaciones cutdneas por infiltra-
cion son excepcionales (< 3%) en forma de nédulos o
péapulas en extremidades y cara. La osteoporosis es fre-
cuente, pero probablemente mas debida a la edad
del paciente que a la enfermedad. El dolor dseo es poco
frecuente (< 5%) y las lesiones osteoliticas son muy raras
(< 1%) por lo que su presencia obliga a plantearse el
diagnéstico diferencial con el mieloma miuiltiple IgM.
La infiltracién gastrointestinal también es rara (< 5%) y
requiere un diagnéstico diferencial con otras neopla-
sias, con frecuencia asociadas a la macroglobuline-
mia de Waldenstrom. En cambio, las manifestaciones
neuroldgicas son frecuentes, pero generalmente tienen
un origen central y se deben a hiperviscosidad. La
afectacién meningea cursa con IgM monoclonal en
liquido cefalorraquideo y mientras que la infiltracién
cerebral suele ser multifocal y perivascular, manifes-
tdndose a veces como un proceso expansivo intracra-
neal. La neuropatia periférica es frecuente en la ma-
croglobulinemia de Waldenstrom (25% de los
casos), pero ademas de infiltracién del nervio tam-
bién puede tener otras causas (amiloidosis, activi-
dad anticuerpo de la IgM, lesiones vasculares, etc.).

Manifestaciones clinicas dependientes
de la paraproteina monoclonal

La macroglobulinemia de Waldenstrém tiene ten-
dencia a producir hiperviscosidad debido a que la
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concentracién de la IgM puede ser muy elevada, y a
que su gran tamafo molecular y disposicién penta-
mérica le confieren una gran viscosidad intrinseca.
Ademas, la IgM se une con gran facilidad a otros
componentes sanguineos y tisulares favorecida por
el alto contenido en hidratos de carbono de la IgM
(7 %) -facilita la formacién de complejos y la preci-
pitacién en frio-y por su capacidad funcional como
anticuerpo.

Sindrome de hiperviscosidad. Mas del 70 % de los en-
fermos con macroglobulinemia de Waldenstrom tie-
nen la viscosidad sanguinea elevada. Sin embargo,
las manifestaciones clinicas sélo aparecen cuando la
viscosidad es de 5 a 10 veces superior a la normal
(20-30% de los casos). El sindrome de hiperviscosi-
dad es raro si la IgM es mayor de 3 g/dI, pero no es
constante cuando los niveles son superiores. Parece
haber una susceptibilidad individualizada para cada
paciente, sin que hay una relacién exacta entre tasa
de inmunoglobulina y sintomatologfa.

Las manifestaciones clinicas varian de unos pa-
cientes a otros. Las mds llamativas son las neuroldgi-
cas y oculares, que se deben a trastornos circulatorios
intracerebrales derivados del estasis sanguineo. El
cuadro clinico suele ser progresivo apareciendo ce-
falea, confusién, vértigo, somnolencia, estupor y fi-
nalmente coma, pudiendo aparecer convulsiones. El
cuadro se puede complicar con trombosis o hemo-
rragias intracraneales. Puede aparecer neuropatia
periférica progresiva derivada de oclusiones micro-
vasculares en los vasa nervorum (sindrome de Bing &
Neel). En la retina se observan imagenes de dilata-
cién y restriccién vascular (en ristra de salchichas),
asi como exudados y hemorragias entre otras altera-
ciones. El oido interno también se puede afectar por
trombosis venosas, desarrollandose sordera.

También puede haber manifestaciones cardiacas, ya
que la hiperviscosidad puede precipitar una insufi-
ciencia cardiaca, sobre todo en ancianos. Su pa-
togenia es multifactorial, ya que al aumento de la
resistencia al flujo sanguineo se pueden unir la hi-
pervolemia y la anemia. En caso de transfundir con-
centrados de hematies hay que hacerlo con precau-
cién, ya que se incrementa la viscosidad sanguinea
y ello puede agravar una cardiopatfa previa o incluso
precipitar un episodio de insuficiencia cardiaca aguda.

Finalmente, son frecuentes las manifestaciones hemo-
rrdgicas, debidas al estasis sanguineo capilar, agra-
vadas ademds por factores como trombopenia,
trombopatfa y coagulopatfa.

Crioglobulinemias. EI 10-20 % de los pacientes pre-
sentan una paraproteina con caracteristicas de crio-
globulina monoclonal (tipo I) o mixta monoclonal
y policlonal (tipo I1), pero pocos tienen manifesta-
ciones clinicas. Los sintomas se deben a la criopre-
cipitacién en capilares cutaneos: fenémeno de Ray-
naud, necrosis acra (oreja, nariz, dedos) y purpura
vascular en extremidades inferiores. Con menor fre-
cuencia aparece urticaria, acrocianosis, tlceras su-

pramaleolares y livedo reticularis, y en otros érganos,
artralgias o insuficiencia renal.

Clinica por actividad anticuerpos e interaccion con otras
proteinas®’. Este mecanismo patogénico puede afec-
tar a diferentes érganos y sistemas. En la coagula-
cién puede favorecer la didtesis hemorrdgica por
trastornos de agregacién derivados del recubrimien-
to de las plaquetas por la paraproteina, asi como
por defectos de coagulacién (interaccién entre la
IgM y algunos factores). Las hemorragias pueden ser
de cualquier tipo, pero predominan la purpura pe-
tequial y las hemorragias retinianas y mucosas. La
paraproteina puede tener actividad anticoagulante
lipico, favoreciendo en este caso la trombosis. En
el campo de la inmunohematologia se han descrito
sindromes por aglutininas frias e inmunodeficiencia
por interferir en el sistema del complemento.

Como ya se ha mencionado, puede haber trastor-
nos neurolégicos por este mecanismo. Se ha descrito
hasta un 5-10 % de casos de macroglobulinemia de
Waldenstrom en los que la IgM tiene actividad anti-
cuerpo anti-MAG (glucoproteina asociada a mieli-
na), que puede provocar polineuropatia periférica
desmielinizante. Este mecanismo, unido a otros hace
que la prevalencia de neuropatia periférica en la macro-
globulinemia de Waldenstrom sea de hasta un 25%.

La insuficiencia renal y la amiloidosis son raras, asf
como las alteraciones articulares, poliartralgias son
raras, pese a que el factor reumatoide es frecuente
(=30% de los casos). Finalmente, se han descrito ca-
sos ocasionales de edema angioneurdtico (actividad
anticuerpo antiinhibidor de la fraccién C1s del com-
plemento), malabsorcion (depdsito de IgM en intesti-
no delgado) y lesiones papulosas nodulares (depésito in-
tradérmico de IgM).

Datos biolégicos y exploraciones
complementarias

Hematologia

El 60-70 % de los enfermos tienen anemia normo-
citica con escasa respuesta reticulocitaria, aunque
puede haber mecanismos periféricos (sangrado, aglu-
tininas frias o hemodilucién). Los leucocitos son nor-
males, pero hay linfocitosis moderada (> 4.10%/1) en
un tercio de los pacientes y no es infrecuente la neu-
tropenia leve. Hay trombopenia en menos del 20% de
los casos, generalmente de mecanismo central. En el
frotis son caracteristicos los hematies en pilas de mo-
nedas (fenémeno de rouleaux) por la paraproteinemia
y pueden observarse linfoplasmocitos'®.

También hay trastornos de la funcién plaquetaria
(tiempo de hemorragia alargado, retraccién de coa-
gulo alterada) pudiendo acompariarse de los déficit
de diversos factores.

Estudios proteicos
Las proteinas totales estdn aumentadas por la pa-
raproteina IgM, con aceleracién de la VSG. La elec-
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troforesis pone de manifiesto la existencia de una
banda monoclonal cuya identificacién se hara por
inmunoelectroforesis o inmunofijacién. La cuantifi-
cacién nefelométrica de IgM puede discrepar de la
medicién de medida por electroforesis debido a
errores de dilucién. En este caso es mas fiable la
cuantificacién mediante electroforesis. Las inmuno-
globulinas policlonales (IgG e IgA) suelen ser nor-
males, pero pueden estar bajas o mas raramente, al-
tas. Ocasionalmente (5 %) puede observarse un pico
monoclonal doble (por la presencia de un segundo
componente monoclonal IgM o de otro tipo: 1gG,
IgA, IgE o cadenas 7). En la tercera parte de los en-
fermos hay proteinuria de Bence-Jones, en general
escasa (< 2 g/24 h). Ademas, la IgM puede com-
portarse crioglobulina (20-30 %), piroglobulina (a
50-60 °C precipita de forma irreversible) o como
aglutinina fria (contra los grupos sanguineos li).
Puede dar pruebas cruzadas positivas por unién
inespecifica de la IgM a los hematfes.

Aspirado y/o biopsia de médula dsea

Aln en pacientes ancianos, su realizacién es im-
prescindible ya que es criterio diagndstico de macro-
globulinemia de Waldenstrom. Ya hemos comenta-
do que sus hallazgos caracteristicos son infiltracién
linfoide polimorfa (linfoplasmocitos, linfocitos y
plasmocitos maduros), pero monoclonal, presencia
de mastocitos y fibrosis reticulinica.

Exploraciones complementarias

En ocasiones pueden ser necesarias exploraciones
complementarias como la biopsia ganglionar, estudio
de fondo de ojo, estudio de amiloide, electromiograma,
biopsia del nervio sural, etc., que arrojardn resultados
compatibles con infiltracién tumoral o acumulacién
de inmunoglobulina monoclonal.

Diagnéstico diferencial

Como ya hemos comentado, el diagnéstico de ma-
croglobulinemia de Waldenstrom se apoya en la pre-
sencia de una componente M sérico IgM e infiltra-
cién medular linfoide. El diagndstico diferencial mas
dificil se plantea con la LLC-B y el linfoma con com-
ponente monoclonal IgM asociado. El estudio in-
munofenotipico es imprescindible para distinguir
la LLC-B, mientras que el LNH se distinguira por la
biopsia ganglionar, y si se trata de un linfoplasmo-
citico, por la presencia o no de la IgM y la presencia
o no de la infiltracién medular.

Dadas las implicaciones que tiene en la practica
clinica, el mayor problema es la distincién entre ma-
croglobulinemia de Waldenstrom y GMSI tipo IgM.
Esta dltima se caracteriza por la presencia asintomé-
tica de componente monoclonal IgM con ausencia
de infiltracién medular. Este tltimo aspecto es la
Unica diferencia con la macroglobulinemia de Wal-
denstrom asintomdtica, que no obstante puede te-
ner un comportamiento semejante al de la GMSI.

Seglin datos del grupo esparfiol de macroglobuline-
mia de Waldenstrom, los casos de macroglobuline-
mia de Waldenstrom asintomdtica con poca proba-
bilidad de progresar son los que tienen una
hemoglobina (Hb) = 12,5 g/dl y una 3,-microglo-
bulina normal; mas de la mitad de ellos no precisara
tratamiento a lo largo de 6 afios de evolucién; por el
contrario, casi todos los demads pacientes suelen ne-
cesitar tratamiento antes de transcurrir un afio des-
de el diagnéstico”-%.

Finalmente, hay otras dos entidades que deben ser
tenidas en cuenta en el diagndstico diferencial, que
son la enfermedad de cadenas pesadas . o de enfer-
medad de Franklin (mas préxima a LLC-B) y el mie-
loma IgM. En la enfermedad de cadenas , la IgM
carece de cadenas ligeras® y en el mieloma malti-
ple*? IgM hay infiltracién medular por células plas-
mdticas y lesiones osteoliticas, lo que facilita del
diagnéstico definitivo.

Tratamiento

Indicacién de tratamiento

Una de las 4reas de debate que mayor controver-
sia ha desatado hasta la fecha en la macroglobuline-
mia de Waldenstrom ha sido la decisién de cuando
empezar a tratar a los pacientes. En muchas ocasio-
nes se ha valorado la posibilidad de iniciar un trata-
miento precoz con la esperanza de que pudiera ofre-
cer mejores resultados. Por otro lado, hay casos en
los que la paraproteina aumenta progresivamente
hasta niveles muy elevados en los que no es raro caer
en la tentacidén de tratar pacientes asintomaticos ba-
sandose sélo en el criterio de excesivo componen-
te M. Sin embargo, en la actualidad se ha llegado al
consenso de que los pacientes con macroglobuline-
mia asintomdtica o smoldering deben ser identifica-
dos y mantenidos sin tratamiento, ya que permane-
cen estables durante muchos afios. Esto ya fue
advertido por el propio Jan Waldenstrom con su
méxima “let well alone”, enfatizando que nunca se
debe tratar a un paciente con el objetivo de norma-
lizar los valores de laboratorio, sino que se debia es-
cuchar al paciente y llevar a cabo una exploracién
fisica cuidadosa. Por todo, el segundo panel de con-
senso en macroglobulinemia de Waldenstrom del 2.°
Workshop Internacional de macroglobulinemia de Wal-
denstrom*" recomienda iniciar el tratamiento en pa-
cientes en los que se demuestra una Hb = 10 g/d|I
y/o plaquetas inferior a 100 x 10%/I atribuibles a la
enfermedad, presencia de adenopatias bulky, orga-
nomegalias sintomaticas o cualquier sintomatologia
lo suficientemente seria como para justificar el tra-
tamiento, incluyendo fiebre recurrente, sudoracién
nocturna, pérdida de peso, fatiga, o manifestaciones
asociadas a macroglobulinemia de Waldenstrom
como hiperviscosidad, neuropatia sintomdtica, ne-
fropatia, amiloidosis, crioglobulinemia o transfor-
macién de la enfermedad (a formas agresivas). Si no
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se dan estas circunstancias la abstencién terapéuti-
ca vigilada es lo mas razonable.

En el seguimiento también se dan algunas reco-
mendaciones. Asi, se considera razonable ver a los
pacientes cada 3 a 6 meses. Si el diagndstico es de
GMSI IgM, los niveles de IgM deben ser vueltos a
evaluar a los 3 meses y si se demuestra su estabili-
dad, se puede reducir la frecuencia de las revisiones
a una vez cada afo.

Tratamiento de primera linea

Hasta hace poco tiempo, el tratamiento de prime-
ra eleccién era un agente alquilante. Sin embargo, y
pese a que no hay ninguna demostracién de que las
nuevas terapéuticas son mas eficaces (en supervi-
vencia global y libre de progresién), el tercer panel
de consenso del 2.° Workshop Internacional de macro-
globulinemia de Waldenstrom? acordé que en la ac-
tualidad se deben considerar como razonable el ad-
ministrar como primera linea de tratamiento hasta
tres tipos distintos de estrategia: agente alquilante,
analogos de los nucledsidos y el AcMo Rituximab.
Ademds, lo expertos consideraron que no hay nin-
guna base para considerar un tratamiento mejor
que otro, pero que en pacientes jévenes y posibles
candidatos a tratamiento con altas dosis de quimio-
terapia y rescate con células progenitoras autélogas,
el tratamiento debe ser bien evaluado, tratando de

limitar al méximo el empleo de alquilantes y andlo-
gos de las purinas. Asimismo, los expertos no se ol-
vidan de recomendar la inclusién de este tipo de pa-
cientes en ensayos clinicos controlados.

Antes de comentar estas tres lineas de tratamien-
to, es necesario hacer algiin comentario. En primer
lugar, no debemos olvidar que el tratamiento mds
barato es el alquilante. Por ello, en ausencia de en-
sayo clinico, parece que es el mas recomendable.
Ademas, los andlogos de las purinas han demostra-
do su eficacia como segunda linea, sin que se sepa
como funcionan los alquilantes en este caso, por lo
que este argumento también apoya la utilizacién de
los analogos de las purinas farmacos como segun-
da linea. Finalmente, los datos que hay sobre anti-
CD20 son todavia escasos, con series de pocos pa-
cientes y esquemas heterogéneos, por lo que su
verdadera utilidad en primera linea puede ser puesta
en cuestidon, maxime si tenemos en cuenta su mayor
precio.

Agentes alquilantes

Tanto el clorambucilo, como la ciclofosfamida y el
melfaldn, solos o en combinacién con prednisona
han demostrado su eficacia a lo largo del tiempo. El
farmaco mas utilizado ha sido el clorambucilo en
monoterapia continua o ciclica, sin prednisona o
con ella (tabla 3)73%3%. La asociacién de esteroides

Tabla 3. Esquemas de uso de los principales firmacos activos en macroglobulinemia de Waldenstrom

Fdrmaco Dosis Via Dias
Clorambucilo
Monoterapia LEUK 0,1 mg/kg/dia Oral Continuo (6-12 meses)
LEUK 0,3 mg/kg/dia Oral 7 dias cada 6 semanas
LEUK 40 mg/m?/dia Oral 1 dia cada 28 dias
LEUK 0,4 mg/kg/dia Oral 2 dias cada 2 semanas
Con prednisona LEUK 12 mg/m?/dfa
PDN 30 mg/m?/dia Oral 7 dias de cada 28 dias
LEUK 0,4 mg/kg/dfa
PDN 60 mg/m?/dia Oral 5-6, cada 2 semanas
1-4, cada 2 semanas
Melfalén y prednisona MF 9 mg/m?/dia Oral 1-4, cada 28 dias
PDN 60 mg/m?/dia
Ciclofosfamida CTX 50 mg/dia Oral Continuo
CTX 150 mg/dia Oral 7 dias cada 2-4 semanas
Fludarabina FLD 30 mg/m?/dia v 5 dias cada 4 semanas
FLD 50 mg/m?/dia Oral 5 dias cada 4 semanas
2-cloro-desoxi-adenosina 2CdA 0,12 mg/m?/dia \% 5 dias, 1-2 cursos (6 sem)
2CdA 0,10 mg/m?/dfa v
PDN 60 mg/m?/dia Oral 7 dias, 1-2 cursos (6 sem)
2CdA 1,5 mg/m?/8 h sC
CTX 40 mg/m?/12 h Oral 7 dias, 1-2 cursos (6 sem)
Anti-CD20 Rituximab 375 mg/m?/dia v Cada 7 dias, 4 semanas

IV: intravenosa.
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no ha demostrado ningln beneficio, excepto en los
casos con anemia hemolitica o con crioglobulinas o
crioaglutininas®®. En Espafia el régimen que més se
ha utilizado es el que disefié el grupo PETHEMA
para el tratamiento de la LLC. Con estos esquemas o
alglin otro semejante, las dos terceras partes de los
pacientes responden al tratamiento en 6 meses (se
han publicado tasas del 68 al 100 %). En el estudio
espafiol, el 71 % de los pacientes tratados con esta
férmula alcanzé algin grado respuesta (completa,
parcial o menor). La duracién de la respuesta es va-
riable -de pocos meses a 6 u 8 afios- con una me-
diana en torno a los 4 afios y un 43 % de pacientes li-
bres de progresién a los 5 afos (28 % a los 10 afos).
Ninguna de las pautas de clorambucilo parece supe-
rior, algo observado incluso en estudios aleatorizados
como el llevado a cabo en la clinica Mayo, en el que
se compard una pauta continua con otra intermiten-
te. En pacientes con intolerancia al clorambucilo, se
puede sustituir por ciclofosfamida (50-150 mg/dfa).

Andlogos de las purinas

A pesar de |a eficacia de los alquilantes y de que no
hay ninguna prueba definitiva de que haya algtin otro
fdrmaco superior, cada vez se tiende mds a conside-
rar a los andlogos de las purinas como tratamiento
de primera eleccién en la macroglobulinemia de Wal-
denstrom. Ello se base en la eficacia que han mostra-
do en pacientes refractarios donde se consigue un
40-60% de respuestas en pacientes que habian reci-
bido tratamiento previo con alquilantes®>.

Con fludarabina la tasa de respuestas es muy va-
riable, desde el 38 al 100 %3>3°, si bien esto depen-
de tanto de los criterios de inclusién de los pacientes
como de los de evaluacién de la respuesta al trata-
miento, y aunque se empiezan a proporcionar casos
de remisién completa, su tasa es muy baja (3-5%).
Los resultados con 2-CdA parecen ser ligeramente
superiores a primera vista?®%%. Asi, en primera linea
la tasa de respuestas es del 85-95% (12 % comple-
tas) dependiendo del régimen y las drogas acompa-
fiantes (sola, prednisona, ciclofosfamida, anti-CD20)
con la ventaja afiadida de que precisa un menor nu-
mero de cursos (en torno a 2) y que su toxicidad es
tolerable (descenso de CD4+, algunos casos de in-
fecciones virales). Ademds, en caso de recaida, la
mayoria de los pacientes vuelve a responder.

Hay que recalcar que la respuesta suele ser mucho
mas rapida con estos farmacos que con los alquilan-
tes, por lo que se ha propuesto su utilizacién prefe-
rente en los casos con mucha masa tumoral o muy
sintomaticos (hiperviscosidad, pancitopenia o neuro-
patia periférica)®?. Sin embargo también se han des-
crito casos con repuesta tardia, hasta 12 meses tras el
inicio del tratamiento.

Anticuerpos monoclonales
Con rituximab los estudios son relativamente es-
casos en primera linea. El grupo Griego ha publica-

do en una serie de 17 pacientes tratados con anti-
CD20, alcanzando respuesta parcial en el 35% de
los casos y enfermedad estable en el 47 %*. Casi al
mismo tiempo se publicé una ampliacién de dicha
serie con 27 pacientes tratados, con una tasa de res-
puestas similar®’. Por su parte, el grupo de la clinica
Mayo ha comunicado un excelente 94 % de respues-
tas globales (18 % completas) en pacientes tratados
con una combinacién de 2-CdA, ciclofosfamida y ri-
tuximab?®. Un detalle importante con respecto al
tratamiento con anti-CD20 es que durante su uso se
pueden producir incrementos abruptos pero transi-
torios en el nivel de IgM, que tienen el riesgo de pro-
ducir hiperviscosidad?®2.

Finalmente, cabe repetir que no hay datos sufi-
cientes para afirmar que una de estas estrategias es
mejor que la otra. Ademas, cabe decir que tampoco
hay datos suficientes para defender que alguno de
los dos andlogos de las purinas sea mejor y que las
combinaciones de varios farmacos de los antes des-
critos pueden ser utilizadas sélo en el contexto de
ensayos clinicos controlados.

Tratamiento de segunda linea o posterior

En pacientes en recaida o con enfermedad refracta-
ria es razonable utilizar una de las estrategias de pri-
mera linea alternativa a la ya utilizada. En caso de re-
caidas después de respuestas duraderas (mds de un
afo) la reutilizacién de la misma linea empleada al
principio también es razonable. De nuevo conviene
repetir que si se contempla el uso de dosis altas de
quimioterapia y rescate con trasplante autélogo, se
debe minimizar la exposicidn a alquilantes y andlo-
gos de las purinas. En pacientes refractarios a un
analogo de las purinas suele haber resistencia cru-
zada al otro, aunque se han documentado casos de
respuesta®?.

El empleo de combinaciones de poliquimioterapia
no parece recomendable en primera linea, pero si po-
drian estar indicados regimenes como CVP, CHOP,
CAP, M2 yVAD en pacientes refractarios a tratamien-
to inicial si los pacientes pueden tolerar tal tipo de
tratamientos®?*%4%. Hay algunas publicaciones con
buenos resultados utilizando talidomida sola® o en
combinacién con dexametasona y/o claritromicina®',
y ya hay también algunos datos esperanzadores con
andlogos de la talidomida como el REVIMID®2. Tam-
bién hay publicaciones anecdéticas de respuestas a
dosis altas de dexametasona o a interferén alfa’?.

Aligual que en otras enfermedades hematoldgi-
cas, en algunos enfermos jévenes y refractarios a
otros tratamientos también se han ensayado las do-
sis altas de quimioterapia seguidas de trasplante de
progenitores hematopoyéticos tanto autélogos
como alogénicos®~%. Sin embargo, esta informa-
cién se restringe a la publicacién de casos aislados
o series con menos de 10 casos. En el 2.° Wokshop
internacional de Atenas se recopilaron 6 series con
24 casos hubo 9 respuestas completas (RC) y
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14 respuestas parciales (RP), pero hay una selec-
cién evidente®®. De hecho, no hay datos a largo pla-
zo de 5 casos, y de los 19 restantes sélo se puede
concluir que 15 estaban vivos entre 5 meses y
11 afios. En cuanto a 6 pacientes sometidos a tras-
plante alogénico, hubo 2 muertes precoces y un fallo
de injerto. Los tres restantes obtuvieron dos RP
y una RC. El grupo francés dispone de una serie
mds homogénea®*, con 19 trasplantes autélogos y
10 alogénicos, casi todos con acondicionamiento
de intensidad reducida. Dentro de los autélogos
se contabilizé un 95 % de respuestas globales, in-
cluyendo un 55 % de respuestas mayoresy 12 pa-
cientes largo supervivientes. En los alogénicos la
respuesta global fue del 80 % con un 70 % de res-
puestas mayores, pero con una mortalidad relacio-
nada con el procedimiento del 40 %.

Por Ultimo, se estan ensayando nuevos farmacos
muy prometedores, tales como analogos de la tali-
domida (REVIMID, ACTIMID)®?, anticuerpos mono-
clonales sencillos o marcados con isétopos radioac-
tivos (alemtuzumab, anti-CD22, Zevalin®)3%%7,
oligonucleétidos antisentido (para BCL-2)%%, borte-
zomib,* etc., que tienen un gran potencial en la ma-
croglobulinemia de Waldenstrom.

Tratamiento de soporte

En los pacientes que presentan sintomas de hi-
perviscosidad, el tratamiento de eleccién es la plas-
maféresis precoz, que es muy eficaz dado que la IgM
es mayoritariamente intravascular. Las plasmaféresis
deben ser diarias hasta que desaparezca la sintoma-
tologia, y después deben repetirse cada 1 o 2 sema-
nas. Al mismo tiempo, se debe iniciar tratamiento ci-
tostdtico para reducir la produccién de IgM. En
algunos enfermos la plasmaféresis puede estar indi-
cada durante bastante tiempo, incluso indefinida-
mente si la quimioterapia no es eficaz y se mantiene
clinica de hiperviscosidad®?.

Otras medidas de soporte incluyen el empleo de
factores de crecimiento (G-CSF [factor estimulante
de colonias de granulocitos], agentes eritropoyéti-
cos, transfusiones) en caso de citopenias sintomati-
cas, asi como el empleo de antibidticos, analgésicos,
farmacos de accién central, etc., en caso necesario.

Criterios de respuesta

La respuesta al tratamiento fue otro de los pun-
tos de consenso mas relevantes del 2.° Workshop In-
ternacional de macroglobulinemia de Waldenstrom®®, ya
que hasta la fecha habia sido otro de los principales
puntos de desencuentro entre los diferentes grupos,
no sélo en los criterios de respuesta sino también
en cuanto a los métodos para determinarla. En el
consenso alcanzado no sélo se consiguié acordar
unos criterios concretos para definir la respuesta,
sino que ademas se dieron varias recomendaciones
para determinarla. Asi pues, se recomendé usar la
electroforesis mejor que la nefelometria para medir

la proteina monoclonal, incluir la TC como necesa-
ria para definir la respuesta (no asi la RM o la tomo-
graffa por emisién de positrones [PET]), etc. Asi mis-
mo, se considerd que, a diferencia de las leucemias
agudas, no es necesario el requisito de la recupera-
cién hematoldgica en la definicién de la respuesta al
tratamiento, dado que la presencia de una o varias
citopenias puede estar relacionada con muchos me-
canismos y no sélo la presencia de la macroglobuli-
nemia de Waldenstrom.
En cuanto a la respuesta quedé definida como:

Respuesta completa (RC). Desaparicién del compo-
nente monoclonal en suero y en orina determinado
por inmunofijacién, resolucién de adenopatias y or-
ganomegalias, desaparicién de signos y sintomas
atribuibles a la macroglobulinemia de Waldenstrom
(fiebre no explicada = 38,4 °C, sudoracién noctur-
na, pérdida de peso = 10 % del total corporal, hi-
perviscosidad o crioglobulinemia sintomdtica) y au-
sencia de células malignas mediante evaluacién
histoldgica de la médula 6sea. Se debe confirmar a
las 6 semanas.

Respuesta parcial (RP). Reduccién del componente
monoclonal sérico en 50% o mas medido con elec-
troforesis y reduccién en 50 % o mds de las organo-
megalias y adenopatias medido por TC, sin apari-
cién de sintomas o signos nuevos.

No evaluable (NE). Datos o tiempo transcurrido in-
suficientes como para determinar la respuesta.

Enfermedad progresiva (EP). Incremento del compo-
nente M en suero superior al 25% del nivel més bajo
alcanzado en la respuesta (medido por electrofore-
sis) confirmado al menos en otra investigacién pos-
terior, o progresién clinicamente significativa de los
signos y sintomas relacionados.

Recaida tras RC. Reaparicién del componente mo-
noclonal sérico determinado por inmunofijacién,
confirmado por al menos otra investigacién, o pro-
gresién de sintomas atribuibles a la macroglobuline-
mia de Waldenstrom o aparicién de nuevos. El gru-
po también acordé puntualizar que en estos casos,
recaida no equivale a necesidad de reiniciar el trata-
miento. En este punto conviene recordar los criterios
establecidos antes para iniciar el tratamiento.

Evolucién y pronéstico

La evolucién de la macroglobulinemia de Wal-
denstrom varia, desde casos que permanecen esta-
bles durante afos a otros con comportamiento cli-
nico agresivo y supervivencia superior a un afio. En
general, la macroglobulinemia de Waldenstrom tie-
ne un curso crénico pero progresivo (salvo casos
raros de remisiones espontdneas, duraderas o tem-
porales, coincidiendo con procesos infecciosos).
Muchas variables pueden actuar como factores pro-
ndsticos, siendo las mds importantes la presencia de
enfermedad sintomdtica, edad avanzada, anemia y
o niveles elevados de 3:M, que confieren un pronds-
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tico adverso a la supervivencia”?*2?831.61.62 por otro

lado, el pronéstico también es mejor en los pacien-
tes que responden al tratamiento, siendo la respues-
ta mds prolongada en los enfermos tratados con
clorambucilo respecto a COP y en los de edad infe-
rior a 65 afios o con ausencia de sintomas B al diag-
néstico.

Hasta hace poco se crefa que las causas de muer-
te mds frecuentes eran las relacionadas con la pro-
gresién de la enfermedad (hiperviscosidad, he-
morragia, anemia hemolitica, etc.) y los procesos
infecciosos. Sin embargo, estudios recientes®?%* in-
dican que la tercera parte de los pacientes fallecen a
consecuencia del desarrollo de otras neoplasias, en-
tre las que destacan el cdncer de pulmén (la cuarta
parte de todas las neoplasias de estos pacientes),
sindrome mielodisplasico y cancer de colon. Inicial-
mente se crefa que la aparicién de estas neoplasias
era mds frecuente en pacientes que habian recibido
mucho tratamiento, pero esto no estd tan claro. Por
ultimo, es frecuente la transformacién a linfoma de
inmunoblastos (6 % de todas las muertes, 19 % de
los casos de segundas neoplasias), que generalmen-
te se acompafia de aumento de las masas tumora-
les linfoides y disminucién del CM sérico.
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ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL. SIGNIFICADO
DE LA REMISION EN ENFERMEDADES

ONCOHEMATOLOGICAS

J.F. ToMAs, A. ROMAN, D. SUBIRA, E. VIZCARRA, P. LLAMAS Y J. FERNANDEZ DE VELASCO

Servicio de Hematologia. Fundacién Jiménez Diaz. Madrid.

Introduccién

El concepto de enfermedad minima residual
(EMR) es consecuencia de los limites de nuestra de-
finicién actual del estado de remisién completa que
empleamos en la evaluacién tras la terapéutica de
las enfermedades oncohematoldgicas. La definicién
de remisién completa cldsica es critica en la evalua-
ciény el disefio de las distintas estrategias terapéuti-
cas empleadas en el tratamiento de pacientes con
leucemia y linfoma y viene determinada por la au-
sencia de células detectables por morfologia o en el
caso de las leucemias agudas la presencia de < 5%
de elementos de aspecto blastico. Casi todas las
grandes series clinicas y la evaluacién de la eficacia
de los principales tratamientos de rutina empleados
en la actualidad se basan en protocolos de actua-
cién disefiados sobre esta definicién.

La incorporacién en las dos tltimas décadas de
métodos de diagndstico mds precisos y objetivos
que la morfologfa, como la citogenética, la citome-
tria de flujo y las técnicas de biologia molecular han
permitido poner de manifiesto una gran variabilidad
de estados de enfermedad mesurable por los ante-
riores métodos en los pacientes con recuperacién
completa morfoldgica, con masas tumorales resi-
duales que oscilan entre 0y 10"° células leucémicas.
Pero lo més relevante ha sido que algunos estudios
han demostrado de forma incontestable que la pre-
sencia de esa enfermedad residual por encima de
un nivel predice de forma muy certera la probabili-
dad de recidiva.

Teniendo en cuenta que de la presencia de EMR
pueden derivar decisiones terapéuticas agresivasy
que un sobretratamiento de los pacientes es a to-
das luces inaceptable, la seguridad que nos ofrezcan
los resultados en la evaluacién de la EMR es manda-
torio. Es mas si estos criterios resultan clinicamente
relevantes y técnicamente reproducibles se impon-
dran como estandares en la definicién de las res-
puestas al tratamiento y como sucede hoy en la
leucemia aguda promielocitica o en la leucemia mie-
loide crénica (LMC) serdn parte de nuestro queha-
cer diario.

Las propiedades que debe reunir una técnica para
la deteccién de EMR son: a) especificidad (capaci-
dad de distinguir las células malignas de las norma-

les, evitando asf falsos positivos o negativos; b) sen-
sibilidad (limite de deteccidn); ¢) reproducibilidad
(facilidad de estandarizacién entre diferentes labo-
ratorios); d) sencillez técnica; e) Correlacién clinica,
y f) coste ajustado.

En la actualidad las técnicas que empleamos fun-
damentalmente son: a) citometrfa de flujo; b) cito-
genética convencional e hibridacién in situ con fluo-
rescencia (FISH), y ¢) técnicas de biologia molecular.

Aplicacién de la citometria de flujo
en la evaluacién de la EMR

Su aplicacién es especialmente (til en la evalua-
cién y seguimiento de las leucemias agudas, las leu-
cemias linfoides crénicas y algunos otros sindromes
linfoproliferativos con infiltracién medular o ex-
presién en sangre periférica. La evaluacién mediante
citometria de flujo de aneuploidias en el ADN (con-
tenido global de ADN) se ha demostrado especial-
mente Util en el mieloma mdltiple y algunas leuce-
mias agudas.

La determinacién mediante métodos inmunoldgi-
cos de fenotipos propios de la poblacién leucémi-
ca, su persistencia en la recidiva y la presencia de fe-
notipos aberrantes son de enorme utilidad en la
evaluacién de la EMR. Sin embargo debemos partir
de la idea de que las células leucémicas, salvo raras
excepciones, no presentan antigenos especificos de
que permitan diferenciarlas de las células normales.
Lo que sucede es que las célula leucémicas presen-
tan fenotipos que o bien estdn escasamente repre-
sentados en sujetos normales o son indetectables en
las células normales y que denominamos fenotipos
leucémicos. Estos fenotipos leucémicos suelen ca-
racterizarse por la coexpresién en una misma célula
de antigenos asociados a dos lineas celulares, la pre-
sencia de asincronismos madurativos e incluso alte-
raciones en la cantidad del antigeno expresado, o la
localizacién aberrante de fenotipos restringidos a
ciertos tejidos.

La sensibilidad de este método se ha calculado me-
diante estudios de dilucién de células leucémicas en
médulas éseas normales entre 10y 1075, esto es, una
célula leucémica por cada 10.000-100.000 células.

En las tablas 1, 2 y 3 se muestran algunas de las
combinaciones de fenotipos utilizadas en el segui-
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miento de leucemias agudas y sindromes linfoproli-
ferativos crénicos.

Desde un punto de vista clinico la evaluacién de la
EMR mediante citometria en las leucemias agudas
se ha llevado a cabo en distintos momentos del tra-
tamiento: tras la induccidn, al finalizar la quimiote-
rapia, en los productos de aféresis para trasplante,
en el seguimiento o sencillamente en la evaluacién
de cualquier sospecha clinica de recidiva. Adn esta
por definir su valor en cada una de estas situaciones
si bien muchos estudios han demostrado su valor
predictivo de recaida.

Aplicacién de la citogenética convencional
y FISH en la evaluacién de la EMR

La realizacién de un estudio citogenético conven-
cional es mandatorio en la evaluacién después del
tratamiento en todos los pacientes con neoplasias
hematoldgicas que presentaban alteraciones al diag-
ndstico. Aunque su sensibilidad es inferior a todas
las otras técnicas que estamos revisando, se estima
en una célula leucémica cada 20 normales, esto es,
similar a la morfologia, un 5%, la especificidad de
algunas alteraciones genéticas como marcadores
leucémicos es relevante. Otras limitaciones son la
restriccion del andlisis a células en metafase, el cul-
tivo puede seleccionar otras poblaciones celulares
no representativas del tumor, y que bajo algunos
tratamientos no se consiguen suficientes metafases
para analizar. No obstante, como hemos indicado
con anterioridad, continua siendo un estudio obli-
gado en la evaluacién de la EMR.

La hibridacidn in situ es una técnica que permite
localizar secuencias especificas de ADN no sélo en
cromosomas en metafase sino también en nucleos
en interfase, sin precisar que las células se dividan, lo
que la hace especialmente dtil en neoplasias con
baja actividad proliferativa como los sindromes lin-
foproliferativos crénicos y el mieloma muiltiple. Su
sensibilidad oscila con el tipo de sonda y la altera-
cién que queremos detectar. Asi la sensibilidad con
sondas centroméricas en el estudio de trisomias es
del 1%, aunque pueden alcanzar 10*y 10 cuando
coexisten dos o tres trisomias, al multiplicarse los
puntos de sefial en una misma célula. Pero sin duda
es la deteccién de traslocaciones cromosdémicas es-
pecificas que utilizan sondas que comprenden los
fragmentos de ADN de los genes implicados en las
mismas como bcr-abl, pml-rara, c-myc/Ig\, las mas
utilizadas en la actualidad. Su sensibilidad en estu-
dio de células en interfase, la situacién més comun,
es baja (107).

Aplicacién de la biologia molecular
en la evaluacién de la EMR

Aunque inicialmente se utilizé la técnica del Sout-
hern blot en la evaluacién molecular de la EMR, su
baja sensibilidad, 4-5%, no permite considerarla
una técnica util para estos estudios. Las técnicas de

Tabla 1. Frecuencia de fenotipos aberrantes en LMA

51

Aberrant phenotypes Number of cases

Cross-lineage infidelity, 37 of 126 (29 %)
CD2
CD7
CD19
CD20
CDS5

Antigen overexpression, 26 of 126 (21 %)
CD33*"*
CD34
CD13
CD117
CD15°
HLA DR

Abnormal light scatter, 22 of 126 (17 %)

High FSC/SSC
CD2
CD34
CcD7
CD117
CD19
CD20

Low FSC/SSC
CD13*
CD33?
CD15

Asynchronous antigen expression,
980f 126 (78 %)
CD34* HLA-DR™ CD33*
CD34* CDs56*
CD34* CD11b*
CD34" CD33*"
CD34* CD14*
CD34* CD117* HLA-DR
CD34*CD117-CD15*
CD34* CD33~ CD13* HLA-DR*
CD34* CD33" CD13* HLA-DR"
CD34* CD33” CD117* HLA-DR*
CD117* CD33" HLA-DR™
CD117* CD34- CD15°
CD117+*CD11b*
CD117* CD33* CD34~ CD15*
CD117* DR CD15*
CD117* DR CD15™
CD117* DR* CD33* CD34~
CD33*" HLA-DR™ CD34° CD15- CD14"
CD33-CD13*
CD33*CD13"
CD33* HLA-DR* CD4* CD45¢m
CD33* HLA-DR* CD15 CD14“
CD33* CD45d CD34 CD15°°
CD33* HLA-DR* CD56* CD13*

26 (21)

11(9)
3(2)
1(0,8)
1(0,8)

14.(11)

11(9)
3(2)
1(0,8)
1(0,8)
1(0,8)

4(2,6)
4(2,6)
4(2,6)
2(1,5)
2(1,5)
1(0,8)

3(2)
1(0,8)
1(0,8)

“ Overexpression of CD15 in nongranulocytic lineage.
b Basophilic lineage.

¢ Mast cells express this phenotype with a higher expression of CD117.

 Dendritic cells.

¢ Basophilic lineage.

LMA: leucemia mielobldstica aguda.

Tomada de San Miguel et al, Blood 2001;98:1746-51.
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Tabla 2. Fenotipos aberrantes en LMA: frecuencia y significado clinico jjojo no se ve tabla picada-formato no texto!!

FAB classification
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Total

(n=1) (n=7) (n=8) (n=4) (n=5) (n=6) (n=1) (n=2) (n=35)
Aberrant phenotypes N N N N N N N N N (%)
CD2 0 1 0 0 1 2 0 0 4(11,4)
CD7 1 2 1 0 2 2 0 1 9(25,7)
CD10 0 1 0 0 0 0 0 0 1(2,8)
CD19 0 0 3 0 0 0 0 0 3(8,6)
CD117 CD34 CD15 0 4 3 0 4 2 0 0 13 (38,2)
CD117 CD34 CD65 0 2 2 0 4 2 0 0 10 (29,4)
CD117 CD34 CD11c 0 3 3 0 4 2 1 2 15 (44,1)
CD117 CD34 CD14 0 0 0 0 1 2 0 0 3(8,8)
CD117 CD34 CD15 0 0 1 3 1 1 0 0 6 (17,6)
CD117 CD34 CDSS 0 0 2 3 0 0 0 0 5(14,7)
CD117 CD34 CD11c¢ 0 2 2 0 1 1 0 0 6(17,6)
CD117 CD34 CD14* 0 0 1 0 1 1 0 0 3(8,8)
CD117 CD34 CD15 0 0 0 0 0 2 0 0 2(5,9)
CD117 CD34 CD65 0 0 0 0 0 2 0 0 2(5,9)
CD117 CD34 CD11c¢ 0 0 0 0 0 2 0 0 2(5,9)
CD117 CD34 CD14 0 0 0 0 0 2 0 0 2(5,9)
CD34 CD56 0 0 2 0 0 2 1 0 5(14,7)
N 1 7 7 3 5 5 1 2 31 (88,6)
> 1 phenotype* 0 4 6 3 5 5 1 1 25 (80,6)
> 3 phenotypes* 0 0 3 0 4 4 0 0 11(35,5)

Tomada de Bahia et al Bahia et al, Haematologica. 2001 Aug;86:801-6.

Tabla 3. Disefio de combinaciones inmunofenotipicas
para la busqueda de EMR en distintos sindromes
linfoproliferativos B*

LLC/LNH de célula pequefia CD22/CD23/CD19/CD5
Kappa/Lambda/CD19/CD5

Tricoeleucemia CD103/CD25/CD19
CD22/CD11¢/CD19
LNH esplénicos FMC7/CD22/CD19/CD10

Kappa/Lambda/CD19/CD22
LNH del manto CD10/CD22/CD19/CD5

LNH folicular CD22/CD23/CD19/CD10

EMR: enfermedad minima residual; LLC: leucemia linfocitica cronica;
LNH: linfoma no hodgkiniano.
Tomada de Sdnchez et al, Leukemia.

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permiten
la amplificacién selectiva de un fragmento de ADN o
ADNCg, lo que en aquellas neoplasias en las que se
genera un fragmento de ADN especifico del tumor,
permite la deteccién del mismo en presencia de una
nimero bajo de células tumorales. De hecho como
veremos a continuacidn esta exquisita sensibilidad
(entre 10y 10%) genera en ocasiones enormes difi-
cultades en la evaluacién de la EMR mediante PCR.
El otro problema deriva de la posible aparicién de

Tabla 4. Combinaciones empleadas en la evaluacién
de la EMR en leucemias agudas linfoblasticas

CD4/CD8/CD3
CD7/CD5/CD3
CD19/CD34/CD45
CD10/CD13/CD19
CD5/CD33/CD20
CD65/CD2/HLA-DR
CD34/CD38/CD19
CD10/CD20/CD19
CD7/CD2/CD3
CD34/CD22/CD19
TdT/CD10/CD19

Ademds en las LAL-T y en las L3 un panel CD7/CD34/CD38y la
presencia de (Slg) light chain Slg-Kappa/Slg-Lambda/CD19 con triple
marcaje se utilizo respectivamente.

EMR: enfermedad minima residual.

Tomada de Vidriales et al. Blood 15 June 2003, Vol. 101:4695-700.

falsos positivos ocasionados por la contaminacién
de muestras, especialmente en los métodos basados
en ARN.

Los estudios de PCR convencionales son cualitati-
vos, esto es, sélo podemos indicar la presencia (po-
sitividad) o ausencia (negatividad) de un fragmento
especifico, pero no aporta informacién sobre la
cuantia de tumor presente. En los dltimos afios se ha
logrado poner en marcha una técnica de PCR cuan-
titativa, PCR a tiempo real, cuya utilidad en la me-
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Figura 1. Busqueda de enfermedad minima residual en el mieloma muiltiple a través del estudio del ciclo celular.

dicién de la EMR deriva de su capacidad de cuantifi-
carlay, lo que es mds importante, su variacién en el
tiempo, se estd imponiendo en el estudio, segui-
miento y actitud terapéutica de muchos pacientes
con leucemias (fig. 2).

En la tabla 5 se recogen los principales genes es-
tudiados mediante tecnologia de PCR y que com-
prenden los dos grupos de marcadores moleculares
mds empleados en la deteccién de EMR mediante
esta tecnologfa: a) andlisis de reordenamientos clo-
nales de los genes de las inmunoglobulinas y del
receptor de célula T (TCR), propios de los sindromes

linfoproliferativos By T, y b) deteccién de aberra-
ciones cromosdémicas en las que se conocen los
oncogenes implicados que dan lugar a regiones qui-
méricas de fusién caracteristicas de algunas enfer-
medades (p. ej., bcr/abl en la LMC).

El estudio de los reordenamientos de las inmuno-
globulinas y del receptor TCR es complejo ya que
precisa, para ser especifica y suficientemente sensi-
ble, la secuenciacién de las regiones clonoespecificas
V(D)) de cada paciente y posterior disefio de oli-
gonucledtidos/sondas especificos de las regiones
hipervariables CDRIII. Para ello existen, desde un
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Figura 2. Cuantificacién mediante tecnologia Light-Cycler de bcr-abl.
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Tabla 5. Estudio de EMR mediante PCR

Alteracion guia

Enfermedad

A. Reordenamiento de inmunoglobulinas y TCR

B. Estudio de genes implicados en alteraciones
cromosomicas

ETO-AMLT, £(8,21)

PML-RARa £(15,17)

CBFB/MYH11, inv 16

DEK-CAN, £(6,9)

AF4-ALL 1, t(4,11)

LLABy T LNH-B MM

LMA (fundamentalmente M2, un 10 % de todas las LMA)
LMA M3 (> 90% de las LMA M3)

LMA M4 (4% de todas las LMA)

LMA-Tdt + (1% de todas las LMA)

LMA (en aquellas con alteracién 11q23)

LLA pre-pre-B (10 % de todas LLA de linea B)

TEL-AMLT, £(12,21)
PBX-EA2, t(1;19)
SIL-TALT, del1p32
TAL1-RCT, t(1;14)
HOX 11-RCT ¢(10;14)
BCR-ABL, £(9;22)
IgH-BCL2 t(14;18)
BCL1-IgH, t(11;14)
NPM-ALK t(2;5)
API2-MALT1 t(11;18)
c-MYC-IgH £(8;14)

C. Estudio de otras alteraciones genéticas
que sirven como marcador
Tumor de Wilms

LLA (30 % de leucemias infantiles B)
LLA pre-B (1/3 de LLA pre-B)

LLA-T (hasta un 30 % de los casos)

LLA-T (5% de los casos)

LMC (98 % casos) LLA (5% infantiles, 25 % adultos)
LNH foliculares (un 80 %) LNH difusos (un 25%)
LNH del manto (65 % casos)

LNH anaplasicos

LNH MALT

LNH Burkitt

Sobreexpresién > 90 % de LMA y un alto procentaje de SMD, LMCy LLA

FLT3 Alterado hasta en un 30% de LMA

EMR: enfermedad minima residual; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; TCR: receptor de célula T; LLA: leucemia linfobldstica aguda; LNH: linfoma no
hodgkiniano; LMA: leucemia mielobldstica aguda; LMC: leucemia mieloide cronica; SMD: sindrome mielodispldsico.

punto de vista técnico, diferentes estrategias depen-
diendo de cual de los oligonucledtidos/sondas em-
pleados es el complementario a la regién hiperva-
riable CDR3. En el caso de los SLP-B crénicos
maduros al estudiar los reordenamientos de las in-
munoglobulinas debemos afadir un problema que
deriva de la presencia de mutaciones somaticas en
dichos genes que impiden la correcta hibridacién
de las sondas y cebadores consenso, dando lugar a
la pérdida de sensibilidad en los estudios de EMR
por RQ-PCR. Ello podria subsanarse sintetizando
sondas y cebadores especificos de cada paciente, lo
que encarece enormemente el andlisis al mismo
tiempo que aumenta la laboriosidad.

El seguimiento mediante PCR a tiempo real de los
reordenamientos PML/RARa, AML1/ETO y BCR/ABL
puede considerarse que hoy en dia forma parte de la
rutina clinica en las leucemias agudas mieloides y
la LMC, en la que estdn respectivamente implicados.
Sin embargo conviene insistir en la necesidad de es-
tandarizacién de muchos de estos estudios y que re-
sulta critica la experiencia del laboratorio de referen-
cia en el que se practican estos andlisis.

Especial mencién merece el estudio de un marca-
dor que apunta una importante utilidad en el segui-
miento de la EMR de las hemopatias agudas mieloi-
des y los sindromes mielodispldsicos (SMD). El gen
del tumor de Wilms (WT1) es un gen identificado
por andlisis de delecidn citogenética en pacientes

afectados de tumor de Wilms, que se originaria
como resultado de la inactivacién de ambos alelos
del gen WTT. Este gen WTT que se localiza en el cro-
mosoma 11p13, codifica una proteina zinc finger
DNA-binding con un complejo patrén de 4 splicing al-
ternativos con diferentes especificidades de uniény
probablemente dianas diferentes, que se ha implica-
do en el desarrollo de tejidos, en la proliferacién y
diferenciacién celular, y en la apoptosis. La proteina
del gen WTT es altamente homdloga con proteinas
de los genes considerados de respuesta precoz de
crecimiento y funciona como un potente represor
transcripcional de genes promotores como IGF-11,
PDGF-A, CSF-1 e IGF-R, considerdndose por ello, un
gen supresor tumoral. Otros genes diana de la pro-
teina WT1 parecen ser M-CSF, TGF-beta, RAR-q,
c-myb, c-myc, bcl-2, N-myc y el propio gen WTT.
Sin embargo puede actuar también como activador
transcripcional sugiriendo que es un regulador bi-
funcional de la transcripcién y a diferencia de otros
genes supresores de tumores como P53 y Rb (los
cuales se expresan ubicuamente), la expresién del
gen WTT estd restringida a determinados tejidos, ex-
presandose fuertemente en rifiones fetales y desem-
pefiando un papel importante en el desarrollo geni-
tourinario, con posterior reduccién de su expresién
en adultos sanos y quedando limitada a parénquima
esplénico, testiculos y ovario. Es controvertida la ex-
presién de WT1 en progenitores hematopoyéticos
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CD34+. Por otra parte, aunque el gen WTT fue iden-
tificado originariamente como un gen supresor tu-
moral, su significado en la tumorogénesis no esta
aclarado, sin embargo se ha visto que oligémeros
antisentido WTT1 inhiben el crecimiento de células
leucémicas humanas frescas y de lineas celulares, lo
cual implicarfa una fuerte participacién del gen
WTT en la leucemogénesis. Asi mismo, recientemen-
te se reconoce para WTT una funcién principalmen-
te oncogénica en la leucemogénesis y tumorigénesis
de varios tipos de tumores sélidos por la eviden-
cia de una alta expresién del gen en estas patologfas.

En diversos trabajos se ha objetivado la expresién
del gen WTT mediante PCR en mas del 80 % de las
muestras leucémicas analizadas, independientemen-
te del subtipo leucémico (incluyendo leucemia mie-
loblastica aguda [LMA], leucemia linfoblastica agu-
da [LLA], LMCy sindrome mielodisplasico [SMD]) y
que los niveles de expresién del gen WTT aumentan
paralelamente a la progresién de la enfermedad en
pacientes con LMC y SMD e inversamente con el
prondéstico en pacientes con leucemia aguda. De
esta forma, la sobreexpresién aberrante de WT1 en
la mayoria de las leucemias lo convertirfan en un
marcador “panleucémico” de gran utilidad en el se-
guimiento de enfermedad residual, debido ademds a
que las células maduras sanguineas carecen de ex-
presién significativa de WT1, mientras que las inma-
duras de la médula ésea lo expresan con niveles al-
tos. Recientemente se ha demostrado la existencia
de una correlacién entre niveles aumentados de ex-
presién del gen WTT en tumores hematopoyéticos y
una evolucién desfavorable. Por ello, diversos gru-
pos estudian la utilidad de la cuantificacién de la ex-
presién de WT1 al diagnéstico y fundamentalmente
en el seguimiento posquimioterapia o postrasplan-
te autélogo o alogénico con el objeto de optimizar
los tratamientos disponibles. La monitorizacién de
EMR mediante la cuantificacién de los niveles de ex-
presion de dicho gen, podria correlacionarse con la
probabilidad de recaida. Un conocimiento precoz
de la recaida a nivel molecular permitiria realizar
pautas terapéuticas individualizadas, cuando la car-
ga tumoral es minima y quizd mas controlable.
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Abstract

Treatment options for patients with chronic
myeloid leukemia (CML) have evolved significantly
over the last 30 years. This process has included the
development of the cytoreductive agent hydrox-
yurea, of complex technologies such as allogeneic
stem cell transplantation (alloSCT) and donor lym-
phocyte infusions, the immunemodulatory agent in-
terferon-o (IFN-a), and more recently the small mol-
ecule imatinib mesylate (imatinib). In the previous
decade, an intense debate centered on whether al-
[oSCT or a trial of IFN-a was the best initial ap-
proach for patients with newly diagnosed CML. This
debate now seems almost irrelevant in view of the ex-
cellent results of imatinib. Whether imatinib or al-
|oSCT should be offered as initial therapy is a ques-
tion partly answered by the lack of universally
available donors for alloSCT, and the fact that most
patients want a trial of imatinib as their initial ther-
apy. Here, | discuss the most recent results of ima-
tinib, provide a perspective of the results of alloSCT,
and describe our current initial approach for pa-
tients with chronic phase CML.

Introduction

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a myelo-
proliferative disorder characterized by the excessive
proliferation of a neoplastic stem cell pool. Molecu-
larly, CML is defined by the BCR/ABL gene re-
arrangement, that is cytogenetically evidenced as the
Philadelphia (Ph) chromosome: t(9;22)(q34;q11).
The BCR-ABL fusion gene encodes the p2108-R-ABt
oncoprotein that has constitutive tyrosine kinase
activity. This aberrant kinase activity induces the ab-
normal signal transduction cascades characteristic
of the CML cell, that result in increased proliferation
and failure to undergo apoptosis’.

Clinically CML is divided in three phases: chronic,
accelerated and blastic. Most patients present in
chronic phase. The median survival of patients with
CML has improved from 3 to 4 years when treated
with busulfan or hydroxyurea to 6 to 8 years in the
era of interferon-alpha (IFN-a) therapy. The intro-
duction of newer therapies such as imatinib mesy-
late (imatinib), a BCR-ABL tyrosine kinase inhibitor,
have resulted in significantly better outcomes com-

pared with combination IFN-a therapy for patients
with CML. Allogeneic stem cell transplantation (al-
[0SCT) can produce long-term event-free survival
rates of 40 % to 80 %, depending on several factors
such as disease stage, patient age, and degree of
host-donor matching. These results are offset by the
lack of universally available donors, and the exces-
sive mortality and morbidity related to graft-ver-
sus-host (GVHD) disease encountered the first few
years after transplantation?.

At the present time, imatinib and alloSCT are the
most frequently offered therapies for patients with
newly diagnosed chronic phase CML. In contrast
with the IFN-a era and based on the excellent results
observed with imatinib, nowadays most centers of-
fer a trial of imatinib to the majority of patients with
standard risk CML disease prior to transplantation.
The decision to transplant is subsequently made
based on the response achieved with imatinib. A cri-
terion for imatinib failure is currently not well de-
fined, but is an area of intense investigation that
needs maturation of ongoing studies.

Treatment of chronic myeloid leukemia

Busulfan was the first agent shown to provide ef-
fective hematological control in CML. Due to its toxi-
city, its use should be discouraged outside the setting
of preparative regimens for allogeneic SCT®. Hydrox-
yurea is an excellent debulking agent that allows rapid
control of peripheral blood counts. Cytogenetic re-
sponses are rare, and it should not be considered de-
finitive therapy of CML, even in older patients.

Prior to imatinib, IFN-a was the most active
non-transplant therapy in CML. Achieving a com-
plete cytogenetic response was associated with
10-year survival rates of 70 % to 80 %*. IFN-a has
been combined with low doses of cytosine arabi-
noside (ara-C). With IFN-a daily and ara-C 10 mg
subcutaneous daily, complete hematological re-
sponses (CHR) was achieved in 92 % of patients,
and a cytogenetic response in 74 %. The rates of ma-
jor cytogenetic responses were higher with I[FN-a
and daily ara-C, compared with IFN-a and intermit-
tent ara-C, or IFN-a alone. Two randomized trials
comparing IFN-a plus ara-C with IFN-a have been
reported. In a French multicenter study, IFN-a plus
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ara-C was associated with a significantly higher CHR
rate at 6 months (66 % vs 55%, p < 0.01), a higher
cytogenetic response rate at 12 months (61 % vs
50%, p < 0.01), and significantly better survival
(5-year rate 70 % vs 60 %; p = 0.02)°. In an Italian
study the combination of IFN-a plus ara-C demon-
strated better major cytogenetic response rates than
IFN-a alone, but not better survival. It should be
noted that the median duration of ara-C therapy
was only 7 months®. At the present time, IFN-a is
rarely used as frontline therapy in CML. This is based
on the results of an international multicenter study
randomizing IFN-a plus ara-C to imatinib that
demonstrated the superiority of imatinib in terms of
activity, toxicity and quality of life”. The use of IFN-«
is being studied in combination therapy with ima-
tinib in ongoing studies.

Allogeneic Stem Cell Transplantation

AlloSCT is curative in selected patients with CML,
and is most effective when performed in chronic
phase. In chronic phase CML, alloSCT results in 3-to
S-year survival rates of 40 % to 80 %, and 10-year sur-
vival rates of 30 % to 60 %. Transplant related mor-
tality (TRM) ranges from 5% to 50 %, depending on
patient age, donor origin (related, unrelated) and
degree of matching, patient and host cytomega-
lovirus status, adequate use of anti-infective prophy-
laxis, preparative regimens, and institutional exper-
tise, among other factors®. Relapse rates are 20 %
and the risk of relapse plateaus 5 to 7 years post-
transplantation. The two most significant factors in-
fluencing transplantation outcome are patient age
and phase of disease. Disease-free survival (DFS)
rates with matched-related alloSCT are 40 % to 80 %
in chronic phase, 15 % to 40 % in accelerated phase,
and 5% to 20 % in blastic phase. In chronic phase,
patients younger than 30 to 40 years have DFS rates
of 60 % to 80 %, 1-year TRM rates of 5% to 20 %,
and relapse rates of 20 %. Outcome worsens with
older age. Large series have reported 5-year survival
rates of 30 % to 40 % in patients older than 50 years.
The European Bone Marrow Transplantation Reg-
istry reported a TRM of 47 % and a 5-year DFS of
25% in patients older than 45 years®. The optimal
timing of transplantation is controversial; most
transplant centers recommend transplantation in
early chronic phase CML within one year from diag-
nosis. Several recent updates show little difference in
long-term outcome among patients transplanted in
the first 12 months after diagnosis compared with
those transplanted during the first 24 months'®.

Toxicity from preparative regimens is observed in
100 % of patients. Acute GVHD occurs in 10 % to
60 % of patients and is the cause of death in 10 %
to 15 %. Chronic GVHD occurs in 75 % of patients
and its associated mortality is 10 %. The most com-
mon causes of death post-transplantation are acute
GVHD (2%-13%), chronic GVHD (8% to 10 %), in-

terstitial pneumonitis (4 %-32 %), opportunistic in-
fections (3 % to 24 %), veno-occlusive disease (1% to
4%), and resistant relapse (5% to 10 %). Long-term
complications of alloSCT include sterility, cataracts,
hip necrosis, secondary cancers (5% to 10 %), chron-
ic GVHD complications, and worse quality of life.
One limitation of alloSCT is the availability of re-
lated donors. HLA-compatible unrelated donors can
be found in 50 % of patients. Patients of Caucasian
origin have an 85 % chance of identification of a per-
fect match. Median time from donor search to trans-
plantis 3 to 6 months. The use of unrelated donors is
associated with higher morbidity and mortality rates.
Recent single institutional studies have reported sim-
ilar outcomes with unrelated SCT compared with re-
lated SCT when the transplant is provided by a mol-
ecularly perfect matched donor'". More than 50 %
of the mortality associated with unrelated alloSCT is
secondary to acute and chronic GVHD.
Non-ablative preparative regimens (mini-trans-
plants, reduced intensity transplants) have attempted
to expand the indications of alloSCT to older pa-
tients, and to reduce transplant mortality and com-
plications. Preparative regimens rely on immunosup-
pressive therapy to allow for donor cell engraftment.
Early results of non-ablative regimens in patients not
eligible for standard transplant show acceptable de-
grees of engraftment, less mortality, more persistent
residual disease, and perhaps similar degrees of
GVHD. The improved results from reduced morbidity
and mortality may be offset by the higher incidence of
persistent or recurrent disease, which could be ap-
proached with post SCT maneuvers such as donor
lymphocyte infusions (DLI), IFN-a, or imatinib.

Imatinib Mesylate (Gleevec, STI571)

Imatinib has revolutionized the treatment of CML.
Following preclinical studies, imatinib entered phase
| trials in 1998, and was approved by the FDA in
2001 for the treatment of CML in chronic phase post
IFN-« failure, accelerated phase, and blastic phase.
Imatinib is a small molecule 2-phenylaminopyrimi-
dine that acts as an ATP mimic thus occupying the
binding site for ATP within BCR-ABL which then
leads to inhibition of the phosphorylation of tyrosine
residues on substrate proteins and BCR-ABL itself'?.
Consequently, imatinib prevents activation of signal
transduction pathways that are crucial for CML
leukemogenesis.

In a phase | study of patients with late chronic
phase and blastic phase CML, including Ph-positive
ALL, the dose of imatinib was escalated from 25 mg
to 1000 mg orally daily’'*. Common but rarely seri-
ous side effects included nausea and vomiting, diar-
rhea, skin rash, muscle cramps, bone or joint aches,
myelosuppression, and weight gain. Less common
side effects occurring at higher doses were fluid re-
tention, periorbital and peripheral edema, fever,
occasional liver dysfunction, and decreased skin pig-
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mentation. No maximum tolerated dose or dose-
limiting toxicities were defined, but toxicities were
more significant at doses of 800 mg or more daily. In
the Phase | chronic phase study, 83 patients were
treated. Among 54 patients who received imatinib
mesylate at doses of 300 mg or more, the CHR rate
was 98 %, and the cytogenetic response rate 31 %
(complete in 13%)". In CML blastic phase, the mar-
row complete remission rate (marrow blasts < 5%
with or without peripheral count recovery) was 32 %
in myeloid blastic phase and 55 % in lymphoid blas-
tic phase; but responses were transient’.

Three multi-institutional multinational pivotal
studies of imatinib in IFN-a failure late chronic
phase, accelerated phase, and blastic phase were
completed. The phase Il study in chronic phase CML
post IFN-«a failure included 532 patients'>. Major cy-
togenetic responses were observed in 65 % of pa-
tients, and were complete in 48 %. The estimated
24-month transformation rate was 13 %; the esti-
mated 24-month survival rate was 92 %. A lower in-
cidence of major cytogenetic response was observed
in patients with splenomegaly, thrombocytopenia,
anemia, longer duration of chronic phase, active dis-
ease, clonal evolution, and 100 % Ph positivity at
the start of therapy.

A multinational study randomized 1106 patients to
either imatinib 400 mg orally daily or a combination
of IFN-a 5 Mu/m? daily with ara-C 20 mg/m? subcu-
taneous daily X 10 every month”. The median fol-
low-up time is 19 months. After 18 months of thera-
py, imabinib was associated with significantly higher
rates of major cytogenetic responses (83 % versus
20%) and complete cytogenetic responses (68 % ver-
sus 7 %), and with lower rates of progression (3 %
versus 20 %), transformation (1.5 versus 9 %), and
intolerance (1% versus 19 %). Survival rates were 97 %
versus 95% (p = 0.16). However, the median dura-
tion of IFN-a plus ara-C therapy was only 8 months,
and 89 % of patients have either crossed over to ima-
tinib therapy (58 %) or elected to be taken off therapy
and treated with commercially available imatinib.
Therefore a survival advantage of imatinib will not be
detectable with this study. Based on these results,
imatinib is now considered the frontline standard of
care for CML patients in early chronic phase.

The incidence of qualitative or quantitative
RT-PCR negativity is currently about 10 % in chronic
phase post IFN-a failure (median follow-up 3 years),
10 % in newly diagnosed patients after 12 months
of imatinib 400 mg daily, and 30 % or more in simi-
lar patients treated with imatinib 800 mg daily'®.

Choice of initial therapy for patients
with chronic phase CML

Patients with newly diagnosed chronic phase CML
treated outside the setting of a clinical trial may be
offered therapy either with imatinib or alloSCT. The
choice of therapy is based on: 1) the benefit: risk ra-

Imatinib based regimens

RESPONSE

Continue «—— Yes
No

1-year SCT mortality

< 40% > 40%

AlloSCT «—— Fail 4—— Investigational
Strategies

Figure 1. Treatment algorithm for patients with newly diagnosed
chronic phase CML. Response is considered as the achievement
of a complete cytogenetic response at 12 to 24 months.

tio of alloSCT versus imatinib, 2) patient risk group,
and 3) patient preference. Although the standard of
care is still controversial and continuously updated,
the treatment algorithm at our center is based on
the following principles (fig. 1):

1. Postponing allogeneic SCT for up to 24 months,
and pre-transplantation use of imatinib do not influ-
ence transplant outcome adversely'®.

2. The 1-year TRM is age-related and may define
what is a reasonably acceptable risk of transplant in
exchange for long-term outcome.

3. The median survival with IFN-a based regimens
is 6 to 7 years, for good risk patients it is 9 years, for
patients who achieve a complete cytogenetic re-
sponse, the 10-year survival rate is 70 % to 80 %°.

4. Since imatinib induces complete cytogenetic
response rates of 60 % or more’, the median survival
in CML may exceed 10 years if the significance of a
complete cytogenetic response is similar with ima-
tinib as with IFN-o therapy.

Arguments favoring upfront allogeneic SCT are:

1. It is the only proven curative modality.

2. Delaying alloSCT may worsen patient out-
come; and long-term follow up results with imatinib
are not yet available; hence: a) it could have a tran-
sient benefit, b) it may not have the same association
of cytogenetic response with survival, ¢) it may have
unexpected long-term toxicities, and d) it may ad-
versely affect alloSCT results.

Arguments favoring imatinib as frontline CML
therapy are:

1. There is the potential of long-term event-free
survival outside the setting of alloSCT (10% at
10-years with IFN-a).
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2. Comparing imatinib to IFN-a, the complete cy-
togenetic response rates (68 % versus 7 %) and major
cytogenetics response rates (83 % versus = 20 %),
surrogate endpoints for better survival, are much
higher with imatinib.

3. Aside from alloSCT mortality (5% to 20 % in
some series, 10 % to 50 % in others), there are con-
siderable toxicities associated with alloSCT (cata-
racts, sterility, second cancers, hip necrosis, decrease
quality of life, GVHD).

4. The follow up studies with imatinib have not
shown significant unusual or unexpected side ef-
fects, or high rates of resistance in chronic phase.

Frontline therapy for patients with newly
diagnosed chronic phase CML at MD
Anderson Cancer Center

Based on the above discussion, and until the data
from imatinib and alloSCT matures further, patients
may be offered both options as initial therapies, af-
ter detailed discussion of updated results. Our cur-
rent recommendation for patients with newly diag-
nosed CML is a trial of imatinib. This is based on
several facts including:

1. Lack of data indicating that delaying transplan-
tation for 12 to 24 months results in worse post-
transplantation outcomes.

2. Lack of data suggesting that prolonged used
imatinib results in unexpected serious side effects
(our combined experiences goes back to 1998).

3. Practical considerations including the fact that
related donors are only available for a fraction of pa-
tients, that there is a delay from initial diagnosis to
actual transplantation, and that unrelated trans-
plantation is associated with significantly worse out-
comes.

Finally, and more importantly, in my experience
patients are electing to receive a trial of imatinib pri-
or to transplantation. This is probably based not
only on the activity of imatinib but on the relative ex-
cellent toxicity profile of the drug, and the fact that
patients do not need to change their life styles as sig-
nificantly as the would if they had received alloSCT.
Also there is a trend changing the concept of cure in
leukemia were a patient is considered “cured” if he
or she does not die from complications of the dis-
ease or its treatment, similar to that of other chron-
ic diseases.

Because of these issues, it is crucial at the present
time to develop a proper definition of imatinib fail-
ure. Such criteria has not been fully developed. Most
investigators accept several criteria, including:

1. Lack of complete hematological response at
3 months post-imatinib.

2. Lack of complete cytogenetic response at 12 to
24 months.

3. Loss of cytogenetic response after successful
imatinib therapy. This is temptativelly defined as
reappearance of Ph positive metaphases after
achievement of complete cytogenetic response, al-
though strict criteria has not been clearly estab-
lished.

4. Imatinib associated toxicity that precludes its
use above doses of 300 mg even with the use of max-
imal supportive care including growth factors.

Finally, it should be noted that at the prognos-
tic value of molecular responses, or lack of them,
and the fluctuation of BCR-ABL levels has not been
established, nor for the presence of BCR-ABL mu-
tations. Therefore data maturation is needed be-
fore using these molecular markers to decide on
therapy.

Conclusion

At the present time both imatinib and alloSCT are
acceptable frontline therapies for patients with new-
ly diagnosed chronic phase CML. The decision to
choose one or another is based on donor availability
and patient preference. In our center, we consider
that providing a trial of imatinib prior to transplan-
tation is the optimal approach for these patients. Al-
though clear criteria for imatinib failure exists, such
as failure to achieve a CHR after 3 months of thera-
py, more refined molecular endpoints are required
to define the best time for transplantation.
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Progenitor cells transplantation in Solid
Tumors (breast cancer)

Few aspects of Medical Oncology have been so ex-
tensively debated as high-dose chemotherapy and
hematopoietic rescue in the treatment of solid tu-
mors in the last two decades or so. Everything start-
ed in the mid eighties when this policy was moved
from hematologic neoplastic disorders to solid tu-
mors. Early experiences conducted mainly in the
US"?, showed interesting results in far advanced
breast carcinoma, with nearly 30 % complete re-
sponse rates in heavily pretreated patients and a
conversion rate on 30-40 % (i.e. the response up-
grade from partial to complete). The concept of
high-dose was considered as a synonymous with late
intensification in those early years, i.e. patients re-
ceived high-dose chemotherapy after several courses
(or lines) of standard treatment. Concomitantly, re-
ports of decreased survival associated with reduced
doses of chemotherapy, provided additional stimu-
lus for the concept of dose intensification. Hryniuk
and others® were instrumental in crystallizing this
concept, providing a scientific platform for the de-
velopment of multiple approaches to dose enhance-
ment. Treatment related toxicity proved to be ex-
tremely high in the first experiences (in the range of
10-15%), whereas in the last years of the past
decade the fatal toxicity declined at least for breast
cancer to 1-3 %. What are the reasons for such a dra-
matic decline in lethal events during high-dose
chemotherapy and autologous hematopoietic trans-
plantation? Certainly the possibility of employing
peripheral blood progenitor cells instead of autolo-
gous marrow is one of the reasons®, together with
the wide application of hematopoietic growth fac-
tors (G and GM-CSF) in order to accelerate recov-
ery. But even a better patients selection and higher
level of knowledge among groups did play a major
role in such a reduction.

The number of patients receiving high-dose che-
motherapy programs in Europe increased nearly ex-
ponentially during the first part of the last decade,
reaching the incredible number of nearly 1,800 pa-
tients yearly. In the second half of the nineties virtu-
ally all patients received PBPCT and not ABMT as
hematopoietic support.

But it was time to move from phase Il studies to
randomised phase Ill clinical trials. In May 1999 at
the annual ASCO Meeting held in Atlanta, three ran-
domised studies have been presented an a very
crowded room. One study on high-risk operable
breast carcinoma presented by a South African au-
thor proved to be a total flake some months later af-
ter a commission onsite visit in Johannesburg. This
created an atmosphere of ostracism and pessimism
among the scientific community. We will not take
into consideration in this review this study because it
was not a “study”. Nevertheless the damage to the
image of research in such field proved to be enor-
mous. At the same ASCO Meeting an Interscandina-
vian study® was presented on adjuvant therapy for
breast carcinoma comparing “standard” dose FEC
versus high-dose chemotherapy. No difference
emerged at a short follow up of less than three years;
but is has to be remembered that in this trial the so
called “standard” therapy was in fact a sort of «
high-dose “ one with tailored doses. This study was
unable to show if high is better than low. A third
study on high-risk patients was presented by the
Dukes University Group” and it has not yet been ex-
tensively published, but re-proposed two years later
with updated follow-up. This trail did not show any
difference between the two arms, but anyway it
showed a dramatic improve in terms of event-free
survival for both arms (nearly 60 % DFS at 5 years) if
we take into consideration the known results of oth-
er standard dose studies. Nevertheless this has been
considered as a negative trial by several Medical On-
cologists and by media. Surprisingly in subsequent
studies on high-risk breast carcinoma, the Peters’
standard arm has never been employed by others,
despite the high DFS rate with a very low morbidity.
In the field of metastatic disease, the PBT 1 trail®
(also known as the Philadelphia study) compared
standard CMF (which is not a standard regimen in
such a disease) with high-dose chemotherapy, sin-
gle shot of thiotepa, cyclophosphamide and cis-
platin (so called STAMP V). The study contained
possible biases, but as the results in terms of overall
survival were the same, the majority of Medical
Oncologists abandoned the ship of high-dose
chemotherapy in metastatic breast cancer. A very
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Table 1. High-Risk Breast Cancer:Randomized Studies of High-Dose Chemotherapy (Jan 2004 update)

Author Patients Selection Conventional ARM High-dose ARM RFS analysis
Rodenhuis 885 4N 5 X FEC 4 xFEC - CTC HD better, p =0.02
Peters 785 10N 4 x CAF + ID-CPB 4 x CAF + HD-CPB No difference, HD

less relapses
Crown 605 4N 4xA+8xCMF 4xXA+HD-C-CT No difference
Tallman 540 10N 6 x CAF 6 x CAF+ CT No difference, HD

less relapses
Bergh 525 8N 9 X FEC 3 X miniFEC + CTCb 9 X FEC better
Nitz 403 10N 4xddEC+ 3 xddCMF 2 XEC+ 2 X EC-Thiotepa  HD better, p = 0.002
Gianni 382 4N 3 X Epi+ 6 x CMF HD-sequential HD better NS
Basser 344 High-risk 4xAC + 3 x CMF 3 x E200C4000 HD better, NS
Roché 314 8N 4 x FEC 4 X FEC + CMA HD better
Zander 307 10N 4 X EC+ 3 xCMF 4XEC+ CTM HD better, NS
Bliss 281 4N 6 X FEC 3XFEC+ CTCb No difference
Tokuda 97 10N 6 X CAF 6 X CAF + CT HD better, NS
Rodenhuis 81 Infraclav biopsy 4 X FEC 4 xFEC+ CTC No difference
Hortobagyi 78 4N/10N 8 X CAF 8 X CAF + 2 x CEP No difference

small study carried out in France and named PE-
GASE 04 was presented by Dr Lotz; this study clear-
ly showed in advanced disease an increment in terms
of overall survival (which doubled in the high-dose
arm), but as the study has been prematurely closed
with nearly 60 patients it could not be considered
as body of Evidence Based Transplantology. So af-
ter the shipwreck of ASCO 1999, many other studies
in breast carcinoma have been closed in Europe and
in the USA (SWOG, Belgian, etc); the reduction in
number of patients grafted each year dramatically
declined specially in North America and leaving only
few hundreds patients receiving a form of intensifi-
cation therapy with peripheral blood progenitor cell
support in the world.

Nevertheless, some investigators survived the ship-
wreck and in recent years other trials became mature
with definitive positive results. This is the case for the
National Dutch Adjuvant trial which included nearly
900 patients® and was carried out in less that 6 years.
This trial compares in patients with four or more pos-
itive lymph-nodes standard FEC chemotherapy ver-
sus standard FEC followed by a single shot of the Eu-
ropean version of the STAMP V program, including
double dose of Carboplatin (1,600 mg/sqm). Overall
survival was not different among the two groups, but
recurrence-free survival was better for the high-dose
arm (hazard ratio 0.79 with p = 0.025). Surprisingly
patients with HER2/neu negative tumors did signifi-
cantly better than those with positive ones (Hazard
ratio 0.71 with p = 0.02). Moreover in the planned
subgroup analysis on 317 patients with 10 or more
positive axillary nodes high-dose chemotherapy com-
pared favourably with standard FEC, with Hazard ra-
tio of 0.64 and p = 0.006 (the same applies also to

overall survival in the 10 and plus cohort). As in oth-
er studies, curves tend to progressively separate from
36 months on, so further improvements are possibly
to come. The somehow unexpected result on
HER2/neu may be justified by the less sensitivity to
alkylating agents shown by HER2/neu tumors as
shown in several other studies in the recent years.
These tumors do much better when anthracyclines
are used, and HDCT programs generally do not in-
clude such drugs. In February 2004 the West German
study was updated at a Meeting in Ravenna by Prof.
Nitz. In this study patients with 4 or more positive
nodes have been randomized between two courses
con EC (Epidoxorubicin and Cyclophosphamide)
followed by two high-dose shots Epidoxorubicin
90 mg/sqm, Cyclophosphamide 3 g/sqm and
Thiotepa 400 mg/sqm supported by PBPC or
EC X 4 courses and thereafter CMF per three cours-
es. Overall and recurrence-free survival are signifi-
cantly better for the high-dose arm (p = 0,020). Oth-
er studies are coming nowadays to a mature
follow-up including the PEGASE 01, the Hamburg
Adjuvant Study and so on. An updated list of the
most important studies in adjuvant therapy is pre-
sented in table 1. Despite these recent results it seems
quite difficult to restore scientific interest in high-
dose chemotherapy for breast carcinoma; it should
be remembered that in several countries (Switzer-
land, Canada, Belgium, Spain and others) these pro-
cedures fell down to zero in the last years and virtu-
ally no patient is planned to receive such treatment in
2004. Moreover recent update of the data from the
EBMT Solid Tumors Registry clearly show that the
baby has not to be thrown away with the bath wa-
ter'%. This report which take into consideration the
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EBMT reports between 1990 and 1999, shows that
5-year disease free survival for women with metasta-
tic disease transplanted in complete remission is
29 %; moreover the 5-year disease free survival for pa-
tients with high-risk (10 or more positive nodes) is
53%.

Nevertheless some randomized clinical studies are
going on, on behalf of the European Group for
Blood and Marrow Transplantation (EBMT), one in
patients with partial remission after standard
chemotherapy and one in those achieving complete
response. It will be quite difficult to finish such
studies without an International consensus and col-
laboration, also taking into consideration the huge
number of patients to be treated to see a significant
difference, if it exists. But taking into consideration
the recent positive results on the dose-dense hy-
pothesis'!, we think that the role of dose and timing
in the treatment of breast cancer patients is far from
being solved. To slam the door of high-dose chemo-
therapy, as recently reiterated by opinion leaders'?
may not be the best way to go. The best future ap-
proach will be use of tailored therapies based on
DNA micro-arrays, to find out those who are candi-
date to a high-dose program and those who are
not.
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Introduccién

En los dltimos afios, las técnicas basadas en el
andlisis del ADN se han constituido en la principal
herramienta para el estudio del quimerismo. Si bien
el Southern blot era la técnica més usada, ésta ha
sido sustituida por la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR). Ademds, también han ido cambian-
do los distintos tipos de polimorfismos de ADN uti-
lizados para distinguir al donante del paciente. En
el momento actual, el mds empleado es el denomi-
nado de secuencias polimérficas repetitivas STR
(short tandem repeat)'. Para un correcto estudio del
quimerismo, los marcadores utilizados deben ser ca-
paces de distinguir el ADN de dos individuos empa-
rentados, esto es ser informativos, y la técnica emplea-
da debe poder detectar material genético de ambos
aun cuando la cantidad de uno de ellos esté muy
poco representada en la muestra bioldgica, es decir
ha de ser suficientemente sensible. El cumplimiento
de estos dos conceptos es crucial para una correcta
clasificacién de los pacientes en cuanto a su “estado
quimérico”. La sensibilidad obtenida va a depender
de la técnica utilizada para el estudio, aunque exis-
ten otros factores que, como se verd mas adelante,
también pueden influir. En general, la PCR es |a téc-
nica de mayor sensibilidad y, por tanto, la recomen-
dada para el analisis del quimerismo™™. -+

La eleccién de los marcadores polimérficos que se
van a analizar es igualmente importante para obte-
ner un resultado correcto y evitar interpretaciones
erréneas. Deben de cumplir dos requisitos: a) un alto
indice de heterozigosidad, y b) un ndimero elevado de
alelos en la poblacién. Lo ideal es que el donante y
el paciente no tengan ningtn alelo en comun, y en el
caso de que lo tuvieran, el donante y el paciente han
de tener un alelo especifico de cada uno no compar-
tido. Los STR presentan las caracteristicas que ha de
tener todo marcador genético susceptible de ser utili-
zado en el andlisis del quimerismo; por otra parte, el
pequefio tamafo de las secuencias hace que todas
ellas se puedan detectar mediante PCR y, en muchos
casos, incluso es posible el estudio simultdneo de
varios loci STR mediante la PCR multiplex. Si ésta se
combina con una técnica automatizada de tincién
multicolor de los cebadores y lectura en ABI Prism,
podremos definir el tamano de los diferentes frag-
mentos amplificados y cuantificar cada uno de ellos®.
El estado del quimerismo hematopoyético conviene
analizarlo en poblaciones celulares puras de linfoci-
tos Ty de neutrdfilos, que pueden facilmente sepa-
rarse mediante métodos fisicos o inmunomagnéti-
cos. Con estos métodos, en la fraccidn linfoide T,
mds del 95 % de las células son CD3+, detectadas
mediante citometria de flujo® (fig. 1).
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Figura 1. Representacién de la fraccién linfoide T (CD3+) detectada mediante citometria de flujo.
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Figura 2. Cuantificacién del porcentaje del donante en el quimerismo mixto postrasplante. I. Las bandas del receptor (R) y del donante
(D) son homo-heterozigotas (l.a, I.b, l.c, I.d) y no presentan alelos en comun. Il. Ry D son heterozigotos y comparten un alelo.

lll. Cualquier D (l1l.a) o R (Ill.b) son heterozigotos y un alelo es idéntico a la banda homozigota del otro. % Donante: el porcentaje

de quimerismo del donante se calcula con la correspondiente férmula utilizando una hoja del sistema Excel. (Modificada de Leukemia

2001;15:303-6.)

Para el andlisis del quimerismo mediante PCR/STR
se puede utilizar un kit comercial (AmpFISTR Profiler
Plus PCR; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, EE.UU.) que
analiza nueve STR: D351358, VWA, FGA, D851179,
D21511, D18S51, D55818, D13S317, D75820, y un
segmento del gen de la amelogenina para distinguir
el cromosoma X o Y*®. La separacién y deteccién de
los productos amplificados por PCR se lleva a cabo
mediante un secuenciador automético de ADN (ABI
Prism 310 automated DNA sequencer; Applied
Biosystems). El tamafo de los fragmentos se detecta
automaticamente mediante dos métodos informati-
cos (ABI Prism GeneScan 2.0 y GenoTyper; Applied
Biosystems). La tincién con diferentes colores per-

mite identificar alelos de tamafio muy similar. Ade-
mds, en esta técnica sélo estd marcado uno del par
de cebadores, evitdndose asi el problema de los do-
bletes vistos con el empleo de los geles. Por ltimo, la
cuantificacién del quimerismo mixto (QM) se efec-
tda calculando el porcentaje de componente del do-
nante y del receptor utilizando las férmulas que se
detallan en la figura 2. Se considera QM cuando el
porcentaje de linfocitos T o de neutréfilos del recep-
tor es superior al 5%. En nuestra experiencia, con la
técnica automatizada de PCR/STR (ABI Prism) para
el estudio del quimerismo obtuvimos un nivel de sen-
sibilidad del 5% de forma constante® (fig. 3), aunque
en algunas muestras este nivel llegd a ser del 1%.
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A parte de los aspectos técnicos que condicionan
la sensibilidad del analisis quimerismo hematopo-
yético mediante PCR/STR, existen dos aspectos
practicos que pueden ayudar a optimizarlo. Por un
lado, la obtenciéon de muestras de forma secuencial
y en intervalos de tiempo cortos y, por otro, el ana-
lisis del quimerismo en subpoblaciones celulares se-
paradas. En 1995, Socie et al” sugirié que el conoci-
miento del patrén del quimerismo y su cinética tras
el trasplante, realizando el andlisis en varias lineas
celulares y de forma secuencial, permite monitorizar
estrechamente la dindmica del implante hematopo-
yético y detectar precozmente la recidiva leucémica
tras el trasplante®. Mediante la separacién de sub-
poblaciones celulares, la sensibilidad de la PCR pue-
de aumentar al focalizar el estudio en las lineas ce-
lulares de interés clinico, reduciendo de esta manera
los resultados irrelevantes®®®. Dubovsky et al’ co-
municaron que la separacién celular permite detec-
tar pequefos cambios del patrén del quimerismo
que pueden pasar inadvertidos cuando el quimeris-
mo se analiza en muestras de sangre total.

Nosotros hemos estudiado en una serie de pacien-
tes el quimerismo hematopoyético simultdneamente
en muestras de sangre total y en subpoblaciones ce-
lulares, obteniendo un incremento considerable de
sensibilidad de la PCR/STR con la separacién celu-
lar. Asi, mientras que en cuatro muestras de sangre
total se detectaba un quimerismo completo (QC)
del donante, el andlisis en poblaciones separadas de
linfocitos Ty de neutrdfilos identificé un pequefio
porcentaje de componente linfoide T del receptor®.
Ademds, cuando en dos muestras de sangre total se
demostré un QM de pequefa cuantia, el estudio en
subpoblaciones celulares objetivé un aumento del
porcentaje del componente del receptor a expensas
de la fraccién linfoide T, mientras que el quimerismo
en neutréfilos era completo. Estos resultados enfa-
tizan la utilidad de realizar el estudio del quimerismo
hematopoyético en subpoblaciones celulares. Ade-
mas, el significado clinico del QM puede ser diferen-
te seglin se detecte en linfocitos T o en neutrdfilos,
como veremos mds adelante.

Los dos tipos de trasplante en los que tiene un
mayor interés el andlisis del quimerismo, por la ma-
yor probabilidad de fallo de implante y de recidiva
leucémica respecto a los trasplantes convencionales,
son los que se efecttian con eliminacién de linfoci-
tos T del in6culo y con intensidad de acondiciona-
miento reducida. A estos dos tipos de trasplante nos
dedicaremos en los parrafos siguientes.

Quimerismo en el transplante alogénico
con eliminacién de linfocitos T

La enfermedad de injerto contra huésped (EICH)
es una de las principales causas de mortalidad tras
el trasplante alogénico de progenitores hematopo-
yéticos (alo-TPH). La eliminacién de linfocitos T
(ELT) ex vivo del inéculo es la forma mas efectiva de

Donante f\ ﬂ
[
Receptor ﬁ J
% D 10% f\ i
% D 5% A
W~ M I N B )\

Figura 3. Sensibilidad de la técnica de la PCR/STR para el
andlisis del quimerismo hematopoyético. “% D” corresponde
al porcentaje de ADN del donante en la muestra analizada.

profilaxis de la EICH. Sin embargo, la ELT se asocia
a un incremento en los fallos del implante y en las re-
cidivas. En un grupo de 22 pacientes sometidos a
alotrasplante con ELT mediante seleccién positiva
de células CD34+analizamos de forma prospectiva
el estado del quimerismo en linfocitos Ty en neutré-
filos mediante PCR/STR®. En el 77% (17/22) de los
pacientes se detecté un QM a una mediana de
2 (1-16) meses postrasplante (fig. 4). En cambio, la
frecuencia del QM en pacientes que recibieron un
alotrasplante sin ELT (n = 18) fue sélo del 17 %
(3/18; p=0,0003). Esta diferencia fue debida a una
mayor frecuencia de QM en linfocitos T (QMLT) en
el grupo de pacientes tratados con ELT (72,3 frente
a 5,5%; p=0,0001). Esta alta frecuencia de QMLT
en el grupo de ELT se observé a pesar de que en este
grupo de pacientes se administré una dosis mayor
de irradiacién corporal total (13 Gy frente a 12 Gy)
y una cantidad mayor de células CD34+ (mediana
de 4,8 x 105/kg frente a 2,9 x 10%/kg; p = 0,04).
Estos resultados permiten destacar el papel funda-
mental que desempenan los linfocitos T del donante
para eliminar las células linfoides T residuales del
receptor, las cuales pueden comprometer el implan-
te hematopoyético, sobre todo en el alo-TSP/ELT.
Sin embargo, la presencia de un QMLT no se asocié
a un fallo del implante hematopoyético en la mayo-
ria de los pacientes. Asi, en 13 de los 17 pacientes
(76,5%) con un QMLT, la presencia de linfocitos T
del receptor fue transitoria o se mantuvo estable a lo
largo de muchos meses tras el trasplante, y sélo en
4 casos (23,5 %) progresd y se acompaiié de panci-
topenia o fallo del implante, de forma similar a
como se ha publicado previamente'’. En estos 4 pa-
cientes el porcentaje de linfocitos T del receptor fue
superior al 30% (fig. 5), mientras que sélo en uno de
ellos se mantuvo a lo largo del tiempo, con un por-
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Figura 4. Analisis del quimerismo en el alo-TSP/ELT.
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Figura 5. Quimerismo mixto en linfocitos T asociado a fallo de
implante (% componente del receptor > 30 %).

centaje entre 15-65% en los 3 afos de seguimiento,
habiendo presentando tnicamente una pancitope-
nia transitoria. En los tres pacientes en los que el
QMLT evolucioné a fallo de implante se habifa in-
fundido una dosis de linfocitos T de 0,1 x 10%/kg,
mientras que se infundieron 0,3 x 10%/kg células

CD3+ en el paciente que, atin alcanzando un por-
centaje de linfocitos T del receptor superior al 30 %,
sélo presenté una pancitopenia transitoria®. Esta
persistencia de QMLT estable tras un trasplante con
ELT y sin repercusién clinica en el implante hemato-
poyético ha sido comunicada por otros autores'"'?.

La relacién del QMLT con la recidiva leucémica es
controvertida. Mientras que algunos autores han co-
municado la existencia de una incidencia mayor de
recidiva en los pacientes con QMLT respecto a aque-
llos con QC en linfocitos T (QCLT)', en nuestro es-
tudio®, y en otros™'* no se ha observado dicha aso-
ciacién. Por el contrario, estudios recientes sugieren
que la presencia de un cierto grado de componente
linfohematopoyético del receptor podria favorecer el
efecto antileucémico tras la infusién de linfocitos del
donante'®. En cuanto a la EICH, algunos autores han
observado una tendencia a una incidencia menor de
EICH aguda grados II-IV en pacientes con QMLT'®"7,
apoyando el concepto de que las células linfoides T
del receptor pueden inducir tolerancia de las células
hematopoyéticas del donante. Asi pues, en nuestro
estudio, ninguno de los 17 pacientes con QMLT de-
sarrollé una EICH aguda grados II-IV, mientras que si
lo hicieron 5 de los 23 pacientes con el 100 % de lin-
focitos T del donante (p = 0,06).

La incidencia de QM mieloide (QMMi) fue bajay
similar en ambos grupos de pacientes. A diferencia
de lo observado en los pacientes con QMLT, en los
que esta situaciéon permanecia estable en el tiempo
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Figura 6. Andlisis del quimerismo en linfocitos T y en neutrdfilos tras alo-TIR “no-mieloablativo”.

sin consecuencias clinicas, la presencia de células
mieloides del receptor tras el trasplante se acompafié
de una recidiva leucémica en 5 de los 7 (71 %) pa-
cientes con QMMI, todos ellos afectados de leuce-
mia mieloide crénica. Roman et al'®'® demostraron
que la existencia de un QMMi con incremento pro-
gresivo del componente del receptor tiene un valor
adicional como factor predictivo de la evolucién cli-
nica en los pacientes con el reordenamiento
BCR-ABL positivo tras un alotrasplante. De forma si-
milar, estudios recientes han demostrado que en pa-
cientes que presentaban una recidiva tardia de leuce-
mia aguda o de sindrome mielodisplasico tras un
alotrasplante, las Gnicas células originarias del recep-
tor eran las leucémicas®. Estos hallazgos permiten en-
fatizar la utilidad del andlisis secuencial del estado
del quimerismo hematopoyético en subpoblaciones
celulares separadas que incluyan la linea celular leu-
cémica, con la intencién de detectar precozmente la
recidiva y asi poder interrumpir la administracién de
farmacos inmunodepresores o de ILD en pacientes
con un porcentaje creciente de células receptor, es-
pecialmente en aquellos con enfermedades sensibles
al efecto del injerto contra la leucemia (ICL).

Quimerismo en el trasplante alogénico
con acondicionamiento de intensidad
reducida tipo “no mieloablativo”

El tipo de trasplante alogénico con acondiciona-
miento de intensidad reducida (alo-TIR) que hemos

empleado en nuestra institucién es el denominado
“no mieloablativo”, en el que se emplea un régimen
de acondicionamiento con la intensidad minima ne-
cesaria para lograr un implante hematopoyético
completo y un efecto ICL con el cual erradicar la he-
mopatfa maligna®.

En nuestra institucién se han incluido en este pro-
tocolo de microtrasplante a 10 pacientes adultos
consecutivos, con enfermedades hematoldgicas ma-
lignas, que disponfan de un hermano HLA idénti-
co?'. En cinco de estos pacientes la enfermedad se
encontraba en progresién en el momento del tras-
plante. Todos los pacientes recibieron fludarabina
30 mg/m? IV los dias -4 a -2, seguida de irradiacién
corporal total 2 Gy el dia 0. Como profilaxis de la
EICH se administré CsA desde el dia -1 y MMF PO
desde el dia 0. El MMF se interrumpia a los 60 dias
y la CsA a los 60-120 dias si los pacientes no desa-
rrollaban EICH aguda grado superior a |. La media-
na (extremos) de células CD34+ infundidas fue de
5% 10%/kg (2,3-8,7). Todos los pacientes fueron tra-
tados en régimen ambulatorio y la mortalidad rela-
cionada con el trasplante fue de 10 %.

En cuanto a los estudios de quimerismo, en todos
los pacientes se observé algtin grado de implante del
donante tras el trasplante (fig. 6). Un paciente afec-
tado de mielofibrosis idiopdtica, tras un QMLT y en
neutrdfilos transitorio, presenté un rechazo del im-
plante recuperando el 100 % de la hematopoyesis
autéloga (fig. 7). El momento en el que se alcanzé
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Figura 7. Reconstitucién autéloga tras alo-TIR “no
mieloablativo”.

un QC fue diferente en el compartimiento linfoide T
y en el mieloide, de tal manera que, tras un implante
parcial precoz de linfocitos T, el QCMi precedié al
QCLT (fig. 8). Asi, la mediana de dias para un QCMi
fue de 42 (28-90), mientras que fue de 110 (56-150)
en el compartimiento de linfocitos T (p = 0,002)
(tabla 1). Estos resultados son similares a los obte-
nidos en otros estudios de alo-TIR “no mieloablati-
vo”1%?2 'y contrastan con los observados en series de
pacientes tratados con regimenes de acondiciona-
miento mads intensivos, en los cuales el implante lin-
foide T completo precede al mieloide?. En este mis-
mo sentido, el establecimiento de un QCLT precozy
mantenido tras un alo-TIR se ha considerado un fac-
tor fundamental para alcanzar una plena reaccién
|CL23’24.

En este estudio hemos observado una progresién
o recidiva precoz de la enfermedad de base en el
80 % de los pacientes, porcentaje que resulta muy
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Figura 8. Cinética del implante tras alo-TIR “no mieloablativo”.

elevado, teniendo en cuenta los resultados tras el
alo-TPH convencional. Este hecho ha podido pro-
ducirse como consecuencia, por un lado, de la ad-
ministracién de un régimen de acondicionamiento
con escaso poder antitumoral y, por otro, del retra-
so en conseguir un QCLT tras el trasplante. Este he-
cho es especialmente importante, teniendo en cuen-
ta que la mediana de dias para la recidiva o la
progresion fue de 68 dias (15-335). Este es uno de

Tabla 1. Analisis del quimerismo en linfocitos Ty en neutrdfilos tras un alo-TIR “no-mieloablativo”

Dia + 14 (% D) Dia + 28 (% D) Dia + 56 (% D) Dia + 90 (% D) Dias para OC
Lineas celulares (n=7) (n=10) (n=10) (n=9) (mediana)
Linfocitos T 53 (0-65) 60 (0-85) 65 (35-100) 81 (0-100) 110 (56-150)
(n=6)
Neutrofilos 0 (0-65) 80 (0-100) 100 (53-100) 100 (0-100) 42 (28-90)
(n=9)

% D: porcentaje de células del donante; QC: quimerismo completo.
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los inconvenientes del alo-TIR “no mieloablativo”,
dado que la capacidad del alo-TPH convencional
para erradicar la hemopatia maligna depende tanto
del efecto ICL como de la intensidad del régimen de
acondicionamiento. Nuestros resultados apoyan
que la respuesta antitumoral en este tipo de tras-
plante ocurre exclusivamente en aquellos pacientes
en los que se produce un implante hematopoyético
del donante prolongado?. Asi, sélo 1 de los 9 pa-
cientes (11 %) analizados habian alcanzado un
QCLT en el momento de la recidiva o progresién.
Tras analizar los factores que podian influir para
conseguir un implante linfoide T completo tras el
alo-TIR “no mieloablativo”, el estado de la enferme-
dad hematoldgica en el momento del trasplante fue
el méas estrechamente asociado con alcanzar un
QCLT. Asi, los 5 pacientes (100 %) con enfermedad
en remisién o estable antes del trasplante alcanza-
ron un QCLT, mientras que esto ocurrié Unicamen-
teen 1 delos 5 (20 %) que recibieron el trasplante
con enfermedad en progresién (p = 0,05)?". Por tan-
to, en los pacientes con la enfermedad en progresién
podria ser necesario aumentar la intensidad del régi-
men de acondicionamiento. Otra alternativa seria
administrar quimioterapia sistémica o anticuerpos
monoclonales conjugados tras el trasplante, con la
finalidad de controlar la actividad de la enfermedad,
evitando una progresién precoz, y asi permitir el de-
sarrollo del efecto ICL. En este sentido, dos pacien-
tes afectos de leucemia mieloide crénica en fase ace-
lerada recibieron tratamiento con imatinib desde los
dias 0y +15 del trasplante, respectivamente. Con
este tratamiento pretrasplante asociado al régimen
de acondicionamiento se consiguié una reduccién
significativa de la cifra de leucocitos y permitié al-
canzar un implante mieloide completo en ambos
casos.
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