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Resumen del simposio

La célula natural killer (NK) es una célula hematopoyética con morfologia de linfocito de gran tamano y
citoplasma pdlido abundante conteniendo granulos azurdfilos citoplasmdticos (linfocito grande granular).
Estas células suponen un 10-15% de las células mononucleadas en una sangre periférica normal.

Su funcién e inmunofenotipo son similares a las del linfocito grande granular (LGG)-T pero a diferencia de
éste, la célula NK carece de la expresién de CD3 de superficie y del gen receptor de células T (TCR) tanto en
la célula normal como en los patrones patoldgicos. El marcador caracteristico es el CD56 aunque este anti-
geno lo pueden expresar también las células mielomatosas; células dendriticas; algunos LGG-T; los blastos
de ciertas leucemias mielobldsticas agudas y otras células extrahematopoyéticas.

Ontogénicamente la célula NK procede de un progenitor CD34+ de la médula ésea, a partir del cual se di-
ferenciard la célula NK, el linfocito Ty la célula dendritica. Se supone también un origen timico siendo el
complejo IL-7 fundamental para su desarrollo

Los precursores mas inmaduros expresan el antigeno CD161 e irdn adquiriendo secuencialmente los
CD56, CD16 y CD94. Ocurren cambios fenotipicos durante los procesos de activacién aguda (aumento de
expresion de HLA-DR, CD38, CD11ay CD45R0O) y crénica (aumento de la expresién de CD57 y CD2 junto
con la disminucién de CD7, CD11b, CD11¢, CD38, CD45RO y HLA-DR).

La funcién de los linfocitos NK es matar las células diana. Proliferan de forma controlada para destruir las
células infectadas por virus o las células tumorales. La proliferacién auténoma refleja la patologia tumoral.

El mecanismo de accién asesina se realiza mediante fenémenos de apoptosis activados por la via fas o por
exostosis (mediando las granzimas y peforinas contenidas en sus granulos citoplasmaticos).

La morfologia de la célula NK tumoral es variable, las células mds inmaduras muestran una apariencia
blastica (parecida al linfoblasto L2) con cromatina hipercromatica o vesicular sin granulos azuréfilos pro-
minentes citoplasmadticos. Las mas maduras son de diferentes tamafos y contienen granulos citoliticos en su
citoplasma TIA-1 positivos.

En las proliferaciones malignas de la célula NK son caracteristicas las lesiones histolégicas angiodestruc-
tivas asi como los focos de necrosis y apoptosis. En la médula ésea puede haber hemofagocitosis. El infil-
trado cutdneo caracteristico esta limitado a la dermis pudiendo extenderse a la grasa subcutdnea sin epi-
dermotropismo.

Las neoplasias NK aparecen con mads frecuencia en el continente asidtico (Chinay Japén) en México y
América del Sur. Se postula que en su patogenia intervienen factores genéticos y ambientales como el virus
de Epstein-Barr (VEB) (integracién clonal del virus en la célula neoplésica).

La demostracién de malignidad es dificil ya que carece de una marca genética propia. En nuestro medio la
escasa incidencia del VEB hace dificil la confirmacién de la clonalidad del proceso que queda restringido a
patrones de expresidn génica asociados a la inactivacién del cromosoma X en mujeres y sobre células puri-
ficadas. Se ha postulado la expresién de un fenotipo aberrante CD56-/+ débil como marcador de clona-
lidad en los procesos neopldsicos de célula NK. La anomalia cromosémica mas caracteristica, aunque de
infrecuente aparicién, es la pérdida de ADN del cromosoma 6q.

La patologia tumoral NK es de muy rara presentacién lo que complica atin més el diagndstico que
frecuentemente se realiza por exclusién de otros procesos tumorales de linfocitos T o B o de patologia
mieloblastica.

La presentacién clinica, morfoldgica e inmunofenotipica es heterogénea. Siguiendo la clasificacién de la
Organizacién Mundial de la Salus (OMS) las neoplasias NK se clasifican en tres categorfas: linfoma blésti-
co NK; leucemia agresiva NKy linfoma extranodal NK/T. Las formas indolentes se conocen como linfocito-
sis crénicas de células NK.
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Los procesos malignos originados por la célula NK muestran cierta predileccién por territorios extrano-
dales, afectando principalmente a la zona nasal (linfoma nasal NKy tipo nasal), piel, tracto gastrointestinal,
vias respiratorias altas y testiculos.

El diagnéstico diferencial de la patologia de precursores NK se debe hacer principalmente con la leuce-
mia de células dendriticas plasmacitoide CD4+/CDS56+; con la patologia tumoral T que expresa CD56
y con la leucemia aguda mielobldstica CD56+ aunque algunos autores rechazan la existencia de esta ul-
tima entidad.

La mayoria de los pacientes afectados de proliferacién crénica NK se encuentran asintomaticos por lo que
estd indicada la politica de “esperar y ver”. Si aparece un sindrome constitucional o sintomatologia secun-
daria a citopenias se puede comenzar un tratamiento. La prednisolona ha demostrado eficacia si coexiste
una vasculitis asociada, y fiormacos inmunosupresores (ciclofosfamida o ciclosporina A) en el caso de pre-
sentar clinica derivada de citopenias. Las formas localizadas pueden remitir temporalmente con radiotera-
pia, combinada o no con quimioterapia.

El curso de las leucemias y linfomas agresivos NK es fatal y la mayoria de regimenes de quimioterapia
aplicados han fracasado debido en parte a la hiperexpresién de las células neoplasicas del gen de resistencia
a farmacos. Los protocolos que incluyen antraciclinicos parecen ser mas efectivos en el tratamiento de es-
tos procesos. La consolidacién con quimioterapia a altas dosis seguida de trasplante de progenitores he-
matopoyéticos puede ser una opcidn terapéutica. El trasplante no mieloblativo y la terapia con el anticuer-
po monoclonal anti-VEB abren una nueva via en el intento de conseguir remisién este tipo de tumores.

A lo largo de este simposio se desarrollardn los puntos anteriormente referidos con la intencién de
alcanzar un conocimiento actualizado de la célula NK desde el punto de vista morfoldgico, ontogénico e
inmunofenotipico, asi como una aproximacién a la clinica que produce su expansién y las actuales pau-
tas de tratamiento.
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Human NK cells are defined as CD3- CD56+ lym-
phocytes capable of mediating cell-mediated cyto-
toxicity and production of proinflammatory cy-
tokines (i.e. IFNvy, TNF-a). NK cells are involved in
the early innate immune response against microbial
pathogens and may react as well against tumours
and normal allogeneic/xenogeneic cells. A number of
functionally different NK cell subsets can be defined
according to the expression of surface molecules’.

It is well established that NK cell activity is repressed
upon specific recognition of MHC class | molecules
by different inhibitory receptors that belong to the
Immunoglobulin or C-type lectin superfamilies, and
are shared by some T lymphocyte subsets. Killer im-
munoglobulin-like receptors (KIR) constitute a gene
family located in human chromosome 19q13.4%
Different KIR haplotypes that include only partially
overlapping sets of genes have been identified, thus de-
termining a remarkable degree of immunogenetic vari-
ability. A group of KIRs (i.e. KIR2DL and KIR3DL) dis-
play cytoplasmic Immunoreceptor Tyrosine-based
inhibition motifs (ITIM) which upon phosphorylation
become docking sites for the SHP-1 protein tyrosine
phosphatase involved in the inhibitory signalling. Oth-
er KIR proteins bear shorter intracytoplasmic domains
lacking ITIMs (i.e. KIR2DS/3DS) and contain a char-
ged transmembrane residue (Lys) interacting with
DAP12, an Immunoreceptor Tyrosine-based Activa-
tion Motif (ITAM)-bearing adapter that connects
these receptors to protein tyrosine kinase (PTK) acti-
vation pathways. Some inhibitory KIR discriminate
groups of classical HLA class | allotypes (HLA-C,
HLA-B or HLA-A) that share structural features at the
a1 domain. On the other hand, a number of triggering
KIR have been shown to interact as well with HLA class
I molecules, though with an affinity lower than their
corresponding inhibitory counterparts; the ligands for
other KIR have not yet been defined. KIR genes are not
found in mice and their biological role is undertaken
by members of the Ly49 family of C-type lectins, that
includes as well inhibitory and activating molecules
coupled to signaling pathways, similarly to KIR.

The Ig-like transcript (ILT) or leukocyte Ig-like re-
ceptor (LIR) gene family, that flanks the KIR loci at
chromosome 19p13.4, encode for surface molecules
(CD85) that are preferentially expressed by cells of
the myelomonocytic lineage®. Some ILT (LIR, CD85)
molecules contain cytoplasmic ITIM that recruit ty-
rosine phosphatases (i.e SHP-1), whereas others dis-
play a charged transmembrane residue (Arg) and as-
sociate to the FceR y chain. Among the first group,

ILT2 (LIR-1) and ILT4 (LIR-2) interact with a broad
spectrum of class | molecules®; moreover, ILT2
(CD85j) binds with higher affinity to the UL18
HCMV glycoprotein. ILT2 (CD85j) is detected on
subsets of NK cells, T lymphocytes, B cells, and mo-
nocytes/macrophages, whereas ILT4 is selectively ex-
pressed by the latter. The nature of the ligands for
other members of the ILT/LIR family and their
murine homologues (PIR) remains unknown.

CD94 and NKG2 are lectin-like type Il integral mem-
brane glycoproteins that are encoded together with
other members of the C-type lectin superfamily at
the NK gene complex (NKC) in human chromosome
12 and mouse chromosome 6. The CD94/ NKG2A
heterodimer constitutes an inhibitory receptor that re-
cruits SHP-1 through the ITIM-bearing NKG2A sub-
unit, whereas CD94/NKG2C forms a triggering re-
ceptor linked to DAP12. HLA-E is the specific ligand
for both CD94/NKG2A and CD94/ NKG2C recep-
tors®. This oligomorphic class Ib molecule presents
peptides derived from the signal sequences of some
HLA class | allotypes, by a process requiring function-
al TAP and tapasin. Thus, detection of HLA-E by the
CD94/NKG2A receptors represents a sensor mecha-
nism that broadly probes the status of HLA class |
biosynthesis. Recently, an HSP60-derived peptide was
shown to potentially compete with endogenous class
I-derived nonamers for binding to HLA-E in transfec-
tants. The corresponding MHC/peptide complex was
not recognized by CD94/NKG2A, rendering cells sub-
ject to stress conditions vulnerable to an NK-mediated
attack. Further studies are required to determine
whether this mechanism represents a general feature
of immune surveillance against virus-infected and tu-
mor cells. CD94 and NKG2 orthologues have been
identified in rodents; the murine CD94/NKG?2 recep-
tors interact with the Qa-1b class Ib molecule that
constitutes the functional homologue of HLA-E.

The spectra of class la HLA molecules covered by
inhibitory KIR and, indirectly, by CD94/NKG2A are
only partially overlapping and, therefore, both recep-
tor systems complement each other to monitor the
surface expression of most class | molecules. Other
inhibitory receptors in the control of NK cell function
have been identified but their physiological relevance
remains uncertain. It is of note that a number of NK
cell subsets express different combinations of NKR,
thus allowing the system to efficiently react against
variable alterations of MHC class | expression.
Though acquisition of NKR specific for HLA-class |
molecules appears to be a stochastic process that oc-
curs during development, there is evidence that inter-
action with their ligands may contribute to shape the
NKR repertoire®. A precise analysis of NKR becomes
important for the application of immunotherapy pro-
tocols combined with allogeneic stem cell transplan-
tation to treat myeloid leukaemia patients®.

Similarly to the well-characterized low-affinity re-
ceptor for IgG (FcyR-Ill or CD16) responsible for an-
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tibody-dependent cell mediated cytotoxicity (ADCC),
a number of NK-associated triggering receptors be-
longing to the IgSF have been shown to be connect-
ed to PTK signaling pathways through ITAM-bearing
adapters’. Among them, NKp46 is a natural cyto-
toxicity receptor (NCR) specifically expressed by NK
cells that is coupled to the { or y adapters, activating
NK cytotoxicity and cytokine production upon
recognition of still undefined cellular ligand(s). Data
supporting that NKp46 may specifically recognize
some viral antigens (i.e. influenza hemagglutinins)
have been reported. The nature of the molecules rec-
ognized by the DAP12-associated NKp44 and the
{-linked NKp30 NCR also remains unknown. NCR
ligands may be constitutively expressed by different
cell types, and it is believed that these triggering re-
ceptors operate when class | molecule expression is
down-regulated in tumor and infected cells reducing
the control by their specific inhibitory receptors.
NKG2D is a lectin-like receptor conserved in human
and rodents that is encoded within the NKC and is ex-
pressed by NK cells, T lymphocytes and macrophages®.
NKG2D alternatively interacts with two different
adapters, i.e. DAP12 or DAP10, which respectively
couple it to either PTK or PI3-Ksignalling pathways. In
fact, NKG2D has been reported to function in different
cell types either as a triggering receptor or, alternative-
ly, as a co-stimulatory molecule that enhances activa-
tion in conjunction with other PTK-linked receptors
(i.e. CD3/TcR). Human and murine NKG2D recep-
tors promiscuously interact with a variety of stress-in-
ducible class I-related molecules, also detected in
transformed and virus-infected cells. Five different lig-
ands have been defined for human NKG2D, including
the polymorphic MICA/B molecules and a family of
class I-related proteins termed “UL16 binding pro-
teins” (ULBP). Similarly, mouse NKG2D recognizes dif-
ferent stress-inducible molecules, including members
of the retinoic acid early inducible-1 (RAE-1) family
and H60. The existence of viral escape mechanisms
that specifically interfere with the expression of NKG2D
ligands indirectly underlines the importance of this re-
ceptor in the response against virus-infected cells.
Most families of leukocyte inhibitory receptors in-
clude members with an activating function (i.e.
KIR2DS and CD94/NKG2C) whose physiological role
remains largely undefined. It has been hypothesized
that these receptors trigger cytotoxicity and cytokine
production when the dominant control by inhibitory
receptors falls beneath a critical threshold. As the
affinity of stimulatory NKR for class | molecules ap-
pears generally lower than that of their inhibitory
counterparts, either a preferential down-modulation
of the inhibitory ligand and/or an increase of the acti-
vating NKR avidity should occur. Remarkably, recent
reports support that at least some activating NKR may
directly interact with microbial products®. In this re-
gard, Cmv-1 was originally defined as an inherited trait
determinant of the variable susceptibility to murine

CMV (MCMV) infection, and was subsequently identi-
fied as the Ly49H gene. This member of the lectin-like
Ly49 family associates to DAP12 and plays a pivotal
role in the defence against MCMV infected cells, trig-
gering NK cell functions upon its interaction with the
m157 viral protein. This has prompted the search for
virus-derived molecules that may constitute ligands for
other “orphan” activating molecules.

A number of studies have addressed the NK cell dif-
ferentiation/maturation events which take place
mainly in the bone marrow during adult life’®. There is
evidence that the NK cell lineage originates from com-
mited lymphoid precursors; yet, the picture of the
process that leads to the generation of NK cell pre-
cursors (NKP) is still incomplete. Human CD34+ cells
may differentiate to NKP either upon interaction with
stromal cells or in the presence of a cytokine combi-
nation including stem cell factor (SCF), FMS-like ty-
rosine kinase 3 ligand (FLT3L) and IL-7. Transcription
factors crucial for hematopoietic differentiation (i.e.
PU.1) and lymphopoiesis (lkaros) are required for NK
cell development. NOTCH1 and PAXT1 are key regula-
tors for the development of the T and B cell lineages,
respectively, wheras an equivalent “switch” for NK
cells has not been yet identified. Yet, it has been pro-
posed that some inhibitors of the basic helix-loop-he-
lix (bHLH) family of DNA-binding proteins, that reg-
ulate lymphoid development, might have a key role in
commitement to the NK cell lineage by diverting T and
B cell differentiation. NKP express the IL-2R3 chain
and differentiate in vitro to NK cells in response to
IL-15 or IL-2; IL-15 appears essential for NK cell mat-
uration. The y chain of the IL-15R, shared by other cy-
tokine receptors, is critical for both NKand T cell dif-
ferentiation, as illustrated by the phenotype of
patients with mutations in the corresponding gene
that suffer a severe combined immunodeficiency.

Maturation of NK cells leads to the sequential ex-
pression the surface molecules/receptors described
above and to the development of effector functions
(i.e. cytototoxicity and cytokine production). At the
earliest stages, human immature NK cells express
NKR-P1 (CD161), a lectin-like molecule of unknown
function. Subsequently, CD56 and CD94/NKG?2 are
displayed, followed at later stages by CD16, NCR
and KIR. Immature NK cells mediate cytolytic activi-
ty involving TRAIL (TNF-related apoptosis inducing
ligand) whereas perforin- and CD95L-dependent cy-
totoxicity are only developed upon maturation.

Two major NK cell subsets have been convention-
ally defined according to the expression intensity of
CD56. The CD56 high (CD56hi) subset constitutes
a minority of peripheral blood NK cells expressing
CD94/NKG2A, which display low cytolytic activity
but actively produce cytokines. The CD56hi subset is
believed to represent a less differentiated stage than
CD56low (CD56lo) and account for the majority of
NK cells found in the decidua in close contact with
the extravillous cytotrophoblast during pregnancy.
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CD56hi cells express L-selectin and CCR7 which pro-
mote their homing to lymph nodes; by contrast, the
CD56lo subset responds to CXCL8 and fractalkine
comparably to neutrophils.

The expanding knowledge on the molecular basis
for NK cell differentiation and function is expected
to provide clues to better understand their role in the
innate response against pathogens, tumors and
transplants, as well as in the immune maternal-
foetal interaction. These concepts are essential to
build up the rationale for eventual immunothera-
peutic applications.
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Resumen
En la dltima década se han alcanzado importan-
tes avances en el estudio de la biologfa de las células

natural killer (NK), que han llevado a a) una mejor
comprensién de su funcién en la respuesta inmune
en la que participan una gran variedad de receptores
implicados en su funcién citotéxica, y b) conocerse
que ésta depende de un fino equilibrio entre sefiales
activadoras e inhibidoras mediadas por estos recep-
tores. Pese a los notables avances en el conocimiento
de la biologia de las células NK, esto no se ha tradu-
cido de forma directa en una mejor comprensién de
las neoplasias de células NK, tanto desde el punto
de vista diagndstico, como en relacién a la clasifica-
cién de las mismas, debido en gran parte a la
carencia de marcadores de clonalidad y a la hetero-
geneidad existente dentro de estos cuadros. En el
presente trabajo se revisan brevemente los aspectos
mas relevantes de la ontogenia de las células NK, el
fenotipo de las células NK normales y sus subpobla-
ciones, tanto en situacién basal como en situacio-
nes de activacién aguda o crénica, para describir fi-
nalmente las caracteristicas inmunofenotipicas de las
neoplasias de células NKidentificadas hasta la fecha.

Introduccién

Las células NK son células hematopoyéticas con as-
pecto de linfocito grande granular (LGL) que repre-
sentan aproximadamente el 10-15% de todos los lin-
focitos circulantes en sangre y del bazo'. In vivo, las
células NK se originan a partir de un precursor hema-
topoyético CD34+ de médula 6sea, posiblemente
con capacidad de diferenciacién multilineal a linfoci-
to T, célula NKy célula dendritica®®. Ademds, pueden
generarse también células NKin vitro, a partir de pre-
cursores timicos y de higado fetal*®. Desde el punto
de vista funcional, las células NK muestran: a) meca-
nismos efectores de la respuesta inmune caracteristi-
cos de respuestas citoliticas mediadas por anticuer-
pos y antigenos de histocompatibilidad (HLA), entre
otras moléculas y, b) funciones inmunorreguladoras
mediadas por citocinas"’”.

Hasta la fecha, se han identificado varios tipos de
enfermedad linfoproliferativa de células NK (SLP-NK).
En general, los SLP-NK presentan un espectro clinico
variable que incluye desde formas indolentes a neo-
plasias agresivas que, independientemente de las
medidas terapéuticas adoptadas, conllevan una evo-
lucién fatal. Las formas clinicas mds agresivas mues-
tran una distribucién geografica caracteristica, pre-
dominando en paises asidticos; ademds se asocian
con infeccién por virus de Epstein-Barr (VEB) e infil-
tracién extraganglionar acompafada por sindrome
hemofagocitico'®. Habitualmente estas neoplasias
se distribuyen en dos grandes grupos de acuerdo
con su patrén de infiltracién'': a) linfoma NK nasal
y “tipo-nasal”’?'% y b) leucemia/linfoma agresivo
NK'". Las formas indolentes se conocen como linfo-
citosis crénicas de células NK o SLPC de LGL-NK'"'8,
El uso del término linfocitosis (y no leucemia) para
designar a los SLPC de LGL-NK esta directamente re-
lacionado con la dificultad en: a) establecer el cardc-



256 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, supl. 4, octubre 2004

Células estromales

c-kitL . .

flt-3L

Célula

CD34+

CD34+

CD117+ CD13+/-

CD135+ CD33 +/—

CD38+ CD38+

HLA DR+ HLA DR+

CcD10- CD10+

CD45+/— CD45RA+ Precursor

NK/CD5

CD44++
CD5-
CD34+

Precursor
CD5

Células estromales

=

IL-12/IL-15 CD34-

Precursor Célula NK gg?g?

Célula NK inmadura N
CD16+/—
CD94-

CD44++

CD5-

g834+ CD34-

CD1oms Célula NK\ CD56+

D1
CD56- madura ) CD16+

CD94+

Figura 1. Modelo hipotético de diferenciacién NK con los cambios fenotipicos que conllevaria. CD5: célula dendritica.

ter (mono)clonal de estas expansiones NK, y b) ha-
cer el diagnéstico diferencial con procesos reactivos
asociados a diferentes enfermedades y situaciones
patoldgicas'?°.

En este trabajo revisaremos la ontogenia y el fe-
notipo de las células NK normales y activadas y las
caracteristicas fenotipicas mds relevantes de las neo-
plasias de células NK.

Diferenciacion de las células NK

En la actualidad los conocimientos sobre la dife-
renciacién in vivo de las células NK; a partir de precur-
sores hematopoyéticos CD34+, siguen siendo esca-
sos. Aun asi, se sabe que de forma similara lo que
ocurre con los linfocitos Ty B, la maduracién de célu-
las NK ocurre en dos etapas: a) diferenciacién desde
un precursor indiferenciado CD34+ comprometido
a célula NK hasta la célula NK madura circulante, y
b) activacién tras el reconocimiento de células diana.

Hoy se cree que la célula NK se origina a partir de
un precursor CD34+ comun a células T, NKy célula
dendritica. Estudios secuenciales in vitro han sugeri-
do un modelo hipotético de diferenciacién NK a
partir de este precursor CD34+>222_ Asi, los precur-
sores NK mds inmaduros expresarian el antigeno
CD161. Posteriormente, en su diferenciacion a cé-
lula NK madura, estos precursores adquiririan se-
cuencialmente reactividad para CD56, CD16 y final-
mente CD94. En la figura 1 se recogen de forma
esquemdtica los rasgos fenotipicos mds caracteristi-
cos de cada etapa de la diferenciacién NK.

Fenotipo de las células NK normales

Las células NK maduras se definen fenotipicamen-
te como linfocitos grandes granulares CD3-/TCR-/
CD56+ y/o CD16+. Dentro de las células NK se han
identificado dos subpoblaciones claramente dife-
rentes por su fenotipo: células NK CD56+ débil y cé-
lulas NK CD56++%*2°. Mientras que la primera sub-
poblacién de células NK predomina en la sangre
periférica, las células NK CD56++ son mds abundan-
tes en otros tejidos, incluida la placenta?®?’. Pese a
las similitudes existentes entre ambas subpoblacio-
nes de células NK, algunos autores®” sugieren que
éstas podrian originarse a partir de vias de diferen-
ciacién distintas. Desde el punto de vista fenotipico,
se observan también diferencias entre ambas subpo-
blaciones que sugieren que las células NK CD56++
podrian corresponder a una subpoblacién de célu-
las NK previamente activada (muestran una mayor
expresion de las cadenas del receptor de la IL2 CD25
y CD122, de HLADR y CD45RO unida a menor reac-
tividad para CD45RA) con mayor granularidad (ma-
yor “sideward light scatter” o SSC), un patrén de
reconocimiento de moléculas HLA distinto (las célu-
las NK CD56+ débil muestran menor reactividad
para CD94 asociada a mayor expresién de CD158ay
NKB1 que los linfocitos NK CD56++) y con requeri-
mientos distintos para proliferar o desencadenar fun-
ciones citoliticas (las células NK CD56+ débil presen-
tan menor expresion de CD7 y CD2 junto a una
mayor reactividad para CD16, respecto a los linfoci-
tos NK CD56++)?. Ademads se observan importantes
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diferencias en el patrén de expresién de moléculas de
adhesién entre ambas poblaciones de células NK; es-
tas diferencias podrian contribuir a explicar, al me-
nos en parte, la diferente distribucién tisular que pre-
sentan. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas
fenotipicas de ambas poblaciones de células NK.
Algunos autores han descrito la existencia de una
tercera subpoblacién de células NK agranulares, es-
casamente representada en la sangre periférica de
adultos con fenotipo CD56-/CD16+%°. Su mayor
frecuencia en la circulacién sanguinea en las prime-
ras etapas de la vida, apoyarfa la nocién de que esta
subpoblacién podria corresponder a células NK més
inmaduras y/o funcionalmente distintas®.

Fenotipos asociados a activacién
de las células NK

Desde hace tiempo se conoce que tras su activacion
in vitro, las células NK muestran importantes modifi-
caciones fenotipicas?>?. En los dltimos afios se han
producido ademds, importantes avances en el cono-
cimiento de los cambios fenotipicos que ocurren du-
rante la activacién in vivo de células NK?83%. Asi, hoy se
sabe que las células NK activadas muestran modifica-
ciones en el patrén de expresién de diferentes antige-
nos de los que merece destacar CD2, CD7, CD11a,
CD11b, CD11¢, CD38, CD45RO, CD45RA, CD57 y
HLADR?$%. Los cambios fenotipicos tempranos que
ocurren durante procesos de activacién aguda se re-
flejan en un aumento de la expresién de HLADR,
CD11a, CD38 y CD45RO junto con un descenso de
la reactividad para CD11b, CD45RA, expresién clara
de CD11cy escasa de CD57%%. Algunas de estas al-
teraciones, como por ejemplo la expresién de HLADR
y CD45RO, luego desaparecen; otras, como la dismi-
nucién de CD11b, se acenttian y otras sufren cambios
opuestos (p. €j., la expresiéon de CD38 y CD11c des-
pués de aumentar transitoriamente, disminuye y la ex-
presiéon de CDS57 tras disminuir inicialmente, se in-
crementa posteriormente). En estas etapas precoces
de la activaciéon NK la expresiéon de CD7 apenas se
modifica, mientras que la proporcién de células NK
que expresan CD2 suele incrementarse?®3°. En eta-
pas tardias de la activacién, asociadas a procesos cré-
nicos, las células NK circulantes muestran un aumen-
to de la reactividad para CD2 (homogéneo) y CD57
(fuerte y homogéneo) junto con una disminucién
acentuada de la expresién de los antigenos CD7 (he-
terogéneo), CD11b (débil), CD11c (débil y heterogé-
nea), CD38 (débil), CD45RO (negativo) y HLADR
(negativo/débil)?#3°. En la tabla 2 se resumen los
cambios fenotipicos mds relevantes que se observan
en las células NK de sangre periférica durante los pro-
cesos de activacién aguda y crénica con respecto a la
situacion basal.

Andlisis fenotipico de clonalidad NK
Uno de los mayores problemas que se plantean
en el diagndstico de las neoplasias de células NK
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las células NK
CD56+ débil y CD56++ de SP de sujetos sanos adultos

Subpoblacion CD56+d  Subpoblacion CD56++
CD2 77 £11% (+) 94 +3 (++)
CD7 991 (+++4) 945 (++++)
CD8 55 %16 (+/++) 54+ 13 (+/++)
CD11a 100 £0 (++) 100 £ 0 (+)
CD11b 92+ 13 (+) 84+ 8 (+)
CD11c 72124 (+d/+) 92+ 6 (+)
CD16 98 +2 (+) 28 £16 (+d)
CD25 1+1(+d) 22+9(+d)
CD38 99+2(+) 99 +2 (+)
CD44 100 £ 1(+d) 100 £2 (+)
CD45RA 100 £0 (++) 98 £ 2 (+)
CD45RO 4+4(+d) 12 +5(+)
CD56 100 £ 0 (+) 1000 (++++)
CD57 66+ 14 (+++) 141
CD62L 14+7(+d) 100 £ 0 (+ d/+)
CD9%4 5911 (+d/+) 98 £ 3 (+/++)
CD122 100 £ 0 (+d) 100+ 0 (+)
CD158a 18£8 (+d) 1+0
CD161 83+ 11 (+d/+) 59+ 25 (+d)
HLA DR 23113 (+) 8318 (+)
NKB1 16+ 16 (++) 01

Resultados expresados como media + desviacion estdndar del porcentaje
de células positivas (intensidad de expresion de las células positivas: + d:
positivo débil; + : positivo moderado; + + : positivo; + + + : positivo
fuerte; ++++ : positivo muy fuerte). SP: sangre periférica.

Modificada de Lima et al, 2001, ref. 28.

maduras es la demostracién de su naturaleza
(mono)clonal. Mientras que en el caso de las neo-
plasias de linfocitos Ty B, el estudio de los patro-
nes de reorganizacién de los genes que codifican
para el receptor de célula T (TCR) y las inmuno-
globulinas permite asegurar la naturaleza clonal
de la enfermedad®"3?, no existen marcadores mo-
leculares equivalentes para las células NK. Ademas,
la escasa incidencia de alteraciones citogenéticas
recurrentes y, en nuestro medio, de infeccién por
VEB, hacen que desde el punto de vista molecular,
las tnicas aproximaciones metodoldgicas capaces
de confirmar o descartar el cardcter (mono)clonal
de una expansién NK queden restringidas al
estudio de los patrones de expresién génica asocia-
dos a la inactivacién del cromosoma X*3, que adin
asi son aplicables tinicamente en mujeres y sobre
células purificadas.

Al igual que ocurre con el repertorio de cadenas li-
geras de las inmunoglobulinas o de las familias de la
region Vbeta del TCR, algunos autores han sugerido
la existencia de patrones restringidos y altamente
controlados de expresién de receptores asociados a
células NK en subpoblaciones especificas de estas cé-
lulas. Hoy se conoce que la formacién de conjugados
entre las células NK'y las células diana constituye un
requerimiento para el desarrollo de una funcién cito-
|itica eficaz’34%%. Este reconocimiento depende de un
equilibrio finamente controlado entre sefiales media-
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las células NK maduras de sangre periférica de adultos sanos y con procesos reactivos

CDh2 cb7 CD11c CcD57
Sanos 74£11(+) 99+ 1 (++) 74£17 (+) 5618 (++)
Procesos agudos 799 (+) 99+1(+++) 8311 (+/++) 21£8(+)
Procesos crénicos 84115 (+) 99+ 2 (+/++) 60 £ 28 (+) 72116 (++)

Resultados expresados como media + desviacion estindar del porcentaje de células positivas (intensidad de expresion de las células positivas:
+ d: positivo débil; + : positivo moderado; + + : positivo; + + + : positivo fuerte). SP: sangre periférica. (Modificada de Lima et al, 2002°.)

das por receptores de muerte celular de la familia de
las inmunoglobulinas (KIR) como CD158, NKBT,
NKp30, NKp44 o NKp46 o tipo lectina (KLR) como
CD94 y CD1613%%73%_ Estos receptores inhiben o ac-
tivan células NK de una forma dependiente (CD94,
CD158,NKB1) o independiente (CD161) de su in-
teraccién con moléculas HLA de clase | y algunos de
ellos tienen expresién habitualmente restringida a
algunas subpoblaciones de células NK'. En este sen-
tido, algunos autores han sugerido que el patrén de
expresion de proteinas de algunas familias de es-
tos receptores como p58, podria ser distinto en cé-
lulas NK clonales y reactivas*’; sin embargo, sus ha-
llazgos preliminares no han podido ser confirmados
en otras series*’ ™.

Una posible alternativa a los estudios de clonali-
dad convencionales seria la demostracién de la ex-
presién de fenotipos aberrantes en células NK mo-
noclonales en contraposicién con los fenotipos
descritos anteriormente para las células NK norma-
les y reactivas/activadas, al igual que ocurre en otros
sindromes linfoproliferativos crénicos Ty B**7. En
este sentido, el estudio de los fenotipos de las células
NK maduras de sangre periférica de individuos sa-
nosy de las células NK activadas circulantes en pro-
cesos agudos y crénicos permiten, ademads de enten-
der mejor la fisiopatologia de las células NK, definir
criterios fenotipicos de (mono)clonalidad a través
de la identificacién de fenotipos NK aberrantes. Asi
pues, hoy conocemos que una importante propor-
cién de los pacientes con linfocitosis persistentes de
LGL-NK muestran expresién anormalmente débil de
CD56 (CD56-/+ débil), correspondiendo todos los
casos CD56-/+ débil analizados a expansiones mo-
noclonales de células NK*.

Neoplasias de células NK

En general, las neoplasias de células NK son relati-
vamente poco frecuentes y de dificil diagndstico.
Habitualmente podemos encontrar referencia en la
literatura médica a neoplasias de precursores NK
que incluirfan por un lado la leucemia mielobldstica
aguda NK (LMA/NK)*-%y por otra parte, el linfoma
blastico NK***'»2y a enfermedades linfoproliferati-
vas de células NK maduras entre las que se incluyen
la leucemia/linfoma agresivo de células NK; el linfo-
ma NK extranodal nasal y “tipo nasal” y las linfoci-
tosis de LGL-NK'"'8,

En las neoplasias presumiblemente derivadas de
precursores NK, el principal problema diagndstico
radica en la posibilidad de establecer de forma ine-
quivoca el origen NK de las células neoplésicas. La
ausencia de marcadores especificos de células NK,
junto al escaso conocimiento disponible sobre las
etapas tempranas de la diferenciacién normal de los
precursores NK llevan a que con frecuencia, el diag-
ndstico de estas entidades se fundamente en crite-
rios de exclusién de un posible origen mieloide o lin-
foide Ty B, junto con la expresién de marcadores
que como CDS56, aunque son caracteristicos de cé-
lulas NK, son poco especificos de esta linea celular
pudiendo expresarse en practicamente todas las de-
mas series hematopoyéticas (T, By mieloide) y en cé-
lulas no hematopoyéticas®®. Precisamente por este
motivo, queda aun por demostrar el poco probable
origen NK de las LMA/NK*%; de forma similar, tra-
bajos recientes han demostrado que al menos una
parte importante de los denominados linfomas
blasticos de células NK, en realidad corresponden a
leucemias/linfomas de células dendriticas que de
forma caracteristica muestran un fenotipo CD56+/
CD4+/7.14+/HLADR++/CD123++ en ausencia de
CD16, CD94, granzima, perforina u otros marcado-
res especificos de células con funciones citoliticas®*°.

Mas evidente es sin duda el origen NK de las neo-
plasias de células NK maduras que en ausencia de
reordenamiento de los genes TCR e IgH muestran
positividad para marcadores caracteristicos de cé-
lula NK como TIA1, CD94, CD16, granzima B, per-
forina, CD7 y/o CD2, entre otros>*>°8, Precisamen-
te por la gran similitud fenotipica entre las células
NK neoplasicas de estos pacientes y las células NK
normales asociada a la ausencia de marcadores de
clonalidad universales y bien establecidos, resulta
especialmente problematico dentro de este grupo, el
diagnéstico de las linfocitosis de LGL-NK.

De todas las neoplasias NK maduras, las linfocito-
sis de LGL-NK son el proceso mds frecuente. Suelen
presentarse en adultos aparentemente sanos, a par-
tir de la quinta década de la vida, realizindose con
frecuencia su diagndstico a partir de un hemograma
de rutina en el que se observa una linfocitosis leve o
moderada (< 20 x 10° linfocitos/l) persistente. En
sangre periférica, los linfocitos muestran un aspecto
maduro con la presencia de granulos citoplasmati-
cos que contienen perforina y granzimas. Fenotipica-
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(infecciones virales y/o neoplasias) agudos y crénicos asociados a activacién de células NK circulantes

CD11b CD38 CD11a HLA-DR CD45RA CD45RO
897 (+) 89+17(+) 1000 (++) 16+ 14 (+d) 100 £ 0 (+/++) 5+5(+d)
66+ 18 (+d) 100 + 0 (+/+ +) 100 £ 0 (+++) 9+12 (++4) 100 £ 0 (+) 23+£12(+d)
79+ 13 (+d) 80 126 (+d) 100 £ 0 (++/+++) 30 £ 26 (+) 100 £ 0 (+4) 7113 (+d)

mente se distinguen 3 grupos de expansiones de célu-
las NK maduras CD16+, por la expresién de CD56 y
CD2: a) LGL-NK CD56- o + débil/CD2+, b) LGL-NK
CD56+/CD2+, y ¢) LGL-NK CD56+/CD2-. El pri-
mer grupo representa alrededor de 40 % de los ca-
sos y suele asociarse con mayor infiltracién perifé-
rica, mientras que los restantes pacientes suelen
corresponder al segundo grupo (50-60%) y los casos
CDS56+/CD2- son raros (< 5%)*.

En el primer grupo, las células NK muestran un fe-
notipo aberrante con expresién anormalmente débil
de CD56 y CD7 y/o CD16. Este fenotipo aberrante
probablemente refleja la existencia de anomalfas ci-
togenéticas subyacentes de naturaleza clonal como
lo demuestran estudios recientes del patrén de inac-
tivacién del cromosoma X*3. Por el contrario, en los
otros dos grupos, el fenotipo es habitualmente casi
superponible al de células NK normales/activa-
das®*8. Aunque algunos autores** han sugerido que
el patrén de expresién de proteinas de algunas fami-
lias de receptores NK que como p58, podria ser dis-
tinto en células NK clonales y reactivas, sus hallazgos
preliminares no han podido ser confirmados en
otras series’’™. Ello hace necesaria en estos pacien-
tes, la investigacién de clonalidad mediante méto-
dos alternativos, de los que merece destacar por su
aplicabilidad, el test HUMARA de inactivacién del
cromosoma X*?.

Desde el punto de vista clinico, las linfocitosis
LGL-NK suelen cursar de forma indolente en ausen-
cia de organomegalias y habitualmente no requieren
tratamiento citorreductor especifico®”*%. No obs-
tante, con frecuencia muestran complicaciones deri-
vadas de las citopenias, infecciones y otras neopla-
sias que frecuentemente se asocian a la expansién
NK, que son las que determinan las manifestacio-
nes clinicas observadas a lo largo de la evolucién de
la enfermedad®”*°.
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CLINICAL AND MORPHOLOGICAL
FEATURES OF NATURAL

KILLER (NK) CELL DISORDERS

E. MATUTES Y N. OsuJi
Department of Haemato-Oncology. The Royal Marsden
Hospital/Institute of Cancer Research. Londres. Inglaterra.

Summary

Natural killer (NK) cell neoplasms comprise a vari-
ety of diseases which affect adults and may manifest
as primary leukaemias or nodal/extranodal lym-
phomas. Problems in their definition arise both from
the rarity of these diseases and from the lack of a
genetic signature. According to the clinical manifes-
tations and disease course two groups can be distin-
guished: 1- chronic NK proliferations and 2- aggres-
sive NK leukaemias and blastic lymphomas the latter
two defined by the WHO. Chronic NK proliferations
manifest with similar but not identical symptoms to
the T-cell large granular lymphocyte (LGL) leukae-
mia and have a protracted clinical course. There are
uncertainties as to whether they are reactive condi-
tions or instead are clonal expansions of NK cells rep-
resenting a preceding phase of the more aggressive
forms. In contrast, aggressive and blastic NK neo-
plasms manifest with widespread disease and pur-
sue a rapidly progressive course with refractoriness to
therapy and short survival. The morphology of the
circulating blood cells and/or that of the tissue in-
filtrates is either similar to the CD3+ T-cell LGLs or,
instead display immature and blastic features re-
sembling lymphoblasts. Progress on disease charac-
terisation, particularly in the aggressive forms has not
been paralleled by novel therapeutical approaches
but it is likely that in the near future the use of mon-
oclonal antibody therapy together with non-ablative
stem-cell transplantation will improve the outlook of
these patients with a dismal outcome.
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Introduction

The natural killer (NK) cell leukemias and lym-
phomas comprise a diverse group of neoplasms that
arise from cells committed to the NK lineage. They
are heterogeneous in their clinical, morphological
and immunophenotypic features and pose diagnos-
tic difficulties due to the lack of a uniform criterion
for their definition as well as for the lack of a genetic
signature. The NK cell derived malignancies have
been recognised for the last decade’?*4; however, a
substantial proportion of documented cases had
not been fully investigated and it is possible that
some of the neoplasms reported as NK malignancies
might represent CD56+ CD4+ plasmacytoid den-
dritic cell leukaemias, T-cell malignancies with ex-
pression of CD56 or even CD56+ acute myeloid
leukaemias®®’. Within the WHO classification,
three categories of NK disorders are recognised un-
der the designations of blastic natural killer lym-
phomas, aggressive NK leukaemias and extranodal
NK/T cell lymphomas (previously designated angio-
centric and nasal NK lymphomas under the REAL
classification)®°. Indeed, it has been suggested
that aggressive NK leukaemias may be the leukaemic
counterpart of the nasal NK/T cell ymphomas. De-
spite the fact that a significant proportion of these
patients have an aggressive disease, a few patients
with NK neoplasms have a protracted and chronic
clinical course similar to that seen in stage A B-cell
chronic lymphocytic leukaemia (CLL) or T-cell large
granular lymphocyte (LGL) leukaemia. These indo-
lent cases are described as chronic NK proliferations
or lymphocytosis.

The incidence of NK cell leukemias is low and they
appear to have a distinct geographical distribution.
Thus, they are significantly more frequent in the East
eg., China and Japan where most of the cases have
been reported whilst are rare in the West. This distri-
bution suggests that either genetic or environmental
factors, in particular viruses, might play a role in the
pathogenesis. The Epstein Barr virus (EBV) has been
shown to have a primary pathogenic role in some
cases particularly but not exclusively in those origi-
nating from the Eastern hemisphere with evidence of

clonal (episomal) integration of this DNA virus in
the neoplastic cells*''213,

We will briefly summarise the clinical features and
morphology of both the chronic and aggressive
NK-cell disorders focussing on those with blood in-
volvement.

Clinical features, therapy and outcome

NK cell leukaemias affect predominantly middle
age adults although rare cases in childhood have
been documented™'®. We will consider separately
two clinical categories on the basis of a variable dis-
ease course: chronic NK cell proliferations and ag-
gressive NK leukaemias

Chronic NK cell proliferations

These represent around 15 % of all cases of LGL
proliferations. They affect middle age or elderly pa-
tients with a male preponderance and often the dis-
ease is discovered by incidental lymphocytosis on
routine blood counts. The clinical manifestations
are similar to those seen in patients with a T-cell
(CD3+) LGL expansion although neutropenia ap-
pears to be less frequent. Vasculitis, glomeru-
lonephritis and polyarteritis as well as pure red cell
aplasia have been observed'*'. The role of HTLV-II
and EBV in chronic NK proliferations is controversial
as is its pathogenesis with regards to whether they
represent a chronic or preceding phase of the more
aggressive forms of NK-cell leukaemias or are instead
a reactive disorder.

Most patients are asymptomatic, thus therapy is
not indicated and a policy of “watch and wait”
seems a reasonable approach. Constitutional symp-
toms and/or cytopenias if present may warrant
treatment. Options include prednisolone for associ-
ated vasculitides and immunosuppression with cy-
clophosphamide or cyclosporin A for cytopenias.

Aggressive NK-cell leukaemias (table 1)

This is the most common form of presentation.
The main manifestations include systemic B symp-
toms such as fever and weight loss, those derived
from cytopenias, ie anaemia or thrombocytopenia

Table 1. Clinical features and outcome in aggressive NK-cell disorders

Number M/F Age Liver Spl Nodes Skin PB/LGL Survival Ref
22 7/15 12-80 67 % 54% 36% 14% 82% 1day-3.5y 13
15 7/6 19-64 77% 77% 38% 8% NA 4-163 days 12

5 3/2 37-54 100% 60% 40% 20% NA 3-42 days 16
4 1/3 13-30 100 % 100 % 50% 50% 100 % 2-32 months 1
1 M 50 Yes Yes Yes No Yes 19 days 4
1 F 39 Yes Yes No No Yes 4 months 2
1 M 30 Yes Yes No No Yes 23 months 3

Spl: splenomegaly; PB/LGL: peripheral blood/large granular lymphocytes.
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and organomegaly, most commonly hepatosple-
nomegaly"'213141617 Skin lesions are not rare whilst
are less frequent in the chronic forms. In a few cases,
cutaneous lesions may be the first manifestation
preceding for weeks or months overt disease'®. In
some patients, the disease evolves with a picture
mimicking a virus associated haemophagocytic syn-
drome whilst in others it presents with extranodal in-
volvement such as serous effusions, ascites, involve-
ment of the lung, kidneys, bowel and/or central
nervous system'"'2'*1% and concomitantly or subse-
quently a leukaemic picture becomes apparent. Of
interest is that patients without lymphoma develop-
ing a familial or sporadic haemophagocytic syn-
drome exhibit impairment of the NK cells and a de-
fective dendritic cell maturation. Although most
patients with NK leukaemias present acutely as de-
scribed above, there are a minority that manifest
with an indolent disease prior the development of an
aggressive picture the latter shown to be associated
with clonal evolution®. Unlike T-cell LGL leukaemia
and, as in chronic NK proliferations, neutropenia is
not common nor is reumathoid arthritis or a posi-
tive rheumatoid factor. Physical examination shows
in most cases of aggressive NK leukaemias, spleen
and liver enlargement and in around a half lym-
phadenopathy and/or skin lesions. The WBC often
is higher than in T-cell LGL leukaemia with the pres-
ence of circulating atypical cells. Anaemia and
thrombocytopenia are relatively frequent. Liver en-
zymes are usually raised as are the urate and lactate
dehydrogenase (LDH) levels. Abnormal clotting with
a life-threatening coagulopathy may be detected in
some cases with a rapidly downhill course'.

The clinical course is aggressive with most
chemotherapies proving ineffective. It appears that
anthracycline based regimens yield better responses
versus schedules without an anthracycline'3. In the
largest series published, 3 out of 13 patients treated

Figure 1. Ciruclating lymphocytes from a chronic NK-cell case
one of which showing an abundant cytoplasm with fine
azurophilic granulation

with anthracycline based schedules achieved a com-
plete response'®. However, all the patients relapsed
in a very short period even those who received con-
solidation with high dose therapy and allogeneic or
autologous stem cell transplant'. Refractoriness to
therapy is thought to be in part related to overex-
pression of a 80 Kda molecular weight multidrug re-
sistance protein'®. Control of the disease manifesta-
tions with immunomodulatory treatment as in T-cell
LGL is exceedingly rare. However, we have recently
documented a patient with aggressive NK-cell
leukaemia in whom control of the disease has been
achieved with splenectomy, cyclosporin A and ery-
thropoietin and he is alive 3.5 years from diagno-
sis?’. Significant adverse prognostic factors for sur-
vival include B-symptoms, high International
prognostic index (IPl) scores and refractory disease
while the levels of LDH or type of chemotherapy ap-
pear do not have a significant impact'.

Survival ranges from days to a few months and is,
irrespective of treatment, rarely longer than one year
(table 1). In a series of 11 patients reported by Lamy
& Loughran, 9 died within two months from diagno-
sis'®. The median survival in a series of 22 patients
reported by the NK-cell Tumour Study group was
58 days; 21 out of these 22 patients died with pro-
gressive disease'>. Another series of 13 patients
showed a median survival of 47 days'?. The use of
high dose therapy with stem-cell rescue has been
contemplated in some patients but does not seem to
yield better results'®'>. Only anecdotal cases have
documented a successful response'” but in a further
report the patient relapsed and died at 20 months.
Itis likely that the use of novel therapies and/or oth-
er approaches such as stem-cell transplant with
non-myeloablative therapy, antibody therapy and/or
therapy directed to kill the EBV + neoplastic cells will
improve the outcome and survival particularly in
young patients.

Morphology and histology

The morphology of the leukaemic cells is variable.
In both chronic and aggressive NK cell leukaemia,
the cells are medium sized and have a variable
amount of cytoplasm. The nucleus often has a regu-
lar outline and there is a variable degree of chro-
matin condensation. The cytoplasm is pale and may
contain azurophilic granules™®*&7_ However, the
granules are usually not as prominent as in T-cell
LGL leukaemia (fig. 1). In some cases, the cells have
a blastic appearance with less condensed chromatin,
occasional nucleoli and/or prominent granulation?
and may resemble acute lymphoblastic leukaemia
blasts'® (fig 2).

Bone marrow involvement is common in aggres-
sive NK cell leukaemia. The bone marrow aspirate
often shows infiltration by the neoplastic cells with a
morphology similar to that of the circulating cells.
The degree of infiltration is variable from heavy to
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Figure 2. Cells from a patient with an aggressive NK-cell
leukaemia showing features of lymphoblasts (hand-mirror cells)
without granulation

minor with a very good haemopoietic reserve.
Haemophagocytosis may be present and prominent
in some cases"'?.

The bone marrow trephine biopsy shows an inter-
stitial or diffuse infiltrate by neoplastic cells (fig. 3);
coagulative necrosis, fibrosis and angiocentricity has
been noted in some cases'*'®"”. However, angioinva-
sion and necrosis are not specific to NK cell neo-
plasms and may be seen in T-cell and more rarely
B-cell disorders. Occasional non-NK cell lymphoid in-
filtrates have been noted. Infiltration of other organs
is often diffuse and atypia, necrosis and apoptosis
may be seen”. Descriptions of splenic histology in NK
cell disorders are sparse due to the rarity of splenec-
tomy specimens from such patients. Different pat-
terns of involvement have been observed but diffuse
infiltration of the red pulp, either, dense or dispersed,
as in T-cell LGL is the most common (fig. 4). Coloni-
sation of the peri-arteriolar sheaths may be present.
Unlike hairy cell leukaemia, there is a relative sparing
of the sinuses. Skin infiltrates are often confined to
the dermis with or without extension to the subcuta-
neous fat but epidermotropism is not a feature

Conclusions

In summary, we have described the clinical manifes-
tations, response to therapy, outcome and morpho-
logical/histological features of a rare form of
haemopoietic neoplasm designated NK-cell leukae-
mia. The use of novel therapeutical approaches may
result in improved survival in these patients who so far
have proven to be refractory to most chemotherapies.
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ACUTE/BLASTIC NATURAL
KILLER (NK) CELL LEUKAEMIA

E. MaTUTES, N. Osuji, A. WOTHERSPOON,
J. SWANSBURY, R. MORILLA, M. Ta)
Y K. PRITCHARD JONES

The Royal Marsden Hospital and Institute of Cancer Research.
Londres. Inglaterra.

Clinical history

A 13 year old girl presented with a fit when exercis-
ing and was admitted into an emergency unit. She
had no previous relevant medical history except for
mild asthma although, two weeks prior to admis-

sion, she experienced two episodes of “collapse”
and, in retrospect, she had been feeling progressive-
ly more tired and had noticed a subcutaneous nod-
ule which had not changed in size for five months.
She did not have B symptoms.

Physical examination

Hepatomegaly, 4 cm below the costal margin with
no evidence of lymphadenopathy or splenomegaly.
There was a red skin nodule posterior to the axilla
measuring 2 cm in diameter. Chest and heart exam-
ination were normal except for a systolic murmur.
There were no peripheral and/or central neurologi-
cal signs.

Radiology

Chest X-ray was normal and an ultrasound con-
firmed the hepatomegaly and showed an enlarged
spleen (16 cm) without lymphadenopathy, and nor-
mal kidneys and pancreas.

Laboratory investigations

Peripheral blood counts showed anaemia and leu-
copenia as follows: Hb = 2.7 g/dl with a normal
MCV and MCHC, white blood cell count (WBC) of
2.5x10° /I with 0.4 x10° /I neutrophils, 1.7x10° /I
lymphocytes and 0.1x10° monocytes and, a normal
platelet count (213x10% /1). Review of the blood film
did not show abnormal cells. The clotting screen
and renal biochemistry including urate and calcium
levels were normal and liver function tests showed a
mildly raised bilirubin. LDH was raised to 478 |U
(N < 325). Microbiology screen did not show evi-
dence of an acute viral infection.

Bone marrow aspirate, trephine biopsy and skin
biopsy were performed and samples were analysed for
morphology, histology, immunophenotyping, cytoge-
netics and molecular analysis of the immunoglobulin
(Ig) and T-cell receptor (TCR) chain genes.

Figure 1 A,B. May Grumwald Giemsa stained bone marrow film showing infiltration by medium to large size lymphoid looking cells some
with immature nuclear chromatin and others with abundant basophilic cytoplasm without granules. Note in Figure 1A cell clumping.
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Figure 2. Flow cytometry dot plot showing expression of CD123, CD57 and CD56 in the majority of cells and a weak CD7 expression in a

proportion of them.

Morphology and immunophenotype

The bone marrow aspirate showed a hypercellu-
lar marrow with heavy infiltration by small to medi-
um size pleomorphic lymphoid cells with open nu-
clear chromatin and basophilic agranular cytoplasm
(fig. 1); normal residual haemopoiesis was scanty.
Cytochemistry showed that the abnormal cells were
negative for myeloperoxidase (MPO), Sudan Black B
and non-specific esterases. A provisional diagnosis
of ALL was made. However, immunophenotyping by
flow cytometry showed that the majority of cells
(> 90%) expressed CD56, CD57, HLA-Drand CD123
(anti-1L-3 receptor) (fig. 2); in addition, 38 % of the
cells were TdT positive with weak intensity, and CD2
and CD15 were positive in 32 and 47 % of cells re-
spectively. The cells were negative (< 10 % + cells) for
B-lymphoid (CD19, CD20, CD10, cytCD22, CD79a,
CytlgM), myeloid (CD13, CD33, CD14, anti-MPO,

anti-lysozyme, CD117) and T-lymphoid (CD1a, CD4,
cytCD3, CDS, CD7, CD8, anti-TCR a/b and anti-TCR
g/d) markers as well as for CD16 and CD34.

Histology

The bone marrow trephine biopsy showed a hy-
percellular marrow without fat spaces. There was a
diffuse infiltrate of medium sized cells with irregular
nuclei and eosinophilic nucleoli; megakaryocytes
were present and scattered within the infiltrate. Im-
munohistochemistry showed that most cells ex-
pressed CD45 and CD56, a few were weakly TdT
and CD117 positive whilst they were negative for
CD3, CDS5, CD4, CD8, CD30 and for myeloid and
B-cell markers.

Skin histology showed a dense dermal lymphoid
infiltrate extending into the superficial subcuta-
neous fat with morphological and immunophe-
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Figure 3. Skin biopsy showing a dense lymphoid infiltrate in the dermis and subcutaneous tissue sparing the epidermis (A). Higher power

illustrating in detail the cytological features of the infiltrate.

notypic features similar to the cells from the bone
marrow biopsy; there was no evidence of epider-
motropism (figs. 3 and 4).

Cytogenetics

Bone marrow cells were cultured for 24 hours and
processed following standard techniques. Two
thirds of the metaphases showed the presence of a
complex clone as follows: 45,XX,del(6)(q1?5q2?7),
?inv(6)(p1q2),-8,7add(9)(q34),-13,del(14)(q22),-
15,add(17)(p13),add(19)(?p13), + mar,inc(cp9)

Molecular analysis

Molecular analysis applying the polymerase chain
reaction (PCR) using primers specifc to the Ig and
TCR beta and gamma chain genes showed a germ
line configuration.

Diagnosis
Acute (blastic) NK cell leukaemia.

Figure 4. Immunohistochemistry showing strong expression of
CD56 in the cutaneous infiltrate.

Follow-up

The patient was started on chemotherapy for high
risk ALL according to the Medical Research Council
(MRC) ALL 97/99 protocol regimen C with intrathe-
cal CNS prophylaxis. She achieved a complete remis-
sion and currently is on maintenance therapy for two
years. She remains free of disease two years from
presentation but with minimal residual disease posi-
tive in the bone marrow

Discussion

The NK leukaemias/lymphomas are rare neo-
plasms characterised by the proliferation of cells at
different stages of differentiation within the NK
pathway. In the WHO classification, these neo-
plasms are recognised under the terms of aggressive
NK-cell leukaemias and blastic NK lymphomas de-
spite the fact that not all cases have an aggressive
clinical course'. Patients with a chronic course had
been designated in the WHO as indolent NK-cell
lymphoproliferative disorders or NK-LGL.

The morphology of the neoplastic cells in NK
leukaemias is variable. The cells may be poorly dif-
ferentiated blasts or lymphoblasts with reticular im-
mature chromatin and agranular cytoplasm as in the
present patient; in some cases, coarse azurophilic
granules may be visualised in the cytoplasm of the
cells. In a proportion of cases, particularly in those
with less aggressive clinical course, the cells have an
eccentric nucleus with condensed chromatin and
pale cytoplasm with fine azurophilic granulation and
are indistinguishable from the large granular lym-
phocytes (LGL) in T-cell LGL leukaemia??.

The diagnosis of NK cell leukaemias may be diffi-
cult particularly in patients presenting acutely and
with blastic morphology; so far, a genetic marker
has not been described in this disease. The diagnosis
should essentially be based on the immunopheno-
typic features of the neoplastic cells. In this context,
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it is important to use an extensive panel of mono-
clonal antibodies (McAb) that permit exclusion of a
T-cell and/or myeloid commitment of the cells as
well as ruling out neoplasms derived from dendritic
cells. In addition, molecular analysis of the TCR
chain genes is useful to exclude the T-cell nature of
the neoplastic cells as NK cells show germ line con-
figuration of the TCR genes.

Considering the immunophenotypic features, ex-
pression of the neural adhesion molecule CD56 is the
hallmark of the NK neoplasms as, with rare excep-
tions, the neoplastic NK cells are CD56+. However,
this marker is not specific for the NK lineage and
can be expressed in a variety of non-haematopoietic
and haematopoietic malignancies including acute
myeloid leukaemia, multiple myeloma, dendritic cell
leukaemias and even in some cases of T-cell LGL
leukaemia. In addition to CD56, neoplastic NK cells
may express other NK associated markers such as
CD16,CD57,CD161 and CD123, the latter a McAb
that recognizes the alpha-chain of the IL-3 receptor.
According to the expression of CD16, CD56, CD9%4
and CD161 a pathway of differentiation or matura-
tion of normal and neoplastic NK cells has been re-
cently proposed®. However, asynchronies in the ex-
pression of these markers may be seen.

From the diagnostic point of view, it is important to
complement the results of the NK markers with that
of other T-cell specific and myeloid markers. Within
this context, NK leukaemias are consistently mem-
brane CD3 negative although some cases, particular-
ly the nasal NK lymphomas, may express the epsilon
chain of the CD3 in the cytoplasm like foetal and ac-
tivated adult NK cells. TCR genes in all these cases
are in germ line configuration and the protein prod-
ucts are not detected. NK cells may express non-spe-
cific T-cell markers such as CD2 and CD7 and a mi-
nority stain weakly for TdT in the nucleus. Myeloid
markers such as CD13, CD33 and anti-MPO are con-
sistently negative in”bona fide” NK cell neoplasms.

The differential diagnosis in the present case
essentially included T-cell acute lymphoblastic leu-
kaemia (T-ALL) and plasmacytoid dendritic cell
leukaemias. T-ALL could be ruled out by immuno-
phenotyping as cells lacked cytoplasmic and mem-
brane expression of specific T-cell markers such as
CD3 and TCR,; this was further confirmed by molec-
ular studies that showed germ line configuration of
the various TCR chain genes. Considering the possi-
ble diagnosis of plasmacytoid dendritic cell leu-
kaemia, cells from our patient like neoplastic den-
dritic cells expressed CD56, CD123 and HLA-Dr;
however, unlike the latter they were CD57+, ex-
pressed weakly TdT and lacked expression of CD4°.

One issue that often arises in NK cell derived dis-
orders is the uncertainty of the neoplastic or clonal
nature of the cells, particularly in cases presenting
with chronic or indolent disease, as there is no mol-
ecular hallmark for this disorder. The clinical mani-

festions and extent of organ involvement in the pre-
sent case pointed to a neoplastic/clonal disorder.
This was further confirmed by cytogenetic analysis
that showed a complex karyotype with several nu-
merical and structural chromosomal abnormalities.
Of interest, these involved chromosome 6, a finding
already reported in acute NK cell neoplasms®.

There is no gold standard therapy for acute/blas-
tic NK leukaemias. Data on outcome and response
to either high grade lymphoma or ALL directed ther-
apy are scanty but it has been suggested that an-
thracyclin based schedules are more effective than
those without anthracyclin. This in part is due to
the rarity of this leukaemia/lymphoma, particularly
in Western countries. A review of the literature
shows that most cases pursue an aggressive clinical
course with multiorgan failure and are thus difficult
to manage. Survival is short with only a few cases
surviving greater than one year. It seems that in cas-
es like ours with lymphoblast looking cells and clini-
cal manifestations more characteristic of ALL rather
than high grade lymphoma, therapy for high risk ALL
with consolidation with high dose chemotherapy
and stem cell transplant would be appropriate.

In summary, we described a case of acute/blastic
NK leukaemia well documented by extensive im-
munophenotyping and molecular genetics and em-
phasize the disease features, the differential diagno-
sis and management of this rare condition.

Remarks

1. Aggressive/blastic NK-cell derived leukaemias
are unfrequent and present diagnostic difficulties

2. The diagnosis should be based on immuno-
phenotyping using a wide panel of McAb and if pos-
sible molecular analysis

3. They should be distinguished from the chronic
or indolent form of NK- leukaemia, T-cell LGL and
dendritic plasmacytoid leukaemias

4. Prognosis is poor and therapeutical approach-
es should be based on schemes for poor risk ALL
and/or high grade lymphoma.

References

1. Chan JKC, Wong KF, Jaffe ES, Ralfkiaer E. Aggressive NK-cell leukaemia.
In: WHO classification of tumours of haemopoietic and lymphoid tis-
sues. Ed: E.S. Jaffe, N.L. Harris, H. Stein, J.W. Vardiman. Lyon: IARC
Press, 2001; p. 198-200.

2. Matutes E. Clinical and morphological features of natural killer (NK)
leukaemias. Haematologica, 2004 (in press).

3. Foucar K, Matutes E, Catovsky D. T-cell large granular lymphocytic
leukemia, T-cell prolymphocytic leukemia and aggressive Natural killer
cell leukemia. En: Mauch PM, Armitage JO, Coiffier B, Dalla-Favera D,
Harris NL, editors. Non-Hodgkin’s lymphomas. Philadelphia: Lippincott
Williams and Wilkins., 2004; pp. 283-94.

4. Mori KL, Egashira M, Oshimi K. Differentiation stage of natural killer cell
lineage lymphoproliferative disorders based on phenotypic analysis. Br
J Haematol 2001;115:225-8.

5. Feuillard J, Jacob MC, Valensi F, Maynadie M, Gressin R, Chaperot L, et
al. Clinical and biological features of CD4+ CD56+ malignancies. Blood,
2000;99:1556-63.

6. Suzuki R, Suzumiya J, Nakamura S, Aoki S, Notoya A, Ozaki S, et al. Ag-
gressive natural killer cell leukaemia revisited: large granular lymphocyte
leukaemia of cytotoxic NK cells. Leukemia 2004;18:763-70.



268 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, supl. 4, octubre 2004

LINFOMA BLASTICO
DE CELULAS NK

R. Lopez', M. SuBIRAT, F. SANT?,

J. BADAL? ¥ R. SALINAS'
'Servicio de Hematologia y Hemoterapia. *Servicio de Anatomia
Patoldgica. Althaia. Xarxa assistencial de Manresa. Barcelona.

Historia clinica

Se trata de un varén de 72 afios de edad que
acude a la consulta de dermatologfa en enero de
2001 por lesiones pruriginosas en el tronco. La pri-
mera lesién la observé 6 meses antes de la primera
visita y desde entonces las lesiones habian ido en au-
mento en nimero y tamafio de manera progresiva.
No referfa sintomas constitucionales ni sindrome té-
xico. En los antecedentes personales no existian aler-
gias medicamentosas conocidas ni habitos téxicos
actuales aunque habfa sido fumador importante y
bebedor moderado. Como antecedentes patolégi-
cos destacaban intervencién de prétesis de cadera,
intervencién de cataratas, apendicectomia, laringec-
tomfa por neoplasia de laringe y posterior radiotera-
pia en 1990.

Exploracién fisica

El paciente presentaba numerosas lesiones cuté-
neas papulonodulares en tronco, de color violdceo,
sin ulceracién superficial ni adhesién a planos pro-
fundos, de unos 5 cm de didmetro (fig. 1). La aus-
cultacién cardiorrespiratoria era normal y no pre-
sentaba ni adenopatias ni visceromegalias.

Pruebas complementarias

Hemograma: hemoglobina 144 g/I, plaquetas
164 x 10%/1, leucocitos 4,71 x 10°/l con 18 % de cé-
lulas de aspecto blastico, 62 % segmentados, 10 %
linfocitos, 8 % monocitos, 2% eosindfilos, velocidad
de sedimentacién globular, 11. Hemostasia: normal.

Figura 1. Afectacion cutdnea extensa.

Bioquimica: iones, funcién renal, enzimas hepdti-
cos, lactato deshidrogenasa y proteinograma normal,
albdmina 35,6 mg/l, B,-microglobulina 3,4 mg/I
(1,00-2,10).

Serologfa viral frente a hepatitis B, C y virus de la
inmunodeficiencia humana: negativas

Biopsia cutdnea: infiltracion celular atipica de ca-
racter linfoide afectando a la dermis superficial y
profunda. Células de tamafio mediano-grande con
escaso citoplasma, ntcleos de tamafio mediano-
grande e irregulares, de cromatina fina y dispersa y
nucléolos poco evidentes (fig. 2). La inmunohisto-
quimica mostraba positividad para CD4, CD56,
CD43, CD45RA (débil), y negatividad para CD20,
CD79a, CD3, CDS5, CD45RO, Tdt, mieloperoxidasa,
CD57. El antigeno CD68 y granulos TIA-1 eran posi-
tivos en algtn elemento. El reordenamiento del re-
ceptor de células T no fue concluyente. El estudio
molecular para virus de Epstein-Barr fue negativo.

Mielograma: infiltracién homogénea por un 70 %
de células atipicas de tamafio mediano y nucleo irre-
gular, escaso citoplasma, cromatina inmadura y nu-
cléolo poco evidente.

Inmunofenotipo de médula ésea: poblacién ané-
mala CD4/CD56 positiva (CD3-, CD4+, CD2-,
CD5-, CD7-, CD8-, TCR- (alfa-beta y gamma-del-
ta), CD56+, CD19-, CD79a-, MPO-, CD13-,
CD14-, CD117-, CD34-, HLA-DR débil coexpresa-
do con CD4).

Biopsia de médula dsea: infiltracién intersticial
por células de caracteristicas previamente descritas
en el medulograma (fig. 3).

Tomografia computarizada (TC) toracoabdomi-
nal: estudio artefactado por objetos metdlicos
(protesis de cadera). Adenopatias superiores a
1 cm en la practica totalidad de los espacios me-
diastinicos. Afectacién de base pulmonar izquierda
probablemente relacionada con la existencia de
bronquiectasias. No se observa derrame pleural.
Higado, sistema biliar, pancreas, bazo, suprarrena-
les y rifiones sin hallazgos. No se observan adeno-
patias abdominopélvicas de tamafos significati-
vos. Atrofia de musculo psoas derecho.

Diagnéstico

En febrero del 2001 se diagnosticé de linfoma cu-
tdneo CD4+/CDS56+ en estadio IV-A por afectacién
de médula ésea y sangre periférica, con presencia
de adenopatias mediastinicas

Tratamiento y evolucién

El paciente inicié en marzo del 2001 tratamiento
poliquimioterdpico tipo CHOP (ciclofosfamida,
adriamicina, vincristina, prednisona) con aceptable
tolerancia. En agosto del mismo afio se realizé la eva-
luacién de la enfermedad tras 6 ciclos de tratamiento.
La superficie cutdnea presentaba manchas de colo-
racién pardo-negruzca, de aspecto atréfico. La biop-
sia cutdnea no detectd células atipicas. La biopsia de
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Figura 2. Punch cutaneo. (A) Infiltracién de dermis superficial y
profunda por celularidad de caracter linfoide
(hematoxilina-eosina x100). (B) Infiltracién dérmica por
celularidad de aspecto linfoide, tamafio mediano-grande,
nucleo irregular sin nucléolo evidente

(hematoxilina-eosina, x400). (C) Infiltracién del tejido adiposo
hipodérmico (hematoxilina-eosina, x400).

médula ésea y el mielograma no mostraron infiltra-
cién por linfoma. En el inmunofenotipo de médula
dsea evidencié una subpoblacién de los linfocitos
(que representaban el 4% de la celularidad total) de
fenotipo patoldgico idéntico al del diagndstico. En la

Figura 3. Biopsia de médula ésea: infiltracién intersticial por
células de aspecto blastico. (Hematoxilina-eosina, X200.)

TC toracoabdominal no se apreciaron adenopatias
significativas. Se considerd remisién completa con en-
fermedad minima residual detectable y se suspendié
el tratamiento. En abril de 2002 el paciente presenté
una reaparicién de lesiones papulo-nodulares cutd-
neas de aspecto similar a las del diagnéstico. En la
sangre periférica se hallé un 3% de células patoldgicas
y en la médula 6sea se objetivé una infiltracién por un
40 % de células de aspecto inmaduro similares a las
del diagnéstico. El estudio inmunofenotipico fue
idéntico al del diagndstico y la citogenética mostré un
cariotipo normal. En la TC se observaron multiples
adenopatias mediastinicas y axilares bilaterales, higa-
do y bazo homogéneos, pequefias adenopatias
retroperitoneales y adenopatias inguinales. Se inicié
tratamiento de nuevo con ciclofosfamida, vincristi-
na, daunorrubicina liposomal y prednisona recibien-
do un total de 6 ciclos alcanzando una respuesta par-
cial. En enero de 2003 se detecté una progresién de
las lesiones cutdneas y a las pocas semanas el pacien-
te ingresé por presentar un sindrome febril de 48 h de
evolucién acomparado de tos y obnubilacién. En la
exploracioén fisica se observaron miltiples lesiones
papulares violaceas diseminadas por toda la superfi-
cie cutdnea, la auscultacién cardiorrespiratoria fue
normal y no se palpaban adenopatias ni viscerome-
galias. En la analitica del ingreso presentaba una pan-
citopenia grave con: hemoglobina 79 g/l, plaquetas
50 x 10%/l'y leucocitos 1.02 x 10%/1. Se inicié trata-
miento con antibidticos de amplio espectro, oxigeno
y otras medidas de soporte pero a las pocas horas del
ingreso presentd un cuadro de insuficiencia respirato-
ria aguda con intensa agitacién. No se considerd al
paciente candidato a medidas intensivas debido al
mal pronéstico de la enfermedad de base, refractaria
al tratamiento, y fallecié a las pocas horas.

Discusién
Esta entidad se clasifica segtin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS)' como linfoma bléstico
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de células natural killer (NK). La morfologia corres-
ponde a células inmaduras de aspecto linfoide en las
que el origen celular se supone NK. Afecta predomi-
nantemente a personas de edad avanzada, aunque
puede afectar a cualquier década de la vida, con
cierta predominancia por el sexo masculino. La afec-
tacion extranodal es la norma, principalmente en la
piel de forma extensa, pero frecuentemente se pre-
senta de forma diseminada con afectacién de los
ganglios linféticos, la médula ésea y la sangre pe-
riférica, ya desde su diagndstico o en su evolucién
temprana. A pesar de ello no suelen presentar sinto-
mas constitucionales. La afectacién cutdnea puede
presentarse en forma de placas, pdpulas o nédulos
subcutdneos, y estas lesiones pueden ser eritemato-
sas, hiperpigmentadas o violdceas. Las formas locali-
zadas cutdneas son poco frecuentes. Se han descrito
otras afectaciones extra-nodales que pueden locali-
zarse en el pulmén, rifién, misculo, hueso, tracto ge-
nito-urinario o sistema nervioso central®. En los estu-
dios analiticos se suelen observar citopenias por
infiltracién medular. En la histologia de la lesién cu-
tanea o del ganglio linfatico cabe destacar una infil-
tracién por células de aspecto blastico de tamario
variable, con citoplasma escaso y agranular. En la
piel la afectacién se localiza en la dermis y en los
ganglios linféticos en las areas T. El inmunofenoti-
po caracteristico es positivo para CD56 y CD4, y
negativo para CD3 de superficie, CD19, MPO,
CD33 y CD13. Habitualmente el reordenamiento
del gen TCR es negativo. No presenta asociaciéon con
el virus de Epstein-Barr. El cariotipo puede ser nor-
mal o presentar alteraciones complejas, hasta ahora
no se ha descrito una alteracién especifica™.

El curso de la enfermedad es agresivo y aunque
puede responder inicialmente al tratamiento, las re-
caidas son frecuentes y tempranas con pobre res-

puesta a las subsiguientes terapias. Se han intentado
diversos enfoques terapéuticos, desde esquemas si-
milares o préximos a los de los linfomas no hodgki-
nianos, a tratamientos de leucemia aguda e incluso
trasplante alogénico que parece ser hasta el mo-
mento actual la tnica opcién curativa. En la serie
de Feuillard et al® la mediana de la supervivencia li-
bre de progresién fue de 9 meses (rango, 3-18 me-
ses), la supervivencia estimada a un afio del 52 %y la
estimada a 2 afios tan solo del 25%. Las formas lo-
calizadas cutdneas tienen mejor prondstico.

Recordar que:

1. El inmunofenotipo caracteristico del linfoma
blastico NK es positivo para CD56 y CD4, y negativo
para CD3 de superficie, CD19, MPO, CD33, CD13.
El reordenamiento del gen del TCR habitualmente es
negativo.

2. La afectacidn inicial es principalmente cutdnea
pero se disemina rapidamente hacia los ganglios lin-
faticos, la médula ésea y la sangre periférica.

3. Esta entidad presenta respuesta transitoria a
los tratamientos utilizados hasta el momento y el
trasplante alogénico podria ser la tinica opcién cu-
rativa, por lo que en pacientes de edad avanzada de-
berfa plantearse el trasplante alogénico con acondi-
cionamientos no mieloablativos.
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El pronéstico de los enfermos con leucemia linfa-
tica crénica (LLC) es sumamente variable. En la ac-
tualidad, la mediana de supervivencia global es de
unos 10 afios, pero junto a enfermos cuya esperan-
za de vida no se ve acortada por la enfermedad,
hay otros en los que la leucemia se muestra muy
agresiva y fallecen a los pocos meses de haberse
diagnosticado.

Durante mdas de dos décadas, la herramienta
fundamental para establecer el prondstico de los
enfermos con LLC ha sido los estadios clinicos de
Rai et al' y Binet et al. Si bien los estadios clini-
cos, al permitir aislar grupos de enfermos con pro-
ndstico distinto, han contribuido notablemente al
progreso en el en el estudio de la LLC y su trata-
miento, las limitaciones de los estadios clinicos se
hicieron pronto evidentes. Asf, los estadios clinicos
no permiten diferenciar los casos que van a per-
manecer estables durante afios y aquellos otros en
los que la leucemia va a mostrar un curso rapida-
mente agresivo. Por otro lado, el origen de las cito-
penias (infiltracién medular, agresién autoinmune,
hiperesplenismo) no se tiene en cuenta a la hora de
clasificar a un enfermo en estadio avanzado; sin
embargo, el prondstico de las formas en las que la
C|topen|a no se debe a la existencia de una medula
dsea intensamente infiltrada por linfocitos es bas-
tante mejor que la de aquellos en los que éste si es
el mecanismo de la citopenia®. Ademds, la mayo-
ria de enfermos con LLC se diagnostican en la ac-
tualidad de forma accidental, en fase asintomatica,
y, por ello, en estadio precoz; ello invalida el valor
prondstico de los estadios clinicos. Finalmente, los
estadios clinicos no hacen mas que reflejar la hete-
rogeneidad bioldgica de la enfermedad®.

Tras unos afios en los que el valor prondstico de
los estadios clinicos ha intentado complementarse
mediante otros pardmetros (p. ej., grado de infiltra-
cién de la médula ésea, proporcién de células linfoi-
des atipicas en sangre periférica, tiempo de duplica-
cién linfocitario), los parametros biolégicos han ido
cobrando una importancia cada vez mayor en la va-
loracién prondstica de los pacientes con LLC. Asf
pues, una serie de marcadores serolégicos (p. ej.,
B2-microglobulina sérica, CD23 libre en suero) po-
seen cierta importancia prondstica®®. De mayor uti-
lidad son las alteraciones citogenéticas detectadas
por hibridacién in situ con fluorescencia (FISH). Los
pacientes con del(13q) como Unica alteracién tie-
nen un excelente prondstico, mientras que aquellos
con alteraciones complejas, del(11q) o del(17p) tie-
nen muy mal prondstico. Es importante resaltar que
el valor predictivo de las alteraciones citogenéticas
es independiente de los estadios clinicos®.

Un importante avance en el conocimiento de la
biologia de la LLC fue el descubrimiento de que,
en contra de la idea sostenida durante afios, apro-
ximadamente la mitad de los pacientes con esta
forma de leucemia presentan mutaciones de los ge-
nes IgVH y que el estado mutacional de los genes
IgVH tiene, per se, un gran valor prondstico. Asf, los
enfermos con mutaciones de IgVH (LLC mutada)
suelen tener una enfermedad poco avanzada, de
curso benigno, sin otros factores pronésticos nega-
tivos, no suelen requerir tratamiento y presentan
una supervivencia muy prolongada. Por el contra-
rio, los pacientes en los que los genes IgV/H no estédn
mutados (LLC no mutada) suelen presentar enfer-
medad avanzada, sintomdtica, con otros factores
prondsticos desfavorables y su esperanza de vida es
corta”®.

Por desgracia todavia no es posible estudiar las
mutaciones de IgVH de forma rutinaria: la técnica
es compleja, precisa de equipamiento especial, re-
quiere tiempo y es costosa. Por ello, se han efec-
tuado numerosos estudios encaminados a encon-
trar un parametro facil de estudiar y que se
correlacionase con las mutaciones de /gVH. La ex-
presién de CD38 en las células neopldsicas mantie-
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ne cierto grado de correlacién con las mutaciones
de IgVH, de tal forma que en las formas no muta-
das la expresién de CD38 tiene a ser alta (> 30 %).
Sin embargo, la correlacién no es muy estrechay
la expresién de CD38 puede variar a lo largo del
tiempo. Estudios mediante microarrays pusieron
de manifiesto que las formas mutadas y no muta-
das de LLC expresan bdsicamente los mismos ge-
nes, pero que la expresién de unos pocos genes, y
particularmente de ZAP-70, permitia distinguir las
formas mutadas (con baja expresién de ZAP-70)
de las no mutadas (con marcada expresién de
ZAP-70)°. La puesta a punto de una técnica cito-
fluorométrica para estudiar la expresién de ZAP-70
ha supuesto un notable avance en la valoracién
prondstica de la LLC y este marcador, que debiera
de incluirse en la rutina de estudio de todos los en-
fermos con LLC, ofrece importante informacién
prondstica que complementa aquella aportada por
los estadios clinicos'®'".

Por ultimo, los factores prondsticos de los tumo-
res pueden variar a lo largo del tiempo, cuando su
tratamiento se vuelve mas eficaz. La mayoria de los
factores pronésticos clésicos en la LLC fueron iden-
tificados en una época en la que el tratamiento de
esa enfermedad era muy poco eficaz. Es por ello ve-
rosimil que muchos de aquellos factores prondsticos
no sean importantes en los pacientes tratados con
quimioterapias basadas en los andlogos de las puri-
nas y anticuerpos monoclonales. Por tanto, identifi-
car los actuales factores prondsticos en la LLC -mds
de 25 afios después de la introduccién de los esta-
dios clinicos y cuando la terapia de esa enfermedad
era ineficaz- es una tarea necesaria y urgente.

Bibliografia

1. Rai KR, Sawitsky A, Cronkite EP, Chanana AD, Levy RN, Pasternack
BS. Clinical staging of chronic lymphocytic leukemia. Blood 1975;
46:219-34.

2. BinetJL, Auquier A, Dighiero G, Chastang C, Piguet H, Goasguen, et al.
A new prognostic classification of chronic lymphocytic leukemia derived
from a multivariate survival analysis. Cancer 1981;48:198-206.

3. Mauro FR, Foa R, Cerretti R, Giannarelli D, Coluzzi S, Mandelli F, et al.
Autoimmune hemolytic anemia in chronic lymphocytic leukemia: Clin-
ical, therapeutic, and prognostic features. Blood 2000;95:2786-92.

4. Montserrat E. Classical and new prognostic factors in chronic lympho-
cytic leukemia: where to now? Hematol J 2002;3:7-9.

5. Molica S. Prognostic value of biological variables in B-cell chronic lym-
phocytic leukemia. Can we improve upon clinical parameters? Haema-
tologica 1997;82:705-9.

6. Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, Leupolt E, Krober A, Bullinger L, et
al. Genomic aberrations and survival in chronic lymphocytic leukemia.
N Engl ] Med 2000;343:1910-6.

7. Damle RN, Wasil T, Fais F, Ghiotto F, Valetto A, Allen SL, et al. IgV gene
mutation status and CD38 expression as novel prognostic indicators in
chronic lymphocytic leukemia. Blood 1999;94:1840-7.

8. HamblinTJ, Davis Z, Gardiner A, Oscier DG, Stevenson FK. Unmutated
Ig V(H) genes are associated with a more aggressive form of chronic
lymphocytic leukemia. Blood 1999;94:1848-54.

9. Rosenwald A, Alizadeh AA, Widhopf G, et al. Relation of gene expres-
sion phenotype to immunoglobulin mutation genotype in B cell chron-
ic lymphocytic leukaemia. ] Exp Med 2001;194:1639-47.

10. Crespo M, Bosch F, Villamor N, Bellosillo B, Colomer D, Rozman M,
et al. ZAP-70 expression as a surrogate for immunoglobulin-variable-re-
gion mutations in chronic lymphocytic leukemia. N Engl ] Med 2003;
348:1764-75.

11. Orchad JA, Ibbotson E, Davis Z, Wiestner A, Rosenwald A, Thomas
PW, et al. ZAP-70 expression and prognosis in chronic lymphocytic
leukaemia. Lancet 2004;363:105-11.

TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS EN LA
LEUCEMIA LINFATICA CRONICA
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Salamanca.

Introduccién

La leucemia linfatica crénica-B (LLC-B) es la leu-
cemia mas frecuente en los paises occidentales. Lo
habitual es que la LLC-B se diagnostique en un ané-
lisis de rutina; segtin la descripcién hecha por Rai’,
al diagndstico suele ser un paciente asintomético, en
la edad media de la vida, casi finalizando su vida la-
boral, dispuesto a iniciar un nuevo periodo y a dis-
frutar de su tiempo libre; el médico le explicard que
tiene una enfermedad enigmdtica con un curso muy
variado de unos pacientes a otros; le dird que podra
vivir décadas con su enfermedad y morir de otra cau-
sa o por el contrario, comenzar con complicaciones
debidas a la enfermedad al poco del diagnéstico,
necesitando diferentes tratamientos para al final su-
cumbir de la misma.

La dificultad para predecir el camino que el pa-
ciente seguird representa un dilema tanto para el
médico como para el paciente. Desde hace tres dé-
cadas, el manejo de los pacientes con LLC-B se ha
basado en los sistemas de estadiaje de Rai' y Binet
que han sido capaces de clasificar a los enfermos en
grupos prondsticos, pero no de predecir el curso de
la enfermedad de una forma individual.

Durante la dltima década los avances en el conoci-
miento de la biologia de la LLC-B han cambiado el
concepto de enfermedad homogénea de larga super-
vivencia a considerarla como una enfermedad con
un prondstico bien diferente dependiendo de factores
biolégicos y genéticos de las células leucémicas. Asf,
basado en estos estudios, sabemos que la ausencia de
mutaciones somdticas en la regién variable de las ca-
denas pesadas de las inmunoglobulinas, la elevada
expresion en la membrana del antigeno CD38 o de la
proteina ZAP-70 o la presencia de alteraciones cito-
genéticas como la delecién del 11g-y especialmente
del 17p- indican un pronéstico adverso™.

Aunque la mediana de aparicién de la LLC-B son
los 65 afios y es considerada una enfermedad de
“edad avanzada”, el 30 % de los pacientes tienen
menos de 60 afios y 10-15 % de los pacientes son
menores de 50 afios®*. A pesar de que los pacien-
tes jévenes y viejos tienen una probabilidad de su-
pervivencia de 10 afios, la causa de muerte es dife-
rente y asi mientras que los pacientes mayores
fallecen de causas diferentes a la LLC-B, la proba-
bilidad de fallecer debido a la LLC-B es mayor en los
pacientes jévenes”.

Asi pues, aunque la LLC-B se sigue considerando
una enfermedad incurable, es licito plantear en los
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Tabla 1. Trasplante autélogo convencional en LLC-B
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N2 de SG SLE
Autor Tipo de estudio  pacientes MRT 4a 4a Plateau  Factores prondsticos favorables
Dreger et al® Retrospectivo 370 10% 69% n.a. No RC al trasplante
EBMT No refr. a fludarabina
< 36 meses desde el
diagnéstico al trasplante
Montserrat et al'’ Retrospectivo 124 6% 65% 37% No RC al trasplante
International (dia +100)
Projet
Dreger et al' Prospectivo 77 4% 94% 69% No  <50x10%I
Grupo de Kiel VDJH mutada
GCLCetal™ Prospectivo 105 5% No alcanzada No alcanzada No RC al trasplante
Multicéntrico No 11g-
Krackhardt et al’® Prospectivo 137 9% Mediana de -
seguimiento
9,5 afos
Milligan et al?* Prospectivo 94*  1,5% 77% 51% No No enfermedad molecular
(dia +100) (5 afos) postrasplante

*115 pacientes; de ellos, 94 respondieron a fludarabina.

LLC-B: leucemia linfdtica crénica-B; SG: supervivencia global; SLE: supervivencia libre de enfermedad; EBMT: European Bone Marrow Transplant;

MRT: mortalidad relacionada con el trasplante; RC: remision completa; VDJH:

pacientes jévenes terapias intensivas como son el
trasplante autdlogo y el trasplante alogénico pues-
to que alin basdndose sélo en criterios clinicos la
esperanza de vida para pacientes diagnosticados o
que progresan a estadio C no excede los 3 afios; sin
embargo, la avanzada edad de los pacientes con
LLC-B junto a la ausencia de farmacos que erradi-
quen la infiltracién de la médula ésea ha hecho que
hasta hace pocos afios un escaso ntimero de pacien-
tes con LLC-B fueran sometidos a trasplante alogéni-
co o autdlogo; sin embargo, la actividad trasplanta-
dora en los dltimos afios segtin datos del European
Bone Marrow Transplant (EBMT) muestra un claro
aumento en el nimero de trasplantes en esta enfer-
medad tanto en cuanto al trasplante autélogo como
al alogénico.

A continuacién revisaremos los resultados y el po-
sible papel del trasplante autélogo y alogénico en el
enfermo con LLC-B.

Trasplante autélogo

¢Puede el trasplante autélogo curar la enfermedad?

Es la pregunta fundamental. Para que una estrate-
gia terapéutica sea curativa es necesario que sea ca-
paz de inducir una remisién completa (RC), es decir,
conseguir la eliminacién de las células tumorales de
la médula dsea, tejidos periféricos y mantener dicha
remision. En este sentido, el primer problema que se
plantea en el contexto de la LLC-B es a qué llamamos
RC; los criterios mas empleados para definir la mis-

20202,

ma son los criterios de Cheson et al®, segtin los cua-
les, en la mejor de las situaciones, es decir, en lo que
se denomina RC, se permite la persistencia en la mé-
dula ésea de hasta un 29 % de linfocitos; asi pues,
cuando la respuesta al trasplante autélogo se evalte
con estos criterios, muchos, si no todos los pacientes
que luego se interpretan como recaidas, probable-
mente nunca han conseguido una erradicacién de la
enfermedad en el momento de méxima respuesta.
Parece obvio que cuando se le aplica al paciente con
LLC-B, una terapia con fines curativos, se le deba re-
valuar, como sucede en los linfomas o en las leuce-
mias agudas, con las técnicas mds sensibles de que
dispongamos (tomografia computarizada [TC], to-
mografia por emisién de positrones [PET], estudios
de enfermedad minima residual [EMR] por citome-
tria de flujo [CMF] y/o biologfa molecular).
Aunque los primeros estudios indicaban que la
LLC-B podia curarse con trasplante autélogo, los es-
tudios posteriores muestran que los pacientes conti-
ndan recayendo sin una evidencia de plateau en las
curvas de supervivencia libre de enfermedad sefialan-
do la incapacidad de las altas dosis por si solas de
erradicar el clon leucémico®'®. En la tabla 1 se rese-
fian las series publicadas que incluyen un mayor nu-
mero de enfermos; como se puede observar en la
misma, aunque la tasa de mortalidad es aceptable y
comparable a la de otros pacientes sometidos a tras-
plante autélogo por una enfermedad hematolégica
(4-10%) y la supervivencia global (SG) a los 2 afios
estd por encima del 65 %, no hay evidencia de plateau
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en las curvas de supervivencia, evidencidndose una
continua recafda®'2. Una de las primeras series pu-
blicadas que inclufa un gran ndmero de pacientes fue
la publicada por Krackhardt et al'® del Dana-Farber
C.1 con 154 pacientes; la mortalidad fue baja, del
4%, estando 132 pacientes en RC mantenida con
una supervivencia libre de evento del 65 %; estos pro-
metedores resultados no han sido, sin embargo, con-
firmados en publicaciones posteriores.

En cuanto a la capacidad de las altas dosis de qui-
miorradioterapia de conseguir la erradicacién de la
enfermedad determinada por técnicas sensibles, los
resultados son contradictorios. En general, los es-
tudios publicados sefialan la persistencia de la en-
fermedad en un buen niimero de pacientes. Asf el
grupo de Kiel analiza mediante oligonucledtidos es-
pecificos de alelo-reaccién en cadena de la polimera-
sa (ASO-PCR) con primers CDR3 especificos la pre-
sencia de EMR en 35 pacientes con LLC-B de mal
prondstico que reciben un trasplante autélogo con
células sometidas a purging in vitro con anticuerpos
monoclonales (AcMo) estando los pacientes en fase
precoz'. Pues bien, en el 80% de los pacientes anali-
zados (28 de 35), se detectaba enfermedad por dicha
técnica. Los autores no indican la capacidad de pre-
decir la recaida en base a |a persistencia o no de EMR,
sin embargo sf sefialan como la técnica empleada
(ASO-PCR) fue mas sensible que la PCR utilizando ce-
badores consenso o la deteccién por citometria mul-
tiparamétrica de células CD5/CD19. Es importante
recordar que las técnicas de EMR deben ser sensibles
pero sobre todo deben ser capaces de predecir la re-
caida clinica y si son demasiado sensibles esto no su-
cede'. A diferencia del grupo de Kiel, Meloni et al'®
comunican que de 20 pacientes en primera o segunda
RC tras fludarabina +/- otros farmacos, la mayorfa
(79 %) alcanzaron remisién molecular postrasplante.
De los pacientes PCR negativos, 12, con una media-
na de 17 meses contintan siendo negativos, mien-
tras que los tres que se repositivizan y dos de los cua-
tro que no habian negativizado, han recaido. De los
estudios de enfermedad minima residual se podria
concluir que, aunque la LLC B no sea curable con
trasplante autdlogo, si es posible conseguir eliminar la
EMR determinada por las técnicas habituales, sobre
todo si los pacientes van en RC al trasplante'®. Ade-
mads en este estudio la negativizacién en la mayoria de
los pacientes podria justificarse porque la técnica mo-
lecular empleada (PCR con cebadores consenso) es
menos sensible (107%) que la ASO-PCR (107°-107°) o
la CMF multiparamétrica (1-5 X 107°). En cuanto a
la técnica a elegir, probablemente la mds sencilla 'y
asequible a todos los laboratorios y con una sensibi-
lidad suficiente sea la CMF'®.

Si consideramos beneficiosa la obtencién de una
“buena remisién” tras el trasplante’'¢ es [6gico
plantear la posible utilidad de la limpieza del pro-
ducto a infundir en el trasplante autélogo ya sea
mediante seleccién positiva o negativa con AcMo.

Ambos métodos producen una reduccién de 1 o
2 logaritmos en la contaminacién del producto a in-
fundir, sin embargo, el posible beneficio sélo se ha
observado en la experiencia de un centro'’. La criti-
ca que siempre se ha hecho a los defensores del pur-
ging es que probablemente las recaidas sean debidas
a la enfermedad residual que queda en el paciente y
no en la del producto a infundir. Por otra parte, es
importante resaltar que de acuerdo al anadlisis de
factores prondsticos llevados a cabo en los estudios
del EBMT y del Internacional Project®'" el estar en
RC clinica al trasplante influye favorablemente en la
evolucién postrasplante; por tanto, el primer paso
para que el paciente con LLC-B pueda beneficiarse
de un trasplante autélogo serfa conseguir que el en-
fermo llegue a trasplante en un estado no de enfer-
medad visible sino de enfermedad minima residual.
Quiza la potencial utilidad del purging in vitro se vea
superada por la utilizacién in vivo de AcMo como el
Campath | (anti-CD52)'%2% o el anti-CD20 (rituxi-
mab)?! que permitirfan ir al autotrasplante, con en-
fermedad visible sélo por técnicas de EMR.

¢ Tiene el trasplante autélogo impacto
en la supervivencia?

Hasta aqui hemos dicho que el trasplante autélogo
produce un elevado porcentaje de respuestas pero
que la enfermedad recae en la mayoria de los pacien-
tes, spodria sin embargo tener un impacto benefi-
cioso en la supervivencia como sucede en otras he-
mopatias como el mieloma multiple? Aunque no
tenemos estudios prospectivos que ayuden a contes-
tar esta pregunta y la comparacién con series histori-
cas es dificil debido a la ausencia de homogeneidad
en los criterios de inclusién al trasplante y el diferen-
te prondstico de los pacientes, una publicacién re-
ciente del grupo aleman apunta a una ventaja en la
supervivencia de pacientes sometidos a trasplante
frente a aquellos que reciben tratamiento convencio-
nal. Dreger et al*? analizan los resultados del estudio
comparativo entre 66 pacientes que recibieron tras-
plante autélogo como parte de la terapia de primera
linea en un estudio prospectivo frente a un grupo de
291 enfermos que habfan recibido tratamiento con-
vencional. De estos grupos seleccionan 44 pacientes
en cada uno con similares caracteristicas y con una
mediana de seguimiento de 70 y 86 meses, respecti-
vamente; pues bien, los pacientes sometidos a tras-
plante autélogo como parte de la terapia de primera
linea tenian significativamente una mayor superviven-
cia que los enfermos que habian recibido terapia
convencional (no alcanzada en la rama del trasplan-
te y 119 meses en la de la terapia convencional)
(p=0,03). Ademas, el tiempo para requerir un nue-
vo tratamiento fue significativamente mayor para los
pacientes que habian recibido trasplante (90 frente
a 15 meses; p < 0,001). En el andlisis multivariante, el
trasplante predice mejor supervivencia mientras que
la presencia de 11qg-y el estadio clinico son factores
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desfavorables en los 2 grupos de pacientes. El bene-
ficio en la supervivencia se mantuvo también cuando
el analisis quedd restringido a los 58 pacientes en los
que la célula tumoral era “no mutada” (mediana de
supervivencia de 139 meses frente a 73 meses;
p <0,2), a pesar de que, como ya habia sido publi-
cado previamente por estos autores®? estos enfer-
mos con LLC “no mutada” muestren un tiempo a la
recaida clinica y molecular significativamente mas
corto que el grupo de pacientes con mutacién de VD)
(a 2 afios 19 frente a 0 %). Por tanto, aunque la au-
sencia de mutaciones contintia siendo un factor pro-
ndstico desfavorable tras el trasplante autélogo, es-
tos pacientes también parecen beneficiarse del
mismo. Sin embargo, la coexistencia de LLC-B no
mutada y de |a presencia de 11g- predice baja posi-
bilidad de remisién tras trasplante autélogo, sugi-
riendo los autores que en esta situacién deben plan-
tearse otras estrategias.

Finalmente comentar el estudio prospectivo del
grupo inglés que en breve serd publicado®® en el que
se analiza en un grupo de 117 pacientes la eficacia
inicial a la fludarabina y del trasplante autélogo. La
respuesta a la fludarabina fue del 82% (RC, 24/65,
37 %); de los 94 pacientes que respondieron, llegan-
do al trasplante 65 pacientes. De ellos, 48 (74 %)
alcanzan RC. La SG y supervivencia libre de enferme-
dad (SLE) a los 5 afios es del 77 y 51 %. Ademds de
los 20 pacientes en los que se hizo un seguimiento
de la enfermedad residual por PCR, 16 alcanzaron
RC en los 6 meses postrasplante siendo la presencia
de enfermedad a nivel molecular un factor que cla-
ramente predice la recaida. Estos resultados apun-
tan pues, también a una mejora en la SG del tras-
plante autélogo, sin embargo, los autores advierten
de la aparicién de un sindrome mielodispldsico
(SMD) en un 8% de los pacientes.

Movilizacion de células progenitoras y régimen
de acondicionamiento

Diversos trabajos indican que la obtencién de pre-
cursores hematopoyéticos para realizar un autotras-
plante es complicada en pacientes que han recibido
alquilantes y/o fludarabina’. Asi pues, en el estu-
dio comentado anteriormente?*, se intentd la movi-
lizacién en 88 pacientes de los 114 evaluablesy se
consiguié en 59 (67 %). En cuanto a los factores que
influyen en el éxito de movilizacién tras fludarabina,
seglin datos del EBMT en 29 pacientes, el haber
recibido mds de 6 ciclos o iniciar la movilizacién an-
tes de 2 meses del ultimo ciclo son factores desfa-
vorables**. Cuando los pacientes reciben fludarabi-
na y ciclofosfamida la movilizacién parece ser peor
y asi en el estudio de Tournilhac et al?® de 38 pa-
cientes que habfan recibido factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) como agente mo-
vilizador, sélo en 12 se consiguié un ndimero sufi-
ciente de células progenitoras. Quizds en pacientes
con pocas posibilidades de ser movilizados deban

recibir otros esquemas. Asi recientemente se ha co-
municado que las dosis intermedias de arabinésido
de citocina consiguieron obtener un ntiimero sufi-
ciente de células progenitoras en pacientes que ha-
bian recibido alemtuzumab y fludarabina y en los
que fallé la movilizacién tras G-CSF?’.

En cuanto al régimen de acondicionamiento un
gran niimero de pacientes recibe radioterapia cor-
poral total (RTCT) aunque no existe una verdadera
justificacién y con resultados discordantes; asi mien-
tras que en un estudio retrospectivo del EBMT® la
RTCT parece beneficiosa, este efecto no ha sido ob-
servado por el grupo internacional'’. Por dltimo, co-
mentar la advertencia en el uso de la RTCT hecha
por Milligan et al** ya que en su serie, todos los pa-
cientes que desarrollan SMD tras trasplante habian
recibido RTCT. Otros estudios en linfoma (EBMT,
GELTAMO) indican un mayor riesgo de SMD* y me-
nos SG% en pacientes que reciben RTCT.

Trasplante alogénico en LLC-B

El prondstico adverso de los pacientes con LLC-B
en progresion (entre 2 'y 6 afios) que empeora atn
mas para los pacientes refractarios a la fludarabina
(supervivencia media de un afio)*® junto a la falta de
terapias alternativas (la infiltracién de médula 6sea
en la mayoria de casos impide la realizacién de un
trasplante autélogo) ha hecho que en los tltimos
afios el nlimero de pacientes sometidos a trasplante
alogénico sea mayor”®'23136_ Como se indica en la
tabla 2, donde se analizan las series més relevantes
comunicadas, el trasplante alogénico se sigue de
una mayor mortalidad que el trasplante autélogo
(30-50 %) pero a diferencia de éste, se observa pla-
teau en las curvas (con un 20-55% de los pacientes
que permanecen en RC mantenida. Estos datos su-
gieren un efecto beneficioso del injerto contra leuce-
mia (ICL) de las células alogénicas, que no puede
achacarse al régimen de acondicionamiento dado
que en general es similar al empleado en el trasplan-
te autélogo. Asi pues, el beneficio adicional del tras-
plante alogénico se deberfa al ICL que se ha puesto
de manifiesto por la respuestas observadas tanto
por la infusién de linfocitos del donante (ILD) como
por la retirada de la inmunosupresién y/o de la
apariciéon de enfermedad injerto contra huésped
(EICH)37-%8_ Este procedimiento es capaz de produ-
cir remisiones prolongadas en pacientes trasplanta-
dos con enfermedad avanzada y asf, segtin los da-
tos del MD Anderson, en una serie de 28 pacientes
con enfermedad avanzada y muy tratada, el sindro-
me linfoproliferativo (SLP) a los 5 afios es del 78 %
para los pacientes quimiosensibles y del 26 % para
los refractarios en el momento del trasplante®.
También Michallet et al* ha actualizado reciente-
mente los datos del estudio del EBMT/IBMTR pre-
viamente publicados: la probabilidad de estar vivo y
libre de enfermedad a los 10 afios para este grupo
de 54 pacientes con LLC-B, la mayoria (70 %) qui-
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Tabla 2. Trasplante alogénico convencional en LLC-B

Tipo de estudio N.° de pacientes MRT SG Plateau
Esteve et al'? Retrospectivo 46 31% 56% (5 afos) Si
International Project
Pavletic et al®® Unico centro 38 30% 62% (2 afios) Si
Rondon et al*” Registro solo donante 23 39% 51% (2 anos) No seguimiento
No emparentado
Khouri et al** Prospectivo 28 SLP Si
Unico centro 78% (5 anos)
Michallet et al® Retrospectivo 41 50% 41% (10 afios) Si

EBMT/IBMIR

LLC-B: leucemia linfdtica cronica-B; MRT: mortalidad relacionada con el trasplante; SG: supervivencia global; SLP: sindrome linfoproliferativo.

miorrefractarios al trasplante, es de 41y 37 %, res-
pectivamente, lo que confirma la capacidad curativa
de esta estrategia terapéutica. Sin embargo, la mor-
talidad para este grupo de pacientes jévenes con
LLC-B (mediana 41 afios) es del 50 %, por lo que a
pesar de su capacidad curativa, el trasplante alogé-
nico debe demostrar la ventaja en cuanto a supervi-
vencia frente a otras estrategias agresivas como pue-
de ser el trasplante autélogo. En este sentido, una
actualizacién del estudio retrospectivo del Interna-
tional Project Group comparando el trasplante au-
télogo y el alogénico (Montserrat et al’', comunica-
cién personal) muestra que mientras hasta los
5 afios el grupo sometido a trasplante autélogo, de-
bido a su menor mortalidad téxica, presenta una
mejor supervivencia, la supervivencia estimada a los
10 afios es superior para los pacientes que recibie-
ron un trasplante alogénico.

Ante la elevada mortalidad del trasplante alogé-
nico debida principalmente a la EICH, una de las
estrategias dirigidas a reducirla es la deplecién de cé-
lulas T del injerto, ya sea con seleccién negativa de
los linfocitos T o con seleccidn positiva de las células
progenitoras CD34+%. Los resultados del trasplante
alogénico deplecionado de células T son escasos. En
un grupo de 26 pacientes con una mediana de edad
de 46 afios que recibieron un trasplante alogénico
con deplecién de células T (seleccién de CD34+ o
elutriacién en varios centros de nuestro pafs (datos
no publicados), con una mediana de seguimiento de
38 meses, la mortalidad global es del 23 %y la de re-
caida del 11 %. La baja mortalidad observada por
nosotros ha sido también comunicada por Gribben
etal*’ (16 % de mortalidad en un grupo de 25 pa-
cientes quimiosensibles); sin embargo, en este estu-
dio casi el 50 % de los pacientes recaen (12 de 25)
aunque es interesante resefiar la eficacia de la ILD
dado que 8 de los 12 son rescatados con este proce-
dimiento. Los autores*' comparan los resultados en
este grupo con 137 pacientes que recibe un tras-
plante autélogo, también todos quimiosensibles.

Con una mediana de seguimiento de 9,5y 7,2 afios
para los pacientes de autélogo y alogénico, respecti-
vamente, la mortalidad y la tasa de recaidas son si-
milares (3, 16, 43, y 48 %, respectivamente).

En resumen, los datos de que disponemos en tras-
plante alogénico en la LLC-B sugiere que esta enfer-
medad incurable puede dejar de serlo gracias a este
tratamiento, incluso cuando se trata de pacientes
refractarios a la quimioterapia®? o con caracteristi-
cas bioldgicas de mal pronéstico como la ausencia
de mutaciones somdticas*’. Sin embargo, |a elevada
mortalidad asociada al procedimiento junto a la
edad avanzada de los pacientes con LLC-B hace que
el trasplante alogénico sea accesible sélo a un pe-
quefio porcentaje de pacientes.

Trasplante con acondicionamiento
de intensidad reducida (TIR)

La experiencia acumulada en otras enfermedades
con trasplante utilizando acondicionamiento de in-
tensidad reducida*®®** ha hecho que la LLC-B sea una
de las enfermedades en las que dicha estrategia esté
siendo explorada siempre en el contexto del drea de
investigacién. No hay que olvidar que al tratarse de
una neoplasia de crecimiento relativamente lento, la
hace sobre todo atractiva para explorar dreas de tras-
plante en las que el efecto fundamental sea el ICL.

En la tabla 3 se muestran algunas de las series pu-
blicadas con TIR en la LLC-B**°. Como se puede ob-
servar, comparandolo con la mortalidad de hasta el
50% publicado tras trasplante alogénico con acondi-
cionamiento convencional, la mortalidad global es
inferior (15-25%) y la SG esta en torno al 70% a los
2 afios, con una supervivencia libre de evento por
encima del 56 % en todas la series. Debemos destacar
ademds que en general la edad es superior y asi,
mientras la edad media en la serie publicada por Mi-
challet et al*® era de 41 afios o la del grupo retros-
pectivo espafiol al que nos hemos referido anterior-
mente era de 46 afios, la edad media de los pacientes
que reciben un TIR estd por encima de los 50 afios.
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A primera vista la eficacia del trasplante no mie-
loablativo no parece inferior a la del trasplante alo-
génico con acondicionamiento mieloablativo, evi-
denciando el efecto contra leucemia existente en
esta enfermedad. Queda por demostrar si los pa-
cientes de peor prondstico como aquellos con alte-
raciones de p53(17 p-), que tienen una superviven-
cia de sélo 32 meses? o los que presentan delecién
del 11qy ausencia de mutaciones, que de acuerdo
a los resultados de Ritgen et al*® no se ven benefi-
ciados por otras estrategias como el trasplante au-
télogo, pueden ser rescatados con este tratamiento.
En este sentido, comentar brevemente que en un es-
tudio llevado a cabo en 31 pacientes con LLC-By
edad media de 53 afios que han recibido un tras-
plante alogénico con intensidad reducida en varios
centros de nuestro pais (datos no publicados). Con
una mediana de seguimiento para la serie global de
36 meses (1-63), 7(22 %) pacientes han fallecido de
toxicidad y de entre los 24 restantes, en 21 se han
realizado estudios bioldgicos que permiten seleccio-
nar 16 pacientes con una o mas caracteristicas des-
favorables: no mutaciones somdticas, 3 (19 %), no
mutacionesy 17p-, 1(6,3 %), no mutacionesy 11qg-,
2(12,5%), no mutaciones, CD38 elevado y 11qg-,
1(6,3 %), no mutaciones y CD38 elevado, 1 (6,3 %),
expresion de CD38 superiora 30%, 2 (12,5%), dele-
cién de 11g-, 3 (19%), cariotipo complejo, 1(6,3 %),
CD38 elevadoy 17p-, 1(6,3 %) y CD38 elevado y ca-
riotipo complejo, 1(6,3 %).

Tabla 3. Trasplante no mieloablativo en la LLC-B

Aln aceptando el efecto alogénico curativo en la
LLC-B quedan muchas preguntas que contestar,
la primera de ellas es si el trasplante no mieloablativo
tiene realmente menos mortalidad. En este sentido,
el estudio aun no publicado®' del grupo de Seattle en
el que se comparan 73 pacientes sometidos a tras-
plante mieloablativo (incluidas 12 LLC-B) con un
grupo de 73 pacientes (11 LLC-B) que recibe un TIR
(fludarabina + 200 cGy de RTCT) muestra que a pe-
sar de la edad superior y la mayor comorbilidad del
grupo que recibe un TIR, la mortalidad al dia +100 y
al afio es significativamente menor en el grupo que
recibe trasplante no mieloablativo. Obviamente ade-
mas de reducir la mortalidad, el trasplante no mie-
loablativo tiene que ser igual de eficaz que el mieloa-
blativo en erradicar la enfermedad. En este sentido,
recientemente en un estudio retrospectivo del EBMT
que incluye 448 pacientes, 224 sometidos a tras-
plante mieloablativo y 224 que reciben un acondicio-
namiento de intensidad reducida, éstos con una
edad significativamente superior, Dreger et al®? han
comunicado que en el andlisis ajustado por edad, si-
tuacion, etc., la tasa de recaida es similar en ambos,
mientras que la mortalidad es inferior y la SG es su-
perior para los pacientes que reciben un trasplante
con acondicionamiento de intensidad reducida.

En cuanto a la eleccién del mejor régimen de acon-
dicionamiento de intensidad reducida, todos ellos in-
cluyen fludarabina y un alquilante como melfaldn, bu-
sulfan, ciclofosfamida o RCTC, siendo el de menor

Empleo/no empleo EICH REC
Tipo de estudio ——— _
Autor (n. de pacientes)  Edad (med) Acondicionamiento Aguday/cronica MRT PGR SG SLP
Schetelig et al*® Prospectivo 15/15 Flu-Bu 56%/75% 15% 72 67
(n=130) 50 ATG (2 afios) (2 afios)
Caballero etal  Prospectivo 31/0 Flu + Mel: 64% 64%/66 % 22% 6% 66 68
(datos no (n=31) 53 Flu-Bu-ATG: 16% (2 afios) (2afios) (2 afios)
publicados) Flu-TBI: 3,2%
Flu-TBI-ATG: 13%
Flu-Mel-C1H: 3,2%
Dreger et al® Retrospectivo 65/14 Flu + Cy: 56% 34%/72% 18% 31% 58% 56%
EBMT 58 Flu + Mel o (12 meses) (2afios) (2afos) (2 afios)
(n=79) Bu:44%
(40% + CIH)
Sorroretal®  (n=14) 0/14 Flu 90 + -/57% 22% 16% 70% 62%
58 200TBI 6p (2fallos  (2afios) (2 afos)
injerto)
Khouri etal””  Prospectivo 17/0 Flu90+ Cy 750 x 3+ -/36%si ¢ 0 100% si é
(n=17) Ritux x 3 (10p) Rituxy 81% Ritux
si no Ritux 14% si no
Ritux

LLC-B: leucemia linfdtica crénica-B; EICH: enfermedad injerto contra huésped; REC: 222222; MRT: mortalidad relacionada con el trasplante; PGR: 222222;
SG: supervivencia global; SLP: sindrome linfoproliferativo; EBMT: European Bone Marrow Transplant.
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intensidad el del grupo de Seattle®'. Es dificil precisar si
uno es mejor que los otros pero a priori, si existe enfer-
medad activa,cabe esperar que el acondicionamiento
del grupo de Seattle, como ya ha sido comunicado en
otras hemopatias se asocie a un menor efecto antitu-
moral. La morbimortalidad del trasplante alogénico
no mieloablativo es debida casi exclusivamente a la
EICH presente en un buen niimero de enfermos, que
en casi el 100% de los casos se realiza a partir de célu-
las de sangre periférica. Asi la incidencia de EICH agu-
da ll-IVy de EICH crénica es de 34y 68 % segtin los da-
tos del estudio prospectivo espafiol que ha reclutado
mds de 200 pacientes en diferentes hemopatias*3; es
de resefiar, sin embargo, que en un estudio compara-
tivo® llevado a cabo entre 135 pacientes incluidos en
dicho protocolo y 85 que durante el mismo periodo
recibieron un trasplante alogénico mieloablativo, a pe-
sar de la edad superior del primer grupo, la incidencia
de EICH agudo grado -V y el tiempo que permane-
cen bajo tratamiento inmunosupresor debido a EICH
crénica son significativamente menores en los pacien-
tes que reciben un trasplante con acondicionamiento
de intensidad reducida.

Dada la morbimortalidad de la EICH se han em-
pleado diferentes estrategias encaminadas a reducir-
la, siendo la mds frecuente la incorporacién en el
acondicionamiento de algtin tipo de globulina anti-
linfocitica o asociar alemtuzumab (anti-CD52). Asi,
recientemente, Pérez Simén et al® han comparado
los resultados de dos estudios prospectivos con tras-
plante no mieloablativo en sindromes linfoprolifera-
tivos que incluia 15 pacientes con LLC-B y de los que
78 (8 LLC-B) habian recibido alemtuzumab y CSA'y
51(7 LLC-B) metotrexato + CSA como profilaxis del
EICH. El alemtuzumab, de acuerdo con este estu-
dio, reduce significativamente la incidencia de EICH
pero se asocia a una mayor reactivacién de la infec-
cién por citomegalovirus. Ademds, mds pacientes
en el grupo del anti-CD52 requirieron ILD para con-
trol de la enfermedad o para alcanzar una hemato-
poyesis completa del donante. Sin embargo, la gran
morbilidad que produce la EICH crénica hace al
anti-CD52 una estrategia atractiva a explorar, sobre
todo en neoplasias de lento crecimiento como la
LLC-B donde, de acuerdo con los datos existen-
tes® ¢ la RC tras trasplante alogénico se alcanza tar-
de sin que por ello la enfermedad progrese. Ademds
la ILD a dosis escalantes ayuda a alcanzar la quime-
ra completa o a erradicar la enfermedad en algunos
pacientes, con un menor riego de desarrollar EICH*.

Otro anticuerpo monoclonal, el anti-CD20 (rituxi-
mab) se ha afiadido al acondicionamiento no mie-
loablativo en 17 pacientes con LLC-B*’. Aunque los
resultados son preliminares, los autores apuntan ha-
cia un posible papel del rituximab como inmunomo-
dulador, mejorando el efecto ICL del trasplante, que
en su experiencia tiene aparente influencia en la su-
pervivencia (100 y 14 % dependiendo de que hayan
o no recibido rituximab).

Respecto al tipo de donante, la mayoria de los
pacientes han recibido un trasplante de un donan-
te familiar, aunque en los dltimos afios mds y mas
pacientes con SLP se trasplantan de donante no
emparentado con acondicionamiento no mieloa-
blativo algunos con LLC-B y la mortalidad de las
series que incluyen diferentes enfermedades estd en
torno al 20 %°%%.

Factores que influyen en el éxito
del trasplante en la LLC-B

Como hemos visto anteriormente aunque diferen-
tes de unas series a otras, varios factores influyen des-
favorablemente en el prondstico de los pacientes so-
metidos a trasplante autélogo: la situacién al
trasplante, intervalo mayor a 36 meses entre el diag-
néstico y el trasplante, no recibir RTCT®'"314 alte-
raciones cromosémica como 11g-?>%3, ausencia de
mutaciones somaticas de la regién VD), estadio de Bi-
net avanzado o linfocitos superior a 50 X 109/1?2%.
En el estudio de Milligan et al** en el que los pacientes
reciben el trasplante autélogo como parte de la tera-
pia de primera linea, variables como la edad, o el es-
tadio no influyen en la SG ni en la SLE, sin embargo,
la presencia de enfermedad a nivel molecular postras-
plante predecfa la reaparicién de la enfermedad.

En cuanto a los factores prondsticos en pacientes
que reciben trasplante alogénico, de acuerdo con el
reciente estudio retrospectivo del EBMT>2 se asocian
a menor mortalidad el acondicionamiento no mie-
loablativo y trasplante precoz; a una mejor SG estar
en RC o RP al trasplante y a una menor recaida la
situacién al trasplante, menos de 47 afios y donan-
te emparentado.

Eficacia del tipo de trasplante
en la eliminacién de la EMR

Como ya se ha comentado previamente la persis-
tencia o reaparicién de enfermedad residual deter-
minada por técnicas de biologia molecular (PCR) o
CMF multiparamétrica se asocia a recaida de la
LLC-B postrasplante'®'*"7 De hecho, tras trasplante
autélogo, la mayoria de los enfermos van a conti-
nuar con enfermedad a nivel molecular y esto se va
a seguir de una recafda clinica. Sin embargo, tras
trasplante alogénico la enfermedad es indetectable
en la mayoria de los enfermos, lo que indica la capa-
cidad curativa de dicho procedimiento.

Existen dos trabajos que comparan el diferente
comportamiento de la persistencia de la EMR en el
trasplante autélogo y alogénico. En la serie de Este-
ve et al®> que analiza la EMR mediante CMF, de
18 pacientes que reciben trasplante autdélogo,
seis de los siete con EMR a los 3 meses, progresan a
una mediana de 15 meses, con una probabilidad de
recaida significativamente mayor que aquellos con
EMR negativa. Frente a esto, la persistencia de EMR
tras trasplante alogénico no es sinénimo de recaida
ya que la EMR progresivamente va disminuyendo.
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Igualmente, Ritgen et al*® han comunicado un estu-
dio por PCR cuantitativa comparando los resulta-
dos entre un grupo de 12 pacientes que reciben un
trasplante alogénico no mieloablativo (11 no muta-
dos y uno mutado) y 49 que reciben trasplante au-
télogo (35 no mutados y 10 mutados). En los pa-
cientes que reciben trasplante alogénico se observa
una reduccién progresiva de la EMR hasta la com-
pleta desaparicién del clon tumoral, que ademas se
hace muy evidente al suspender la inmunosupresién;
sin embargo, tras altas dosis seguida de rescate au-
télogo, la maxima reduccién se obtiene en el dia
+100 y después va en aumento. Asi los 8 pacientes
que son PCR negativos tras TIR permanecen en RC
mientras que en el trasplante autélogo, 14 pacientes
ya han presentado una recaida franca.

En resumen, estos estudios sugieren la capacidad
erradicadora de la enfermedad por el trasplante alo-
génico y no por el autélogo. Es mds, como se ha co-
municado recientemente??, el trasplante alogénico
seria también capaz de erradicar la enfermedad en
pacientes con prondstico adverso de la LLC no mu-
tado y asi de acuerdo con este estudio, la posibili-
dad de recaida a los 3 afios tras trasplante autélo-
go en 12 pacientes con LLC no mutada es del 48 %
mientras que ninguno de los 6 pacientes que reciben
un trasplante alogénico ha recaido.

Indicaciones del trasplante autélogo
y alogénico

En la toma de decisiones terapéuticas en cualquier
hemopatia es imprescindible disponer de los facto-
res prondsticos de la mismaZ. En la LLC-B en la ac-
tualidad, ademads de los datos clinicos bésicos (esta-
dio clinico, patrén de infiltracién de biopsia ésea,
tiempo de duplicacién linfocitaria, etc.) se debe rea-
lizar un estudio citogenético y de hibridacién in situ
que incluya el andlisis de los genes Rb (13 g-) ATM
(11q), p53 (17p-) y cromosoma 12, asi como el es-
tudio de los antigenos CD38 y ZAP-70 y de la exis-
tencia de mutaciones somaticas de la regién variable
de la cadena pesada de inmunoglobulinas.

Tomando en cuenta esta consideraciones, las in-
dicaciones del trasplante autélogo y alogénico se-
rfan las siguientes:

El trasplante autélogo, aunque no cure la enferme-
dad puede, como se ha dicho, tener un impacto en la
supervivencia por tanto parece un opcién adecuada
para pacientes con caracteristicas de mal prondstico
y datos clinicos que requieren tratamiento (estadios
B, C, no mutados, expresion elevada de ZAP-70 o de
CD38 elevada); es recomendable que el paciente se
encuentre con la minima enfermedad antes del tras-
plante, mejor en RC, lo que en la actualidad puede
conseguirse gracias a la asociacién a la quimiotera-
pia de AcMo como el rituximab o el alemtuzu-
mab?"®°. No sabemos sin embargo, si con el empleo
de estos farmacos en asociacién o combinados a al-
quilantes y andlogos de las purinas y quizd como

mantenimiento no se pueden alcanzar los mismos re-
sultados que con el trasplante autélogo y sin el riesgo
de la aparicién de sindrome mielodispldsico. Asi
pues, parece aconsejable que el trasplante autélogo,
aunque forma parte de la terapia habitual de los sin-
dromes linfoproliferativos, en el caso de la LLC, se
realice sélo en el contexto de ensayos clinicos.

Respecto a qué pacientes se les debe ofrecer un
trasplante alogénico y que tipo, pacientes con facto-
res de mal prondstico como no alcanzar RP con un
régimen que incluya fludarabina, aquellos que re-
quieren tratamiento y presentan datos biolégicos de
mal prondstico como ausencia de mutaciones so-
madticas y alteraciones citogenéticas como el 11g- o
17p-, generalmente no consiguen larga superviven-
cia con el trasplante autélogo, por lo que, si tienen
un donante familiar o edad para tolerar un trasplan-
te no emparentado ésta es probablemente la mejor
opcién para ellos. Respecto al tipo de acondiciona-
miento de trasplante alogénico, aunque los datos
son preliminares, la experiencia actual apunta a que
el acondicionamiento mieloablativo no parece im-
prescindible para erradicar el clon leucémico ya que
el régimen de intensidad reducida puede conseguir-
lo igualmente. La EICH tanto aguda como crénica
sigue siendo un problema que conlleva todavia una
mortalidad no desdefiable y una gran morbilidad
por lo que deben continuar los esfuerzos para dismi-
nuir el efecto desfavorable, manteniendo el efecto
alogénico beneficioso.

En resumen, todavia quedan abiertas muchas
cuestiones por resolver pero si queremos hacer al-
gunas recomendaciones aplicables a pacientes por
debajo de 70 afios, que puedan ser en el futuro can-
didatos a terapias agresivas, deben tenerse en cuen-
ta una serie de recomendaciones: la decisién de ini-
ciar el tratamiento debe basarse en la existencia de
enfermedad sintomatica y no en la presencia exclusi-
va de datos prondsticos. La reevaluacién de la enfer-
medad debe hacerse con los métodos mas sensibles
y reproducibles, en la LLC-B, probablemente la cito-
metria de flujo. Por dltimo, si el paciente es candida-
to a trasplante, siempre que sea posible, deberfa in-
cluirse a los pacientes en estudios prospectivos;
cuando la terapia considerada “estandar” haya fra-
casado se debe ofrecer a los pacientes la posibili-
dad de entrar en ensayos clinicos que le permitan
beneficiarse de farmacos en investigacion.
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PLASTICIDAD DE LAS CELULAS MADRE HEMOPOYETICAS:
APLICACIONES EN LA PRACTICA CLINICA

CoORDINADOR: F. PROSPER. Falta centro??, Pamplona
J.A. BUEREN. Falta centro??, Madrid

Resumen del simposio

Como algunas veces ocurre en distintas dreas del conocimiento, las expectativas generadas por algunos
descubrimientos, son cuando menos desproporcionadas y prematuras, y a medio plazo conducen a produ-
cir un efecto contrario del que inicialmente se esperaba. Desde que hace ahora 6 afos, los descubrimientos
seminales del grupo de Thomson™?, demostraran la posibilidad de generar lineas celulares pluripotenciales
e inmortales a partir de blastocistos humanos, se ha desarrollado un sentimiento generalizado e intenso de
que un ndmero incontable de enfermedades incurables tienen los dias contados. Por desgracia, nada més le-
jos de la realidad. No cabe duda de que se han abierto nuevas expectativas, tanto en cuanto a la posible
utilizacién de las células madre en terapia regenerativa, como en cuanto a que su estudio nos permita en-
tender en mayor profundidad algunos de los mecanismos que condicionan la aparicién de enfermedades
como el Parkinson o la diabetes mellitus o por qué, mientras que animales inferiores como planarias o rep-
tiles son capaces de regenerar tejidos e incluso organismos enteros, en humanos, esta capacidad es cuando
menos muy limitada.

En el centro del debate nos encontramos con las células madre adultas y las células madre embrionarias.
Independientemente de aspectos éticos, tanto unas como las otras ofrecen ventajas e inconvenientes. Deja-
remos a los distintos conferenciantes que nos presenten las fortalezas y debilidades de cada tipo de células
madre. Indudablemente, deben ser los méritos cientificos y no politicos los que nos demuestren cudles son
las posibilidades clinicas y terapéuticas reales de las células madre. Por desgracia, la presién social, politica
y medidtica estd desvirtuando el debate y llevandolo a terrenos ajenos a la ciencia.

Un dltimo comentario, antes de describir algunos aspectos de las presentaciones que vamos a escuchar a
continuacién: es esencial que seamos capaces de transmitir tranquilidad y paciencia a nuestros enfermos y
a sus familias. Las células madre estan todavia lejos de constituir una realidad en el campo de las terapias re-
generativas de enfermedades actualmente incurables, y solamente la investigacién constante, bien disefia-
day sin prejuicios permitird llegar a conclusiones que a medio y largo plazo puedan dar respuesta a nuestros
enfermos.

Nuestra intencién con este simposio, ha sido tratar de dar una visién actual de las posibilidades de la te-
rapia celular con células madre en algunas de las areas més significativas. Para ello contamos con algunos
de los investigadores, que en la actualidad constituyen la vanguardia en sus respectivas especialidades.

La Dra. Beatriz Pelacho nos describira cudles son las perspectivas de la utilizacién de las células madre
adultas derivadas de la médula ésea en el campo de la regeneracién cardiaca. Mds concretamente nos ha-
blard de las células MAPC, descritas hace 2 afios por el grupo de Catherine M. Verfaillie del que forma par-
te la Dra. Pelacho®. Utilizando modelos in vitro, asi como modelos experimentales de infarto de miocardio,
veremos hasta qué punto las células MAPC contribuyen a mejorar la funcién cardiaca en estos modelos y
cudles son los posibles mecanismos que contribuyen a esta mejoria.

La capacidad de autorregeneracién del higado a partir de los propios hepatocitos maduros o de las célu-
las ovales ha sido claramente demostrado en distintos modelos animales. Sin embargo, de forma reciente,
se ha sugerido que las células madre hematopoyéticas podrian ser capaces de diferenciarse a hepatocitos
maduros y contribuir a la regeneracién hepdtica. El grupo del Dr. Segovia ha trabajado extensamente en un
modelo de cirrosis hepdtica en ratén. Mediante la utilizacién de ratones Ly5.1 y Ly5.2-GFP ha podido de-
mostrar qué células de la médula 6sea son capaces de diferenciarse a hepatocitos. Aunque el porcentaje de
hepatocitos derivados de células madre hematopoyéticas es muy pequefio, es posible incrementar dicho por-
centaje gracias a la utilizacién de factores de crecimiento, capaces de movilizar células hematopoyéticas des-
de la médula dsea a la sangre periférica.
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Las enfermedades neurodegenerativas y mas concretamente la enfermedad de Parkinson figuran entre las
enfermedades “favoritas” como modelo para la terapia celular. Como bien nos explicard la Dra. Luquin, au-
toridad internacional en el tratamiento de esta enfermedad, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por
la degeneracién selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y por tanto se trata de un
modelo particularmente atractivo, ya que la sustitucién por nuevas neuronas dopaminérgicas al menos, teé-
ricamente contribuirfa a curar la enfermedad. En el laboratorio de la Dra. Luquin, han desarrollado mode-
los animales de Parkinson en ratas y en monos®. En estos modelos, han examinado la posibilidad de que
células derivadas del cuerpo carotideo sean capaces de restaurar los sintomas motores de la enfermedad.
Ademds de profundizar en algunos de los mecanismos responsables de estos efectos, estos estudios nos su-
gieren que tal vez, no es necesario la utilizacién de células pluripotenciales sino solamente con la potenciali-
dad necesaria para tratar una enfermedad concreta.

Esperamos que estas cuatro presentaciones, enormemente interesantes, estimulen el interés de la audien-

cia en este apasionante campo de la medicina regenerativa y de las células madre.
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Resumen

En los dltimos afios se ha descrito que las células
madre hematopoyéticas (CMH), aparte de generary
mantener las células sanguineas tienen la capacidad,
bajo determinadas condiciones, de generar células
funcionalmente activas de otros tejidos no hemato-
poyéticos, tales como el higado, corazén, musculo.
La proliferacién y diferenciacién de las CMH estdn
finamente regulada por mdltiples factores de creci-
miento e interacciones célula-célula con el estroma
medular. Algunos de estos factores de crecimiento
tienen la capacidad de movilizar CMH desde la mé-
dula 6sea al torrente sanguineo. En el presente tra-

bajo, hemos establecido condiciones para el estudio
de esta nueva funcionalidad de las CMH y hemos in-
vestigado si la movilizacién de CMH mediante fac-
tores de crecimiento hematopoyéticos puede incre-
mentar la generacién de hepatocitos derivados de
la médula é6sea (HDMO). Para su estudio se esta-
blecié un modelo murino de cirrosis crénica en rato-
nes cuyas células derivadas de la médula dsea ex-
presaban la proteina verde fluorescente (EGFP). En
los ratones tratados para inducir dafio hepético
se observé un marcado desequilibrio en los para-
metros hepdticos plasmdticos y una estructura he-
patica alterada. La presencia de HDMO se evalué
mediante técnicas de inmunohistoquimica e in-
munofluorescencia. En los animales cirréticos, el
porcentaje de HDMO fue de uno cada 250.000 he-
patocitos totales. Sin embargo, la movilizacién
con factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF), provocé un aumento significativo en el
porcentaje de HDMO. Estos resultados demuestran
que la movilizacién de CMH desde la médula ésea
a sangre periférica incrementa significativamente la
presencia de HDMO en higados dafiados.

Introduccién

Las células madre, o células stem, se definen como
células con capacidad de autorrenovacién, multidi-
ferenciacién y mantenimiento a lo largo de toda la
vida del individuo. En el organismo adulto diferen-
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tes tejidos mantienen una pequefia poblacién de cé-
lulas multipotenciales con capacidad de proliferary
diferenciar hacia los diversos tipos celulares del teji-
do al que pertenecen. Estas células se encargan de
regenerar el érgano o tejido conforme las células que
lo componen mueren o tras un dafio tisular'. Sin em-
bargo, recientemente se han obtenido datos que
rompen el dogma de que una célula madre adulta
estd restringida al 6rgano en el que se aloja. A este
fenémeno se la ha dado en llamar transdiferencia-
cién o plasticidad de células madre y se ha definido
como la conversién de una célula de un linaje tisular
a una célula de otro tejido completamente distinto,
con pérdida de marcadores especificos y de funcién
del tejido original, y la adquisicién de marcadores y
funciones del tipo al que se ha transdiferenciado?.

La médula ésea se ha revelado como la poblacién
con un mayor potencial de transdiferenciacién. La
demostracién de que células de médula ésea enri-
quecidas en CMH, pueden contribuir a generar célu-
las funcionales de multitud de tejidos no hematopo-
yéticos se ha llevado a cabo después de transferir
CMH a huéspedes letalmente irradiados, y a menu-
do dafiados en el tejido a estudiar®®. Asi pues, se ha
descrito la expresién de marcadores genéticos deri-
vados del donante en células no hematopoyéticas en
la piel*, epitelio pulmonar®®, epitelio intestinal?, epi-
telio renal®, parénquima hepatico®”'°, pancreas'’,
musculo esquelético’'®, endotelio'™, miocardio™ y
neuronas del sistema nervioso central en la corteza
y cerebelum'. La incidencia de este fenémeno pre-
senta una gran variabilidad, desde menos del 0,1% a
casi el 20 % de células transdiferenciadas del total
del tejido diana®?3. En la mayor parte de los casos
ha sido necesario que existiera dafio en los tejidos
diana para que se observaran fenémenos de transdi-
ferenciacién’. Ademas, en determinados casos han
sido capaces de restaurar enfermedades del receptor
de las células”'718,

Las primeras evidencias sobre la existencia de fe-
némenos de plasticidad se llevaron a cabo en el teji-
do hepdtico. El andlisis de los higados de ratones
hembra letalmente irradiados y trasplantados con
células de médula ésea procedente de ratones ma-
cho singénicos revelé la presencia de hepatocitos
con el cromosoma Y en su genoma®. Estos resulta-
dos fueron corroborados posteriormente en huma-
nos que habfan sido sometidos a trasplante de
médula ésea como tratamiento de enfermedad he-
matoldgica'®. Sucesivos abordajes demostraron que
una poblacién altamente purificada de CMH no
s6lo reconstituia la hematopoyesis de ratones letal-
mente irradiados y defectivos en una enzima hepdti-
ca —fumaril acetoacetato hidrolasa- necesaria para
la vida del animal, sino que ademas repoblaba el hi-
gado enfermo y restauraba valores normales de tran-
saminasas’. Esta repoblacién del tejido hepético ha
sido también demostrada en otros modelos de dafio
hepatico®?*2'. Aunque estudios posteriores han ex-

plicado estos procesos como resultado de fusién in
vivo entre células exdgenas normales y endégenas en-
fermas, se han abierto grandes expectativas sobre la
posibilidad de utilizar CMH, de las que se dispone de
un gran conocimiento, para curar tanto enfermeda-
des hematoldégicas como no hematoldgicas.

Es bien conocido que el tratamiento con determi-
nados farmacos o factores de crecimiento hemato-
poyético produce una movilizacién de progenitores
hematopoyéticos y CMH de la médula ésea a la san-
gre periférica®?. Este tratamiento se ha utilizado ex-
tensivamente para la obtencién de productos hema-
topoyéticos para trasplante. También se utilizan
tratamientos con factores de crecimiento para paliar
determinadas anemias y leucopenias inducidas
como resultado de un trasplante de médula ésea o
debidas a enfermedades hematolégicas como leuce-
mias, anemia de Fanconi. En el presente estudio nos
hemos planteado la evaluacién de la contribucién
de células derivadas de la médula dsea en la recupe-
racién de dafio hepdtico crénico y la posibilidad de
que un incremento en el ndmero de precursores he-
matopoyéticos y CMH circulantes, inducido por fac-
tores de crecimiento hematopoyético, aumente la
incidencia de transdiferenciacién hepdtica en un
modelo murino de cirrosis crénica.

Desarrollo de un modelo murino
de cirrosis crénica con células de la médula
6sea marcadas genéticamente

Para la identificacién de las células procedentes
de la médula ésea, ratones expresando el marca-
dor panleucocitario murino Ly-5.1 fueron trasplan-
tados con 107 células totales de médula ésea pro-
cedentes de ratones que expresaban el marcador
panleucocitario Ly-5.2 y transgénicos expresando la
EGFP bajo el promotor de la B-actina, de expresion
ubicua. De esta forma, se generan unos ratones qui-
méricos donde todas las células derivadas de la mé-
dula dsea, tanto hematopoyéticas como no hema-
topoyéticas son identificables por la expresién de la
EGFP. Tres meses después del trasplante los anima-
les presentaron una hematopoyesis estable y positi-
va para el marcador hematopoyético exégeno
(Ly-5.1) y para la EGFP.

La induccién de cirrosis se llevé a cabo mediante la
administracién intraperitoneal continuada (una vez
por semana durante 3 meses) de tetracloruro de car-
bono (CCls)?. Se evaluaron pardmetros plasméticos
de transaminasa glutamicopirivica, enzima transa-
minasa glutamicooxalacética y bilirrubina, compro-
béndose su alteracién respecto a valores normales,
que reflejaban un claro dafio hepatico (tabla 1). El
andlisis histolégico de los higados de ratones cirréti-
cos mostrd la presencia de grandes células con inclu-
siones celulares, incremento de infiltracidn linfocitaria
y areas de inflamacién y pérdida de glucégeno celu-
lar (fig. TA). En conjunto, se demostraba que el tra-
tamiento a los ratones trasplantados con CCls indu-
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Tabla 1. Valores plasméticos de enzimas hepdticas en
ratones normales y tratados con tetracloruro de carbono

GPT GOT Bilirrubina

Media  DE Media DE  Media DE

-cCl; 6,17 117 4933 1,91 0,138 0,037
+CCl, 89,80* 9,99 197,55% 25711 0,309* 0,018

*Valores estadisticamente significativos (p < 0,05) usando test

de Wilcoxon Mann-Whitney.

GPT: transaminasa glutamicopirivica; GOT: transaminasa
glutamicooxalacética; DE: desviacion estdndar; CCly: tetracloruro de carbono.

cfa un dafio hepdtico grave que se asemejaba a una
enfermedad cirrdtica crénica.

Identificacién de células derivadas
de la médula ésea en los higados enfermos

Nuestro siguiente objetivo fue identificar la pre-
sencia de derivadas de la médula ésea exdgena tras-
plantada en los ratones cirréticos. Para ello, cortes
de tejido hepatico fueron marcados con anticuerpos
que reconocian células hematopoyéticas y la protei-
na transgénica EGFP. Se observé una presencia de
células exégenas muy elevada, en torno al 30 %, de-
bido fundamentalmente a los procesos de necrosis
hepatica y procesos inflamatorios asociados. Esta
presencia de células hematopoyéticas en el higado
de los ratones cirrdticos aumenté hasta un 50 % de
las células del higado cuando los ratones fueron so-
metidos a un protocolo de movilizacién utilizando el
factor de crecimiento G-CSF, comprobandose que
el incremento de células y precursores hematopoyé-
ticos circulantes se reflejaba en un claro incremento
de las células hematopoyéticas infiltradas en los hi-
gados dafados (fig. 1B).

Dadas las evidencias descritas sobre la capacidad
plastica de las células de la médula ésea, nos propu-
simos determinar si el aumento en el ndmero de cé-
lulas hematopoyéticas influfa también en la apari-
cién de células hepaticas procedentes de la médula
6sea trasplantada (células transdiferenciadas). Para
contabilizar una célula como transdiferenciada, se
establecieron los siguientes requisitos: a) expresar el
transgén EGFP (analizado por inmunofluorescen-
cia); b) poseer morfologia de hepatocito (células
grandes con un citoplasma regular, ndcleos grandes
y en ocasiones varios nticleos); ¢) no expresar marca-
dores de diferenciacién hematopoyética tales como
el antigeno panleucocitario CD45 (analizado por in-
munofluorescencia), y d) poseer funcionalidad hepa-
tica, tal como la capacidad de almacenar glucégeno
(analizado por tincién con acido peryédico de Schiff
[PAS]). Siguiendo estas estrictas condiciones encon-
tramos que en los higados dafiados la presencia de
HDMO era muy baja, en torno a 1/250.000 hepato-
citos. Estos datos estdn en consonancia con los co-
municados por otros autores** y confirman que aun-

Figura 1. Andlisis de dafio tisular hepatico y de injerto de células
derivadas de la médula ésea en ratones tratados con CCl,.

A) Secciones hepaticas de higados dafiados tefidas con
hematoxilina-eosina; se observan focos de infiltracién
hematopoyéticas y células hepaticas aberrantes; B) presencia

de células hematopoyéticas, y C) de hepatocitos derivados de la
médula 6sea en ratones con dafio hepatico y movilizados con
G-CSF. Criocortes analizados mediante inmunofluorescencia para
la identificacion de EGFP, Ly-5 y nucleos celulares con DAPI.

que existente, la generacion de HDMO es un suceso
de muy baja incidencia. Cuando se analizaron los
animales tratados con G-CSF, se observé un incre-
mento de HDMO directamente proporcional al nd-
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mero de semanas de tratamiento con el factor de
crecimiento (fig. 1C). Estos resultados sugieren que
la movilizacién de CMH a la circulacién favorece la
aparicién de hepatocitos funcionales derivados de
la médula 6sea. Si los hepatocitos generados en este
modelo experimental son fruto de la capacidad plas-
tica de las CMH o se deben a fenémenos de fusién in
vivo estd siendo evaluado en la actualidad.

El desarrollo de protocolos de potenciacién de
estos procesos podria facilitar la regeneracién he-
patica en situaciones en las que los mecanismos he-
paticos per se se hubiesen agotado. Asimismo, la in-
troduccién de genes terapéuticos en CMH mediante
protocolos de terapia génica podria facilitar la ex-
presién de proteinas de interés en higado o en cual-
quier otro tejido al que pudiesen derivarse las CMH.

Bibliografia

1. Kaji EH, Leiden JM. Gene and stem cell therapies. JAMA 2001;285:
545-50.

2. Wagers AJ, Weissman IL. Plasticity of adult stem cells. Cell 2004;116:
639-48.

3. Herzog EL, Chai L, Krause DS. Plasticity of marrow-derived stem cells.
Blood 2003;102:3483-93.

4. Krause DS, et al. Multi-organ, multi-lineage engraftment by a single
bone marrow-derived stem cell. Cell 2001;105:369-77.

5. Theise ND, et al. Radiation pneumonitis in mice: a severe injury model
for pneumocyte engraftment from bone marrow. Exp Hematol 2002;
30:1333-38.

6. Kale S, et al. Bone marrow stem cells contribute to repair of the is-
chemically injured renal tubule. J Clin Invest 2003;112:42-9.

7. lLagasse E, et al. Purified hematopoietic stem cells can differentiate into
hepatocytes in vivo. Nat Med 2000;6:1229-34.

8. Petersen BE, et al. Bone marrow as a potential source of hepatic oval
cells. Science 1999;284:1168-70.

9. Theise ND, et al. Derivation of hepatocytes from bone marrow cells in
mice after radiation-induced myeloablation. Hepatology 2000;31:
235-40.

10 Wang X, et al. Albumin expressing hepatocyte-like cells develop in the
livers of immune-deficient mice transmitted with highly purified human
hematopoietic stem cells. Blood 2003.

11 lanus A, Holz GG, Theise ND, Hussain MA. In vivo derivation of glu-
cose-competent pancreatic endocrine cells from bone marrow without
evidence of cell fusion. J Clin Invest 2003;111:843-50.

12 LaBarge MA, Blau HM. Biological progression from adult bone marrow
to mononucleate muscle stem cell to multinucleate muscle fiber in re-
sponse to injury. Cell 2002;111:589-601.

13 Brazelton TR, Nystrom M, Blau HM. Significant differences among
skeletal muscles in the incorporation of bone marrow-derived cells. Dev
Biol 2003;262:64-74.

14 Grant MB, et al. Adult hematopoietic stem cells provide functional he-
mangioblast activity during retinal neovascularization. Nat Med 2002;
8:607-12.

15 Jackson KA, et al. Regeneration of ischemic cardiac muscle and vascu-
lar endothelium by adult stem cells. J Clin Invest 2001;107:1395-402.

16 Brazelton TR, Rossi FM, Keshet GlI, Blau HM. From marrow to brain:
expression of neuronal phenotypes in adult mice. Science 2000;290:
1775-9.

17 Gussoni E, et al. Dystrophin expression in the mdx mouse restored by
stem cell transplantation. Nature 1999;401:390-4.

18 Davidoff AM, et al. Bone marrow-derived cells contribute to tumor
neovasculature and, when modified to express an angiogenesis in-
hibitor, can restrict tumor growth in mice. Clin Cancer Res 2001;7:
2870-9.

19 Theise ND, et al. Liver from bone marrow in humans. Hepatology
2000;32:11-6.

20 TeraiS, et al. An invivo Model for Monitoring Trans-Differentiation of
Bone Marrow Cells into Functional Hepatocytes. ] Biochem (Tokyo)
2003;134:551-8.

21 JangYY, et al. Hematopoietic stem cells convert into liver cells within
days without fusion. Nat Cell Biol 2004.

22 Molineux G, Pojda Z, Dexter TM. A comparison of hematopoiesis in
normal and splenectomized mice treated with granulocyte colony-stim-
ulating factor. Blood 1990;75:563-9.

23 Rudolph KL, et al. Inhibition of experimental liver cirrhosis in mice by
telomerase gene delivery. Science 2000;287:1253-8.

24 Kanazawa Y, Verma IM. Little evidence of bone marrow-derived hepa-
tocytes in the replacement of injured liver. Proc Natl Acad Sci USA
2003; 100(Suppl 1):11850-3.

TERAPIA CELULAR EN LA

ENFERMEDAD DE PARKINSON
MZ2R. LuQuiN Piubo

Departamento de Neurologia y Neurocirugia. Clinica
Universitaria de Navarra. Pamplona.

Introduccién

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad
neurodegenerativa que se caracteriza por una dege-
neracién progresiva de las neuronas dopaminérgi-
cas de la sustancia negra’, responsable de la apari-
cién de los signos y sintomas caracteristicos de
la enfermedad?® Los mecanismos que subyacen a la
degeneracién neuronal dopaminérgica permane-
cen desconocidos si bien se ha postulado la existen-
cia de un incremento del estrés oxidativo, una hi-
peractividad de las vias excitadoras glutamatérgicas
(excitotoxicidad), una disfuncién del complejo | de
la cadena respiratoria mitocondrial y en algunos ca-
sos factores genéticos®>.

El tratamiento mads eficaz y mayoritariamente uti-
lizado en la enfermedad de Parkinson consiste en la
administracién de levodopa conjuntamente con in-
hibidores de la dopadecarboxilasa central, produ-
ciéndose una reduccién importante (aproxima-
damente del 70 %) de todos los sintomas de la
enfermedad. Este tratamiento es particularmente
efectivo durante los estadios iniciales de la enferme-
dad. Sin embargo, a medida que la enfermedad pro-
gresa el tratamiento pierde eficacia y comienzan a
aparecer complicaciones motoras y psiquidtricas
que disminuyen la calidad de vida de los pacientes y
dificultan enormemente su tratamiento clinico®.

La utilizacién de células con capacidad de sinte-
tizary liberar dopamina y restablecer los circuitos
neuronales dafiados, se perfila como una posible al-
ternativa en el tratamiento de los pacientes con en-
fermedad de Parkinson®%7.

Tipo de célula

Una de las grandes limitaciones para que la terapia
celular sea una realidad en el tratamiento de la enfer-
medad de Parkinson es encontrar una fuente de célu-
las donantes. Estas células deben ademads tener la ca-
pacidad de sobrevivir e integrarse en el cerebro del
huésped durante un tiempo prolongado y poder ob-
tenerse en el laboratorio en cantidades suficientes.

Terapia celular con células de mesencéfalo ventral fetal

Las células de origen fetal son las mas ampliamen-
te estudiadas en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson tanto en modelos experimentales como
en humanos®®. En pacientes con enfermedad de Par-
kinson, diversos grupos han demostrado que el tras-
plante de células de mesencéfalo ventral fetal produ-
ce una mejoria clinica significativa, asociada a un
incremento de la captacién estriatal de fluorodopa
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que se mantiene hasta 10 afios después de la realiza-
cién del implante, lo que sugiere que la mejorfa clini-
ca es probablemente debida a la supervivencia y fun-
cionalidad de las células implantadas'®. Ademds, los
estudios post-mortem de pacientes con enfermedad
de Parkinson que recibieron un trasplante fetal han
mostrado la supervivencia de un niimero importante
de neuronas tirosina hidroxilasa positivas en el lugar
del implante, una reinervacién dopaminérgica parcial
del estriado y el desarrollo de nuevas conexiones si-
népticas con las células estriatales del huésped'". Sin
embargo, estudios mds recientes realizados en Es-
tados Unidos por dos diferentes investigadores han
demostrado en un estudio doble ciego, que los pa-
cientes que recibieron un implante de células dopa-
minérgicas fetales presentaban una mejorfa clinica
muy discreta a pesar de que existia un incremento sig-
nificativo de la captacién estriatal de fluorodopa y un
nimero importante de células tirosina hidroxilasa
positivas en el lugar del implante. Ademads de la esca-
sa mejoria clinica que presentaron los pacientes im-
plantados, un porcentaje importante de los pacientes
desarrollaron discinesias invalidantes durante los pe-
riodos “off” que requirieron tratamiento quirdrgico
en algunos de los casas. Todos estos resultados han
llevado a reconsiderar la utilidad de los implantes de
células dopaminérgicas fetales en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson.

A pesar de los aparentes buenos resultados, los
implantes de células fetales tienen una serie de limi-
taciones'?. En primer lugar problemas de tipo ético y
legal limitan la utilizacién de tejido fetal en clinica.
En segundo lugar, solamente un 5-10% de las célu-
las implantadas sobreviven lo que implica que deben
utilizarse un nlimero importante de “donantes” para
obtener una mejoria clinica significativa. En tercer
lugar, los pacientes requieren inmunosupresién al
menos durante 6 meses para evitar el rechazo. Fi-
nalmente, los implantes de células dopaminérgicas
fetales producen una reinervacién parcial del puta-
men que nunca excede el 50 % del estriado, por lo
que la pérdida de la inervacién dopaminérgica en
otras estructuras de los ganglios basales (p. ej., glo-
bo palido, ntcleo subtaldmico) no es restablecida
por las células implantadas. Esta reinervacién dopa-
minérgica incompleta podria explicar por qué la ma-
yoria de los pacientes que reciben implantes de célu-
las dopaminérgicas fetales requieren posteriormente
tratamiento farmacolégico con levodopa, el de-
sarrollo de discinesias en “off” después del implante
y la falta de eficacia de esta terapia para mejorar
otros sintomas motores como los trastornos de la
marcha o de la postura.

Alternativas a los tejidos fetales

Antes de su aplicacién a pacientes con enfermedad
de Parkinson, debe explorarse de forma critica la se-
guridad y la eficacia de las posibles células donantes
en modelos animales de enfermedad de Parkinson.

Con relacién a la seguridad, debe prestarse especial
atencién a la posibilidad de que las células implantas
puedan generar tumores o infecciones en el cerebro
del huésped. Por otro lado, las células implantadas
deben garantizar una mejoria clinica mantenida y
una supervivencia prolongada de las mismas. Sola-
mente cuando estos requerimientos se cumplan, las
células podrdn ser exploradas en ensayos clinicos.

Injertos autdlogos con células derivadas de médula adrenal
Las células de médula adrenal son capaces de sin-
tetizar y liberar dopamina lo que justifica que hayan
sido utilizadas como una fuente alternativa de célu-
las donantes. Los pacientes que recibieron un im-
plante de células adrenales, muestran una mejorfa
clinica discreta y transitoria debido a que las células
adrenales implantadas tienen una supervivencia muy
baja. Con la finalidad de aumentar la supervivencia
de estas células, se han realizado diferentes técnicas
como el pretratamiento de las células adrenales con
factores tréficos o el coimplante de células adrenales
y nervio periférico. Sin embargo, la alta morbilidad y
mortalidad de esta técnica ha hecho que los implan-
tes adrenales se hayan abandonado por la mayoria

de los clinicos'.

Xenoinjertos de origen porcino

Células procedentes del mesencéfalo ventral de
cerdo se han implantado en el estriado de pacientes
con enfermedad de Parkinson, con moderada me-
joria sintomdtica a los 12 meses de la cirugfa. El exa-
men del cerebro de un paciente que fallecié mostré
la existencia de células fetales porcinas en el lugar
del implante, sin evidencia de reaccién glial. Sin em-
bargo, la limitacién del uso de este tipo de células en
la clinica radica en la posibilidad de que las células
porcinas puedan transmitir infecciones por retrovi-
rus al cerebro del huésped™.

Injertos autdlogos con células de cuerpo carotideo

Los implantes estriatales de agregados celulares
de cuerpo carotideo revierten los déficit motores in-
ducidos por la denervacién dopaminérgica nigroes-
triada en roedores y primates'*'®. En nuestro labo-
ratorio hemos realizado autoimplantes unilateralesy
bilaterales en 12 macacos con parkinsonismo grave
inducido por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahi-
dropiridina). Estos animales presentan una mejorfa
de los sintomas motores que se mantiene al menos
12 afos después de la cirugia. Aunque el nimero de
animales no permite establecer varios grupos con re-
lacién al grado de parkinsonismo, la mejoria del
parkinsonismo es mayor en aquellos animales con
un grado de parkinsonismo ligero. Resultados simi-
lares se ha descrito en roedores y en humanos trata-
dos mediante esta técnica quirdrgica. El mecanismo
por el cual estos implantes de agregados celulares
induce esta recuperacién motora se desconoce. Es
poco probable que sea debido a la supervivencia de
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las células dopaminérgicas que contienen los agre-
gados celulares de cuerpo carotideo ya que el nlime-
ro de células tirosina hidroxilasa que se encuentran
en el estriado implantado, no supera las 100-200 cé-
lulas, nimero insuficiente para explicar la reinerva-
cién estriatal dopaminérgica que se observa en el es-
triado de los animales implantados. Como posibles
alternativas para explicar la recuperacién motora
de estos animales, estamos estudiando la posibili-
dad de que el cuerpo carotideo contenga células
neurales progenitoras o factores neurotréficos que
induzcan la proliferacién de células dopaminérgicas
en el estriado, fenémeno que se ha descrito para el
factor neurotréfico derivado de la glia.

Utilizacion de células madre

Se denominan células madre a aquellas células ca-
paces de proliferar extensamente y de forma indefi-
nida produciendo células idénticas a si mismas, y
con capacidad de diferenciarse hacia distintos tipos
de células maduras y funcionales. Existen distintos
tipos de células madre definidas en funcién de su
potencialidad o capacidad de diferenciarse a distin-
tos tejidos.

Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias son una de las
fuentes celulares que mds expectativas estan gene-
rando en el tratamiento de la enfermedad de Parkin-
son. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
es posible diferenciar células embrionarias humanasy
de animales a neuronas y mds concretamente a neu-
ronas dopaminérgicas. Ademas estudios in vivo han
demostrado que las células madre embrionarias son
capaces de diferenciarse a neuronas dopaminérgicas
y mejorar los déficit motores inducidos por la degene-
racién nigroestriada en modelos animales de enfer-
medad de Parkinson'"'81%:2%_Sin embargo, aproxi-
madamente un 30 % de los animales trasplantados
desarrollan tumores cerebrales (teratomas y terato-
carcinomas) como consecuencia de la proliferacién
anormal de las células embrionarias. De forma muy
reciente el grupo de Ron McKay ha demostrado en un
modelo de rata parkinsoniana que las células embrio-
narias parcialmente diferenciadas hacia tejido ecto-
dérmico son capaces de sobrevivir en el estriado de la
rata y mejorar los sintomas derivados de la degenera-
cién nigroestriada, sin desarrollar teratomas?’

Células madre adultas

Se han identificado células madre en mdltiples te-
jidos adultos incluido el sistema nervioso central?2,
Las células madre adultas mejor caracterizadas son
las células hematopoyéticas derivadas del mesoder-
mo?*?*. También se han caracterizado ampliamen-
te las células madre neurales identificadas fun-
damentalmente en la regién subventriculary en el
bulbo olfatorio. En modelos murinos y en primates
no humanos, estas células son capaces de proliferar

tanto in vivo como in vitro y de diferenciarse a neuro-
nasy células gliales.

Células adultas multipotenciales (MAPC)

Esta poblacién celular de la médula ésea ha sido
descrita recientemente por el grupo de la Dra. Verfai-
[lie?>26:27:28 Sy descubrimiento ha suscitado la aten-
cién del mundo cientifico ya que se han descrito
como auténticas células pluripotenciales con una ca-
pacidad diferenciadora muy similar a las células ma-
dre embrionarias. Las MAPC han sido aisladas tanto
de médula humana como murina. Estas MAPC son
capaces de proliferar in vitro mas de 120 divisiones
celulares sin un aparente envejecimiento ya que man-
tienen unos niveles altos de telomerasa durante todo
el tiempo de cultivo. Invitro, las MAPC son capaces de
diferenciarse hacia tejido derivado ectodérmico y mas
concretamente hacia neuronas dopaminérgicas fun-
cionales. Estudios in vivo en un modelo de infarto ce-
rebral en la rata han demostrado que el implante de
células MAPC humanas produce una mejorfa de los
déficit motores y que histolégicamente las MAPC se
diferencian en células que expresan marcadores tanto
de astrocitos, oligodendrocitos como neuronas®

Diana quirdrgica

Los resultados del estudio doble ciego publicado re-
cientemente por el grupo americano 10 han demos-
trado que el implante estriatal de células dopaminér-
gicas embrionarias en pacientes con enfermedad de
Parkinson induce una mejorfa significativa de las es-
calas de incapacidad funcional exclusivamente en los
pacientes con una edad inferior a los 60 afos, a pesar
de que en ambos grupos de pacientes existia un incre-
mento en la captacién de fluorodopa estriatal. Sin em-
bargo, un 20 % de los pacientes que experimentaron
una mejoria clinica significativa desarrollaron discine-
sias coreicas en “off” que no se redujeron al disminuir
o suspender la medicacién antiparkinsoniana. En es-
tos pacientes, la captacién estriatal de ['®F] fluorodo-
pa fue significativamente mayor que en los que no de-
sarrollaron discinesias, lo que sugiere que la aparicién
de movimientos involuntarios puede estar relacionado
con una liberacién de dopamina excesiva y no contro-
lada por parte las células implantadas en un area re-
ducida del estriado. No obstante, una explicacién al-
ternativa para el desarrollo de dicinesias en estos
pacientes podria radicar en que quizas el estriado no
sea el lugar idéneo para realizar los implantes de célu-
las dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson.

Un de las ventajas adicionales de las células inma-
duras es su capacidad de migracién desde el lugar del
implante, lo que supondria en el caso de la enferme-
dad de Parkinson la posibilidad de proporcionar una
restauracion del contenido de dopamina estriatal mas
homogéneo que el que se pudiera conseguir realizan-
do implantes de agregados de células dopaminérgicas
fetales que provocarian una liberacién masiva e in-
controlada de dopamina en una regién estriatal.
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PERSPECTIVAS ACTUALES EN ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

COORDINADORES J.A. PARAMO. Servicio de Hematologia, Laboratorio de Aterosclerosis, Pamplona
J. CosiN. Investigacion Cardiocirculatoria. Hospital Universitario la Fe, Valencia

Resumen del simposio

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en los paises desarrollados y en
vias de desarrollo, siendo responsables de 17 millones de fallecimientos anualmente. Las previsiones para el
afio 2020 son que estas enfermedades representardn la principal causa de mortalidad mundial.

La aterotrombosis, principal sustrato fisiopatolégico de las enfermedades cardiovasculares, es un proceso
inflamatorio crénico difuso con episodios agudos de trombosis intravascular afectando diferentes lechos ar-
teriales (coronario, carotideo, aorta, arteria femoral, arteria renal, etc.), que progresa a lo largo de la vida y
que, tras una etapa silente de duracién variable, se manifiesta clinicamente como sindrome coronario, ic-
tus |squem|co o arterlopatla periférica. Al impacto sanitario de estos procesos se une una indudable reper-
cusién socioeconémica: se estima que el coste total por cardiopatia isquémica en Estados Unidos en el afio
2002 alcanzé 111,8 billones de délares. Se puede predecir que este impacto sociosanitario continuara cre-
ciendo de forma imparable debido a: a) mayor supervivencia tras el episodio agudo (disminucién de la mor-
talidad e incremento de la morbilidad); b) envejecimiento progresivo de la poblacién, y ¢) estilo de vida “oc-
cidental” (tabaco, diabetes, obesidad, dieta, estrés, etc.).

La Dra. Corella et al detallan los aspectos epidemiolégicos diferenciados relacionados con la enfermeda-
des cardiovasculares en la Unién Europea y en Espafia (a nivel general y por comunidades auténomas), asf
como la prevalencia de los factores tradicionales y emergentes de riesgo cardiovascular y polimorfismos ge-
néticos asociados a un mayor riesgo de enfermedad isquémica arterial. Si bien las tasas de mortalidad por
cardiopatia isquémica en Espafia son inferiores a las de otros paises de la Unién Europea, existe un incre-
mento progresivo de la morbilidad hospitalaria y, por consiguiente, de la demanda sanitaria.

Para la moderna medicina clinica la aportacion de la gendmica (estudio del genoma) y de la protedmica
(estudio de la expresmdad proteica, consecuencia de aquélla) van a permitir profundizar en el conocimien-
to de los mecanismos moleculares, celulares, bioquimicos, genéticos y fisiopatoldgicos de la enfermedades
cardiovasculares, asi como establecer estrategias para su prevencién y tratamiento. A diferencia del genoma,
la expresién de ARN (transcriptoma) y de las proteinas (proteoma) pueden depender de circunstancias con-
cretas de naturaleza fisiolégica o patolégica. El Dr. Diez aborda un grupo de genes-proteinas relacionados
con el estrés oxidativo vascular, centrdndose en alteraciones de la expresién y actividad del sistema NAD(P)H
oxidasa (principal fuente de anién superéxido) en pacientes hipertensos, que determinan su predisposicién
a desarrollar aterosclerosis. A partir del conocimiento de estas alteraciones se pueden disefiar estrategias
diagnésticas y terapéuticas encaminadas a inhibir la actividad de dicho sistema enzimatico.

La activacién del sistema hemostdtico se considera clave en la patogenia de las complicaciones trombéti-
cas de la aterosclerosis. La trombina es una enzima central de este sistema, pero su actividad no se limita
exclusivamente al mecanismo de la coagulacién, ya que interviene en el proceso aterogénico a través de sus
acciones mitogénicas para células musculares lisas, macréfagos y células endoteliales. La trombina es, asi-
mismo, responsable de la liberacién de citocinas proinflamatorias, componentes vasoactivos y factores
quimiotacticos; aumenta la permeabilidad vascular, promueve la adhesién de células endoteliales e induce
angiogénesis. Muchas de estas acciones estdn mediadas por su unién a receptores especificos (PAR). El
Dr. Lane profundizara en los mecanismos que regulan las acciones de la trombina, asi como las complejas
interacciones con sus sustratos. El conocimiento de la relacién estructura-funcién de la trombina no sélo
permitird entender mejor su papel en las enfermedades cardiovasculares de naturaleza aterotrombdtica, sino
que posibilitard nuevas aproximaciones terapéuticas.

El tratamiento con inhibidores directos de la trombina (heparina no fraccionada y de bajo peso molecu-
lar) seguido de anticoagulantes y/o antiplaquetarios ha constituido la base terapéutica de los sindromes ar-
teriales isquémicos. El desarrollo de nuevos inhibidores directos de la trombina activos por via oral (p. ej., xi-
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neficio en patologia isquémica arterial.

melagatran) puede representar una auténtica revolucién en el tratamiento antitrombético. El Dr. Korin ex-
pone el papel actual de estos agentes en la patologia isquémica arterial, planteando asimismo varios interro-
gantes relacionados con la dosis a emplear, monitorizacién, seguridad, efectos adversos, antidotos y coste.

Cabe aventurar que el desarrollo del conocimiento en el terreno de la epidemiologia, genémica, proteé-
mica y del papel de proteinasas en procesos bioldgicos fundamentales para la homeostasis del organismo
humano va a suponer un avance fundamental para entender mejor las bases fisiopatolégicas de las enfer-
medades cardiovasculares de naturaleza aterotrombética. Estudios en curso permitirdn establecer la rele-
vancia clinica de los nuevos inhibidores directos de la trombina, su impacto sanitario y su relacién coste-be-

EPIDEMIOLOGIA

DE LA PATOLOGIA ISQUEMICA
ARTERIAL. PERSPECTIVAS
ACTUALES

D. CoreLLA, M.L. GUILLEN Y O. PORTOLES
Unidad de Epidemiologia Genética y Molecular.
Departamento de Medicina Preventiva.

Facultad de Medicina. Universitat de Valéncia. Valencia.

Introduccién

La isquemia arterial es una interrupcién aguda o
crénica del flujo sanguineo a una determinada zona
del organismo debida fundamentalmente a trombo-
sis arterial, embolismo arterial, lesién directa de la
arteria debida a un traumatismo, lesiones iatrogéni-
cas, o al desarrollo de lesiones ateromatosas vascula-
res. La isquemia arterial se manifiesta, entre otros
signos y sintomas, con dolor, que puede estar au-
sente en las isquemias incompletas, presentdndose
también hormigueo, pardlisis y enfriamiento de la ex-
tremidad afectada, cianosis, etc. No obstante, los
sintomas dependen de la arteria que haya sido afec-
tada asi como de la amplitud de la regién isquémica.
La causa mas frecuente de lesiones obstructivas co-
ronarias es la aterosclerosis, consistente en el depési-
to de ciertas sustancias, principalmente lipidos y cal-
cio en la pared de las arterias. En estos ultimos afios
ha surgido el concepto de aterotrombosis como una
forma mixta de explicar la oclusién arterial conside-
rando los dos procesos interdependientes: la ateros-
clerosis y la trombosis. La aterotrombosis es pues un
proceso crénico dindmico de la pared vascular du-
rante el cual también se pueden presentar los sin-
dromes coronarios agudos'. Por ello, se puede afir-
mar que la disfuncién endotelial y la inflamacién son
las piedras angulares que promueven la enfermedad
aterosclerdtica isquémica. En esta nueva concepcidén
son fundamentales los trabajos de Ross? quien supo
aunar a su visién de la lesién endotelial, como inicia-
dora del proceso ateroscleroso, el de disfuncién en-
dotelial, que se produce por la accién de efectos sos-

tenidos no sélo de tipo reoldgico sino también por el
efecto téxico de muchas sustancias circulantes, de
forma aguda o crénica. En 1993, las teorias trom-
bética y lipidica se aunaban en la teorfa de la disfun-
cién endotelial, hoy ampliamente aceptada?®.

La isquemia arterial es una condicién patoldgica
que se convierte en el frecuente origen de un grupo
amplio de enfermedades altamente prevalentes tal
como reflejan los datos de morbimortalidad de los
paises desarrollados®. Actualmente, estas enferme-
dades se incluyen dentro del capitulo IX en la décima
revision de la Clasificacién Internacional de Enfer-
medades (CIE-10), bajo el epigrafe general de Enfer-
medades del sistema circulatorio que incluye: Fiebre
reumdtica (100-1099); Enfermedad hipertensiva
(111-115), Enfermedad Isquémica del Corazén
(120-125), Enfermedades de la circulacién pulmonar
(126-28), Otras enfermedades cardiacas (139-152),
Enfermedades de la circulacién cerebral (160-169),
Enfermedades de las arterias, arteriolas y capilares
(170-179), Enfermedades de las venas y de los vasos
linfaticos (180-189), Otras enfermedades del siste-
ma circulatorio (195-199).

En el estudio de la incidencia de estas enfermeda-
des, la dificultad radica en la inexistencia de regis-
tros globales, lo que implica que haya que acudir a
registros o proyectos especificos internacionales y
nacionales basados en submuestras poblacionales.
Uno de los proyectos mds conocidos internacional-
mente es el MONICA (MON!Itoring of trends and
determinants in CArdiovascular diseases), promovi-
do por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y realizado en 38 poblaciones de 21 paises con el
objetivo de obtener y comparar datos de incidencia
y de los factores de riesgo asociados en las distintas
enfermedades cardiovasculares®. Dentro de los se-
gundos podemos sefialar los estudios REGICOR
(REgistre Glroni del COR), IBERICA (Investigacién,
Busqueda Especifica y Registro de Isquemia Corona-
ria Aguda), RIETE (Registro Informatizado de pa-
cientes con Enfermedad TromboEmbdlica), estudio
RICVAL (Registro de pacientes con Infarto Agudo de
miocardio de la Ciudad de Valencia) entre otros
(Marrugat et al, 2002). Es por ello que para estudiar
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la evolucién global y la distribucién de dichas enfer-
medades haya que recurrir a datos de mortalidad ex-
traidos de las estadisticas de defuncién.
Seguidamente, se estudiardn las tendencias en la
morbimortalidad de las principales enfermedades is-
quémicas, asi como su distribucién nacional y com-
paracién internacional, y se revisardn los principales
factores de riesgo propuestos para las mismas.

Morbimortalidad por patologia
isquémica arterial

Existe gran dificultad en la obtencién de datos es-
pecificos que permitan conocer no sélo la incidencia
de la patologia isquémica arterial, sino también la
mortalidad por patologia isquémica arterial. La
mortalidad poblacional se establece a partir del bo-
letin estadistico de defuncién, utilizando la CIE para
la clasificacion de las causas de defuncién. Concre-
tamente, su ultima revisién (CIE-10), criticada por
su gran extensién que dificulta su utilizacién en la
clasificacién de mortalidad. Ademas, la validez de
los datos procedentes del certificado respecto a la
causa de defuncién depende de la validez del diag-
ndstico que depende a su vez tanto de las técnicas
disponibles como de la enfermedad de que se trate,
ya que ésta puede ser mal caracterizada indepen-
dientemente de las técnicas (ictus hemorrdgico fren-
te a ictus isquémico, infarto agudo de miocardio
frente a otros sintomas coronarios). En general este
problema de mala clasificacién puede evitarse utili-
zando, para elaborar las estadisticas de mortalidad,
los grupos amplios en vez de las causas especificas®.
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Figura 1. Evolucién de las tasas de mortalidad por cardiopatia
isquémica en Espaiia (1980-1998) en varones y mujeres. Tasas
ajustadas por 100.000 segtin la poblacién europea.

Ante la dificultad de obtener datos especificos so-
bre la patologfa isquémica arterial con las conside-
raciones anteriores, se analizard la situacién actual y
la evolucién de los dos grandes grupos de mortali-
dad mds prevalentes relacionados con estas patolo-
gias: la enfermedad isquémica del corazén y las en-
fermedades cardiovasculares. La isquemia arterial
periférica es también altamente prevalente, pero el
estudio de su mortalidad es mucho més complejo ya
que a su vez constituye un importante factor de ries-
go de cardiopatia isquémica o de enfermedad cere-
bral isquémica, codificindose muchas veces dentro
de estos grandes grupos®. A lo largo del periodo de
estudio se han sucedido distintas revisiones de la
CIE, las rubricas consultadas han sido: 410-414 en
la revisién novena, y rubricas 120-125 de la décima
(para la cardiopatia isquémica) y ribricas 430-414
en la novenay (160-169) en la décima, para las enfer-
medades cerebrovasculares (ECV).

De acuerdo con ello, los datos mads recientes en
nuestro pafs indican que en afio 2001 la mortalidad
por enfermedades cardiovasculares permanece co-
mo primera causa de muerte (34,5 % del total de
las defunciones, 30 % varones y 40 % mujeres) y entre
las causas cardiovasculares mas frecuentes, se man-
tienen como primer origen de muerte las enfermeda-
des isquémicas del corazén y la ECV, produciendo
el 20% de las muertes en varones y el 25% en muje-
res®. Se han observado diferencias por sexos, siendo
en las mujeres la primera causa de muerte las ECV'y
la cardiopatia isquémica la segunda, mientras que
en los varones la cardiopatia isquémica sigue sien-
do la més frecuente. Con relacién a la evolucién de
la cardiopatia isquémica en nuestro pais, se obser-
va una estabilizacion en los dltimos 20 afios con una
tendencia ligeramente descendente y una disminu-
cién de mas del 50% en la mortalidad por cerebro-
vasculares. En la figura 1 se muestra la evolucién de
la mortalidad por cardiopatia isquémica en Espafia
durante el periodo de 1980 a 1998 en varonesy en
mujeres. Se han representado las tasas ajustadas por
100.000 habitantes utilizando la poblacién estdn-
dar europea. Tras ajuste lineal se observa en ambos
sexos una tendencia ligeramente decreciente. Este
decremento ha sido mucho mayor en la evolucién de
la mortalidad por ECV para el mismo periodo, dismi-
nuyendo de aproximadamente 150/100.000 en los
varones en 1980 a menos de 100/100.000 en 1998.
En las mujeres se observa una situacién paralela, te-
niendo, ademds, en cuenta que sus tasas de mortali-
dad siempre son inferiores a las de los varones. Es pre-
cisamente esta disminucién, estimada en algo mds
del 50%, la que hace que nuestro pais tenga una de
las mayores esperanzas de vida del mundo®.

Por comunidades auténomas se mantiene el pa-
trén norte-sur de mortalidad por cardiopatia isqué-
mica y por ECV, con una mayor mortalidad en Le-
vante, Andalucia y ambos archipiélagos (Almazdn et
al 1998). Asturias tiene el mayor nimero de falleci-
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dos por 100.000 habitantes de cardiopatfa isquémi-
ca, ocupando la segunda posicién la Comunidad
Valenciana. Cantabria presenta la tasa mds baja de
defunciones por cardiopatia isquémica. La mortali-
dad por ECV también es diferente por comunidades
auténomas con tasas muy bajas en Castilla y Leén
y muy elevadas en Murcia, Comunidad Valenciana y
Andalucia’.

Con respecto a la comparacidn internacional, en
Espafia la mortalidad por cardiopatia isquémica con-
tinda siendo de las mas bajas de Europa y aunque la
mortalidad por ECV sigue en lugares medios. En la
tabla 1 se presentan las tasas de mortalidad por car-
diopatia isquémica para el periodo 1997-1999 en va-
rios paises de la Unién Europea por 100.000 habi-
tantes y estandarizadas seguin la poblacién mundial.
También a nivel mundial se ha estimado que mdas de
un tercio de todas las defunciones en los paises de-
sarrollados son debidas a la cardiopatia isquémica.
En Estados Unidos por ejemplo, ocurren al afio mas
de 1,6 millones de infartos de miocardio, de los cua-
les, 500.000 fallecen antes de llegar al hospital. Glo-
balmente se estima que debido al envejecimiento de
la poblacién y al incremento en la prevalencia de los
factores de riesgo, la mortalidad por cardiopatia is-
quémica se incrementard en el mundo en los proéxi-
mos afos, pasando del 28,9% en 1990 a un 36,6 %
estimado para el afio 20208

En cuanto a datos de morbilidad en nuestro pais,
podemos afirmar que las enfermedades del aparato
circulatorio aumentaron constantemente en Es-
pafa durante el periodo de 1985-1995 tanto en
varones como en mujeres, siendo mayor este au-
mento en la cardiopatia isquémica que en las
ECV®. Durante ese periodo las tasas de morbilidad
hospitalaria por cardiopatia isquémica fue de
285/100.000 habitantes (407 en varonesy 168 en
mujeres) y de 198/100.000 habitantes para las
ECV (213 en varones y 184 en mujeres). Se obser-
v6 la misma tendencia durante el afio 1998 sien-
do la tasa de morbilidad hospitalaria de la cardio-
patia isquémica de 329/100.000 habitantes (467 en
varones y 197 en mujeres) y la tasa de morbili-
dad para las ECV fue de 239/100.000 habitantes
(256 en varonesy 223 en mujeres). En una estima-
cién realizada por Marrugat et al' sobre la magni-
tud del problema de la cardiopatia isquémica en
Espafia entre 1997 y 2005 concluyen que el envejeci-
miento de la poblacién aumentara por si mismo el
nuimero de casos de infarto agudo de miocardio y de
angina inestable, estimando que en el afo 2002, se
producirian entre 65.700 y 71.200 casos de infar-
to agudo de miocardio con sintomas en Espafia, y
que de ellos, el 57 % habra muerto en los primeros
28 dfas. Es mds, en los registros poblacionales se ha
observado que mas de dos tercios de los pacientes
fallecen antes de llegar al hospital. En conjunto, esti-
man que el ndmero total de casos de sindromes co-
ronarios agudos en la poblacién crecerd mas del

Tabla 1. Tasas de mortalidad/100.000 por cardiopatia
isquémica (1977-1999) en paises de la Unién Europea.
Tasas ajustadas segtn la poblacién mundial

Varones Mujeres
Alemania 150,9 76,0
Austria 153,9 77,7
Bélgica 932 431
Dinamarca 148,9 72,9
Espafia 78,2 34,3
Finlandia 213,8 98,9
Francia 60,4 239
Grecia 98,8 42,2
Holanda 111,7 47,9
Irlanda 215,8 100,8
Italia 92,9 43,7
Luxemburgo 103,6 44.6
Portugal 78,9 38,5
Reino Unido 174,4 81,7
Suecia 159,9 72,0

10% entre 1997 y 2005, suponiendo un notable in-
cremento de la demanda asistencial.

Factores de riesgo en la patologia
isquémica arterial

Muiltiples factores, tanto genéticos como ambien-
tales han sido implicados en la patologia isquémica
arterial. Todos ellos pueden tener tanto efectos lo-
cales (estrés oxidativo, fuerzas de cizallamiento)
como sistémicos (diabetes, hipertensién, etc.), ac-
tuando tanto en la iniciacién, progresién o en la
perpetuacion de la disfuncién endotelial. Como fac-
tores de riesgo cldsicos o tradicionales se han consi-
derado el consumo de tabaco, la hipercolesterole-
mia, la diabetes o la hipertensién. Sin embargo,
recientes estudios anatomopatolégicos, bioquimi-
cos, genéticos y clinicos han ayudado a comprender
mejor los mecanismos celulares y moleculares sub-
yacentes que vinculan a los factores de riesgo con el
proceso aterosclerdtico. Asi pues, la disfuncién en-
dotelial iniciarfa la enfermedad aterosclerdtica y de-
sencadenaria la progresién de sus complicaciones
trombdticas. En la tabla 2 se esquematizan los prin-
cipales factores que son considerados nuevos fac-
tores de riesgo en aterotrombosis. El endotelio
vascular regula la actividad contréctil, mitogénica y
trombdtica de la pared vascular. Los denominados
factores de riesgo pueden alterar la homeostasis y
la hemostasis de la pared vascular y promover sefia-
les inflamatorias. Se activan las plaquetas y los mo-
nocitos, lo que favorece la expresién del factor tisu-
lar desencadenando la cascada de coagulacién con
la generacién de trombina y la formacién del trom-
bo vascular''. La composicién de la placa, mas que
el porcentaje de estenosis, es el mayor determinante
de la vulnerabilidad de la placa''. Las placas ate-
rosclerdticas llamadas vulnerables o de alto riesgo
son las mas peligrosas, no sélo por su fragilidad,
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Tabla 2. Nuevos factores de riesgo en aterotrombosis

Factores relacionados con los lipidos

Elevadas concentraciones de LDL pequefias y densas
Elevadas concentraciones de LDL oxidadas
Lipoproteina (a)

Concentraciones elevadas de lipoproteinas remanentes
Concentraciones altas de apoB y bajas de apoA-I

Marcadores de inflamacién

Concentraciones elevadas de proteina C reactiva

Citocinas: interleucina 6 (IL-6), IL-18; tumor necrosis
alfa, etc.

Concentraciones elevadas de moléculas de adhesién:
molécula 1 de adhesién

Intercelular (ICAM-1); molécula 1 de adhesién vascular
(VCAM-1), etc.

CD40 y ligando soluble CD40

Factores relacionados con las plaquetas
Agregacién plaquetaria

Actividad plaquetaria

Tamarfio y volumen plaquetario

Marcadores de trombosis/hemostasis
Elevacion del fibrindgeno
Concentraciones elevadas de PAI-1
Factores V, VIl y VIII

Aumento del dimero D
Fibrinopéptido A

Protrombina

Otros factores

Concentraciones elevadas de homocisteina

Microalbuminuria

Resistencia a la insulina

Factores psicoldgicos

Agentes infecciosos: citomegalovirus, Helicobacter pylori,
Chlamydia pneumoniae

Polimorfismos genéticos en distintos genes candidatos relacionados
con el metabolismo lipidico, inflamacion, trombosis, etc.

Polimorfismos en el gen de la apoE (mayor riesgo
asociado al alelo E4)

Polimorfismos en el gen de la proteina de transferencia
en los ésteres del colesterol (CETP), confiriendo
proteccion el alelo B2

Polimorfismos en el gen de la MTHFR (riesgo asociado
a la variante C677T)

Polimorfismo en factor V Leiden

Polimorfismo en la protrombina (mayor riesgo
G20210A)

Otros polimorfismos genéticos (PAI, fibrinégeno, COX, etc.)

LDL: lipoproteina de baja densidad; ICAM-1: molécula de adhesion
intercelular de clase 1; VCAM-1: molécula de adhesion vascular de
tipo 1; PAI-1: activador del plasmindgeno tipo 1; MTHFR: 5-metil-
tetrahidrofolato-homocisteina-S-metiltransferasa; COX: ciclooxigenasa.

sino porque una vez rotas son las mds trombogéni-
cas. Cuando la placa se rompe, la trombina perpe-
tda la activacién de la cascada de la coagulaciény la
agregaciéon plaquetaria, lo que es fundamental
para garantizar la estabilidad del trombo que se
forma superpuesto a dichas placas. Este trombo
libera factores de crecimiento y vasoconstrictores
plaquetarios que contribuirdn a la estenosis del lu-

men vasculary, por tanto, a la induccién de los epi-
sodios isquémicos'?.

A continuacién se analizard la contribucién de los
factores de riesgo, tanto cldsicos como emergen-
tes, que se han considerado mads relevantes en este
proceso.

Consumo de tabaco

El tabaco es el factor desencadenante de un alto
porcentaje de episodios aterotrombdticos tanto de
forma aguda como crénica. Causa dafio directo al en-
dotelio permitiendo la agregacién plaquetariay la for-
macién de ateromas al aumentar su permeabilidad. El
tabaco produce disfuncién endotelial, a través de
cambios estructurales a nivel celular y modificaciones
funcionales no bien conocidas todavia pero que pue-
den ser observados en distintas localizaciones, ya sea
en las arterias coronarias o en las arterias umbilicales
de recién nacidos de madres fumadoras'. Los dos
componentes bdsicos de los efectos del tabaco son la
nicotina y el mondxido de carbono. La nicotina actta
a diferentes niveles la mayoria de los cuales estén re-
lacionados con la estimulacién del sistema nervioso
simpdtico y la liberacién de catecolaminas. Adrenali-
na y noradrenalina aumentan la frecuencia cardiaca,
presién arterial y el consumo de oxigeno miocardico,
produciendo vasoconstriccién con disminucién del
flujo coronario. Ademas, la nicotina favorece la agre-
gacién plaquetaria por alteracién de la funcién de la
membrana de las plaquetas y por el aumento de
trombina. El fibrinégeno también se incrementa y se
altera el perfil lipidico caracterizado por un aumento
de triglicéridos, colesterol unido a lipoproteinas de
baja intensidad (c-LDL) y disminucién de colesterol
unido a lipoproteinas de alta intensidad (c-HDL). La
nicotina también induce la alteracién de la vasodila-
tacién dependiente del endotelio por menor sintesis
del éxido nitrico y de prostaciclina, con incremento de
la respuesta vasoconstrictora a la endotelina 1. Para-
lelamente, el monodxido de carbono ocasiona una dis-
minucién del oxigeno que llega al corazén, favorecien-
do la isquemia del miocardio. Estudios recientes han
demostrado que los fumadores presentan una regula-
cién aumentada del marcador CD40/CD40L asfi
como de la agregacién monocito-plaqueta que puede
ser los responsables de gran parte de las consecuen-
cias aterotrombéticas del consumo de tabaco™. El li-
gando CD40 (CD40L) y su receptor CD40 se expresan
en el ateroma humano y en un amplio rango de célu-
las ligadas al ateroma. La unién de CD40 media un
amplio espectro de reacciones proinflamatorias inclu-
yendo la expresién de citocinas, moléculas de adhe-
sién y factores de crecimiento. Ademds, el CD40L in-
duce la expresién del factor tisular en las células
endoteliales y en los monocitos mediando a su vez los
efectos protrombéticos subsiguientes. De manera
consistente con estas actividades se ha visto que la ele-
vacién del CD40L soluble se asocia con un riesgo in-
crementados de sufrir accidentes cardiovasculares y



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 295

sea pacientes con sindromes coronarios agudos ya en
voluntarios inicialmente sanos. Harding et al'* han de-
mostrado que los fumadores (cuando se comparan
con no fumadores apareados por sexo y edad) poseen
una expresiéon aumentada de CD40 en los monocitos
(45,9+/-7,7 % frente a 39,9 +/- 6,5%; p = 0,006), de
CD40L en las plaquetas (2,9 +/-1,0% frente a 2,3 +/-
0,6%; p=10,03), y en los agregados plaqueta-mono-
cito (2,6 +/-10,9% frentea 19,7 +/- 8,6 %; p = 0,02).
Ademds en los fumadores observaron un notable in-
cremento de las concentraciones de proteina C reacti-
va en comparacién con el grupo control. Este aumen-
to en proteina C reactiva asi como en otras proteinas
de inflamacién (haptoglobina, ceruloplasmina, etc.)
ligadas a un aumento en las concentraciones de car-
boxihemoglobina en fumadores ha sido también re-
cientemente descrita por Lind et al'® en una amplia
cohorte compuesta por 2.901 fumadores, 1.685 ex
fumadoresy 1.489 personas no fumadoras. Estos y
otros trabajos permiten conocer el complejo mecanis-
mo de accién del tabaco sobre la aterotrombosis y
aportan nuevas evidencias para la lucha contra este
factor de riesgo tan prevalente y facilmente prevenible.
Es mds, en personas fumadoras que han sufrido epi-
sodios isquémicos, el abandono del habito tabaquico
resulta en la reduccién de nuevos episodios isquémi-
cos con un sorprendente efecto inmediato. Los me-
canismos como el vasospasmo, la reduccién de la ca-
pacidad pulmonar y, sobre todo, la activacién
plaquetaria, que son rdpidamente reversibles, pue-

den explicar los rapidos beneficios que se producen3.

Alteraciones del metabolismo lipidico
Concentraciones plasmadticas elevadas de coleste-
rol total han sido tradicionalmente asociadas a un
mayor riesgo de aterosclerosis y morbimortalidad
cardiovascular. Los primeros resultados del estudio
Framingham en la década de los 60 contribuyeron
ampliamente a esta aceptacion. Posteriormente se
ha demostrado la distinta contribucién del c-LDLy
del c-HDL?. Asf pues, existe un gran consenso acerca
de la capacidad aterotrombdtica del colesterol no
HDL®. En general se acepta que el riesgo de esteno-
sis es directamente proporcional a la concentracién
de la lipoproteinas que contienen apoB (c-LDL, co-
lesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
[c-VLDL]). En los ultimos afios, se han realizado im-
portantes estudios centrados en el tamafo y densi-
dad de estas particulas, llegando a demostrar que el
riesgo cardiovascular aumenta a medida que las LDL
son mds pequefas y densas. También se ha demos-
trado un mayor riesgo cardiovascular a medida que
aumenta el grado de oxidacién de las LDL, propo-
niéndose como un factor clave en la progresién del
ateroma. El proceso de disfuncién endotelial induci-
do por las LDL oxidadas se inicia al producirse una
disminucién de la produccién de éxido nitrico, asi
como un incremento de la expresién de moléculas de
adhesion: VCAM-1 (molécula de adhesién vascular

de tipo 1) e ICAM-1 (molécula de adhesién interce-
lular de clase 1) y de P-selectina, que propician la
adhesién de los monocitos al endotelio dafiado. Los
monocitos circulantes son atraidos por la proteina
quimiotactica para monocitos (MCP-1), penetran en
la pared y las LDL oxidadas facilitan su conversién en
macréfagos. Estos captan LDL oxidadasy se con-
vierten en células espumosas que provocan apopto-
sis. La angiogénesis también contribuye al proceso
aterosclerdtico. Las células musculares lisas son acti-
vadas por la citocinas (interleucinas: IL-1, IL-6, IL-18,
etc.) y el factor de crecimiento, que desde la capa
media migran a la intima del endotelio vasculary
proliferan contribuyendo a la evolucién de las lesio-
nes"''. Aunque las concentraciones plasmiticas ele-
vadas de triglicéridos también se han propuesto
como un factor de riesgo cardiovascular, en la actua-
lidad no existe un amplio consenso acerca de su con-
tribucién como factor de riesgo independiente. En
cambio si que existe una consistente evidencia sobre
el papel protector de las concentraciones elevadas de
c-HDL Yy las distintas manifestaciones de la ECV. De
manera paralela a los estudios epidemioldgicos que
estiman un mayor riesgo de ECV en personas con
concentraciones inferiores a 35 mg/d| o incluso
40 mg/dl, en los dltimos afios se ha avanzado mucho
en los mecanismos celulares y moleculares responsa-
bles de esta proteccién. Actualmente se conoce que
las HDL no sélo intervienen en el transporte reverso
del colesterol, sino que también previenen la disfun-
cién endotelial, inhiben la apoptosis, inhiben la acti-
vacién de las plaquetas y del factor X, asi como po-
seen propiedades antioxidantes. Viles-Gonzalez et
al’, en una excelente revisién detallan cada uno de
estos mecanismos. De acuerdo con ello, el National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 11,
ha establecido que concentraciones de c-HDL igua-
les o superiores a 60 mg/dl son un factor protector
frente al desarrollo de cardiopatia isquémica. Ya que
la oxidacién de las LDL se considera el principal me-
canismo en la iniciacién y desarrollo de la ateroscle-
rosis, los factores que limiten esta oxidacién serdn
dianas importantes en la proteccién frente a este
proceso. Varios autores han demostrado que las
HDL reducen significativamente la oxidacién de las
LDL, apuntando que es la enzima paraoxonasa
transportado por HDL el que inhibiria esta modifica-
cién oxidativa. Ademads, se ha demostrado que las
HDL protegen frente a la disfuncién endotelial al in-
hibir la expresién de moléculas de adhesién, tales
como el ICAM-1y el VCAM-1. También hay estudios
que han mostrado que las HDL pueden incrementar
la expresion de la sintasa endotelial del éxido nitrico
que contribuye a la mejora de la vasodilatacién del
endotelio. En cuanto a la posterior formacién del
trombo, las HDL también tienen un efecto protector
actuando distintos niveles de este proceso incluyen-
do tanto la activacién de la plaquetas como la cas-
cada de la coagulacién'. Por ello no es extrafio que
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en los dltimos afos la elevacion de las concentracio-
nes de HDL haya sido propuesta como un factor cla-
ve tanto en prevencidn primaria como en prevencion
secundaria. En prevencién primaria, las actuaciones
se centran mds sobre las modificaciones del estilo de
vida incluyendo cambios en la dieta, realizacién de
ejercicio fisico, disminucién del peso corporal y
abandono del hébito tabaquico’®, mientras que en
prevencidn secundaria, ademds de estas recomen-
daciones, se estan depositando las esperanzas en
nuevos farmacos capaces de aumentar las concen-
traciones de HDL, entre los que se encuentran los
inhibidores de la enzima de transferencia de los éste-
res del colesterol.

Diabetes

La diabetes tipo Il ha sido reconocida como uno de
los factores de riesgo mds importante desde la publi-
cacién de los resultados especificos del estudio Fra-
mingham en la década de los 70. Actualmente existen
en el mundo méds de 100 millones de diabéticos (del
5al 8%) de la poblacién mundial, y este niimero se
estd incrementando afo tras afio. La mayoria de los
diabéticos fallecen por ECV y en la actualidad, se es-
tima que entre el 15y el 20 % de los pacientes que
sufren un episodio coronario agudo son diabéticos'”.
La diabetes y sus alteraciones metabdlicas asociadas
como hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, dis-
lipemia, hipertensién, obesidad, etc., han sido consi-
deradas importantes factores que incrementan el
riesgo de aterotrombosis. Estos factores de riesgo
pueden actuar promoviendo lo que se denomina un
estado hipercoagulable que acttia como desencade-
nante de la trombogenicidad sanguinea. Por tanto,
paralelamente al concepto de placa de alto riesgo,
algunos autores hablan también del concepto de
sangre de alto riesgo’. Estos factores son capaces
de iniciar el proceso aterotrombdtico produciendo
disfuncién endotelial y activando los procesos infla-
matorio y trombdtico. Son consistentes los resulta-
dos de estudios epidemiolégicos mostrando que los
pacientes con diabetes tipo Il tienen una mayor inci-
dencia de episodios coronarios agudos trombéticos y
peor evolucién clinica que los no diabéticos. Ademas,
las lesiones aterosclerdticas de diabéticos se caracte-
rizan por mayor densidad de material lipidico y ma-
créfagos, asi como por poseer mas material de origen
trombético, que las de los no diabéticos. Los pacien-
tes diabéticos con angina inestable muestran mayor
ulceracién en la placa mayor formacién de trombos
intracoronarios que los pacientes no diabéticos'”.
Son multiples los factores que contribuyen al estado
de hipercoagulabilidad en los diabéticos. Entre ellos
la dislipemia que suele caracterizar a estos individuos.
Los diabéticos usualmente presentan concentracio-
nes de c-HDL bajo, asociadas a elevadas concentra-
ciones de c-LDL con particulas pequenas y densas
muy aterogénicas. Ademds, la glucosilacién de las
LDL es otro fenémeno muy comtun en los diabéticos.

Esta glucosilacién hace que las LDL sean més sensi-
bles a la oxidacidén favoreciendo la disfuncién endo-
telial. La hiperglucemia diabética acttia también pro-
vocando la glucosilacién no enzimatica de distintas
macromoléculas (hemoglobina, etc.) que dan lugara
agregados biomacromoleculares que contribuyen al
inicio y al aumento de la inflamacién induciendo
VCAM-1 e ICAM-1. Por otra parte, la hiperglicemia
incrementa la produccién de especies reactivas del
oxigeno, aumentando el estrés oxidativo. Parale-
lamente, las plaquetas de los pacientes diabéticos
presentan hiperreactividad con hiperagregabilidad e
incrementada adhesividad, reaccionando con leuco-
citos y otras células, produciéndose un mayor niime-
ro de agregados de leucocitos-plaquetas circulantes.
La diabetes también se asocia con concentraciones
aumentadas de fibrinégeno, factor von Willebrand,
factor VII, factor VIl y inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1 (PAI-1). Todos estos mecanis-
mos asociados al estado procoagulante y mayor ries-
go aterotrombdtico en los pacientes diabéticos ha-
cen que sea necesario una mayor vigilancia en estos
pacientes y una intensificacién de la prevencién pri-
maria para frenar el aumento de la incidencia que se
est4 detectando en esta enfermedad'”.

Infecciones

Los agentes infecciosos se han implicado en la
etiologia de la aterosclerosis desde principios de
1900 y varias teorias se han formulado para expli-
car su mecanismo de accién. Recientemente, el in-
terés por las infecciones ha resurgido gracias a las
publicaciones de varios importantes estudios espi-
demioldgicos coincidiendo en sus hallazgos acerca
que la vacunacién frente al virus de la gripe reducia a
mas de la mitad el riesgo de desarrollar enfermedad
coronaria. Estos resultados han sido recientemente
revisados y comentados por Madjid et al'®. Ademds
de Haemophilus influenzae, otros microorganismos en-
tre los que se encuentran citomegalovirus, Chlamydia
pneumoniae y Helicobacter pylori han sido propuestos
como los principales agentes causales. Estos micro-
organismos pueden actuar activando multiples me-
canismos que ligan la infeccién con la aterotrom-
bosis en los que la respuesta inflamatoria tiene un
protagonismo esencial. Por una parte, los microor-
ganismos pueden ejercer una accién directa sobre
la aterogénesis residiendo en la pared vascular y pro-
vocando proliferacién y migracién celular, inhibicién
de la apoptosis con acumulacién masiva de células,
disfuncién endotelial con efectos procoagulantes e
inhibicién de la funcién vasodilatadora seguido de ex-
presién aumentada de citocinas, moléculas de
adhesidén y especies reactivas de oxigeno que pueden
contribuir a la rotura de la placa. Pero por otra par-
te, ademds de esta accién directa, la infeccién crénica
puede indirectamente influir en el riesgo cardiovascu-
lar incrementando la inflamacidn sistémica que pue-
de resultar en un estado procoagulante a través de



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 297

distintos mecanismos incluyendo la participacién de
las proteinas de estrés, activacion de las plaquetas, al-
teraciones del metabolismo lipidico, etc.™.

Hiperhomocisteinemia

La hiperhomocisteinemia se ha establecido recien-
temente como un nuevo factor de riesgo indepen-
diente de aterotrombosis. Una revisién mds detalla-
da se puede encontrar en el trabajo de Handy et al*’.

Polimorfismos genéticos

En los dltimos 10 afios se han descubierto cente-
nares de polimorfismos genéticos asociados a un
mayor o menor riesgo de enfermedad isquémica.
Los que presentan una mayor consistencia se mues-
tran en la tabla 2.

Conclusiones

La patologia isquémica arterial es la responsable
de un elevado nliimero de defunciones, sin embargo
los datos para conocer su verdadera incidencia son
muy limitados. La cardiopatia isquémica, la enferme-
dad cerebrovascular, y la enfermedad arterial perifé-
rica son sus principales manifestaciones. En los dlti-
mos 20 afos, la mortalidad por enfermedad
cerebrovascular ha experimentado més de un 50%
de decremento en nuestro pafs, disminucién que ha
sido mucho mds ligera para la cardiopatia isquémi-
ca. Estos descensos en mortalidad contrastan con el
incremento en los datos de morbilidad hospitalaria
y alertan del creciente aumento en la demanda sani-
taria en los préximos afios. En cuanto a su distribu-
cién geogriéfica, persisten las diferencias entre pro-
vincias espafiolas. En la comparacién internacional,
las tasas de mortalidad por cardiopatia isquémica en
Espafia siguen siendo de las mds bajas de Europa. En
los dltimos afios se ha avanzado mucho en el conoci-
miento de sus bases moleculares con el desarrollo del
nuevo concepto de aterotrombosis. La importancia
de la disfuncién endotelial y de los estados procoa-
gulantes ha permitido la visualizacién de los factores
de riesgo desde una nueva perspectiva. Ademads de
los factores de riesgo cldsicos incluyendo la edad,
consumo de tabaco, diabetes, dislipemias e hiper-
tensidn, estan apareciendo nuevos factores emergen-
tes entre los que podemos citar marcadores de infla-
macién, marcadores de trombosis/hemostasis,
factores relacionados con las plaquetas, infecciones,
hiperhomocisteinemia, asi como centenares de poli-
morfismos genéticos en genes candidatos.
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HOW THROMBIN IS REGULATED
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Proteinases play crucial roles in biological proces-
ses involved in organism homeostasis. Their actions
require tight regulation and coordination. Failure of
regulation and coordination leads to disease. The
haemostasis system involves activation, regulation
and coordination of numerous proteinases. The
complex reactions occur on activated or damaged
cells, platelets and endothelial cells. In normal phy-
siological conditions haemostasis is exquisitely ini-
tiated, controlled and terminated. Genetic or phy-
siological perturbations, however, can lead to severe
dysfunction, resulting in either haemorrhagic disor-
ders or thromboembolic disease, illustrating the
need for tight regulation of these proteolytic reac-
tions. Central to the functioning of haemostasis are
the roles of thrombin. Thrombin is generated from
its inactive precursor prothrombin by factor Xa, fo-
llowing initiation of the haemostatic process. Th-
rombin then has multiple roles. The way in which th-
rombin interacts with its many substrates has been



298 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, supl. 4, octubre 2004

carefully scrutinised in the past decades but until re-
cently there has been little consideration of how its
many functions are coordinated or regulated. Any
understanding of regulation requires knowledge of
its structure, how it interacts with its substrates and
the role of any cofactors for its interaction with
substrates. This presentation will review much recent
work that has helped clarify structure function rela-
tionships of thrombin. It will then attempt to provi-
de a cogent proposal that explains the direction th-
rombin takes when it is generated and how its
multiple roles are coordinated.

"OFRECERAN ALGO DISTINTO
LOS INHIBIDORES ORALES

DE TROMBINA EN PATOLOGIA
ISQUEMICA ARTERIAL?

J. KORIN

Presidente de la Sociedad Argentina de Hematologia.

Ex Presidente del Grupo Cooperativo Argentino

de Hemostasia y Trombosis. Consultorios Hematoldgicos.
Clinica Suizo-Argentina. Buenos Aires. Argentina.

Introduccién

El comienzo del milenio es el tiempo del desarro-
llo y evaluacién del primero de una nueva clase de
agentes antitrombdticos, los inhibidores orales de
trombina.

¢Qué avances podremos esperar con ellos? Re-
curramos como ayuda a la evolucién del empleo
de otros agentes antitrombdticos. Después de mas de
50 afios de empleo de heparina, las heparinas de bajo
peso molecular (HBPM) han ido encontrando su sitio
y en muchos casos desplazando el farmaco no fraccio-
nado en patologias que cursan con trombosis en terri-
torio arterial. En mds de 10 afios de estudios compa-
rando dichos agentes, sélo en alguno de ellos' las
HBPM han demostrado superioridad. No obstante,
se han impuesto por dos razones basicas: la como-
didad de la administracién subcutdnea dada por su
mejor biodisponibilidad y la independencia de la do-
sis respecto de pruebas de laboratorio, lo que las ha
hecho indicables por médicos generales y cardiélo-
gos, con prescindencia del hematélogo. También la
heparina no fraccionada ha debido ceder posiciones
ante la ausencia de adecuados reactivos estandardi-
zados para el tiempo de tromboplastina parcial acti-
vado y el desigual apoyo de la industria farmacéuti-
ca. Parece ya lejano el postulado de fines de 1980 de
que las HBPM por su escaso efecto inhibidor de la
trombina producirian menos riesgo hemorragiparo
que la heparina convencional. En la patologia arte-
rial surgié la necesidad de impactar en multiples
blancos lo que llevé a la asociacién de las HBPM

con tromboliticos, aspirina, clopidogrel e inhibido-
res de glucoproteina Illb-1lla. Asimismo, la actual
tendencia invasiva en el tratamiento de los sindro-
mes coronarios agudos, y la indicacién de agentes
antitrombdticos por cardiélogos o hemodinamistas,
ha terminado aumentando el riesgo hemorragico
por criterio TIMI, como lo demuestra el reciente es-
tudio SINERGY?. En cuanto a efectividad puede re-
sumirse que, después de frustrados intentos de de-
mostrar superioridad, las HBPM se han difundido
con el simple criterio de no inferioridad.

Con los inhibidores orales de trombina, los resul-
tados alcanzados hasta el momento en patologia
venosa y arterial, transcurren por similar camino. El
logro de un parametro de no inferioridad respecto de
los dicumarinicos, de uso clinico tan antiguo como
la heparina, serd probablemente suficiente para des-
plazarlos de muchas de sus actuales indicaciones.

Resultados

Los datos presentados o publicados son atin esca-
sos. En patologia isquémica arterial contamos con:
a) estudios comparativos entre warfarina y ximela-
gatran en tromboembolia cerebral de fuente cardia-
ca, la serie de estudios SPORTIF I11* y V* (fibrilacién
auricular), y b) un trabajo comparativo contra pla-
cebo luego de infarto agudo de miocardio tratado
con aspirina (estudio ESTEEM)?.

Respecto a los dos primeros, los resultados com-
binados muestran igual efectividad que los dicuma-
rinicos (1,6 % anual de sucesos isquémicos cere-
brales) e igual complicacién hemorrdgica mayory
cerebral. Ambas ramas de pacientes con fibrilacién
auriculary un factor adicional de riesgo, seguidas
por aproximadamente un afio y medio, son cuestio-
nablemente asimilables a la poblacién clinica co-
rriente. Los que tomaron warfarina estuvieron en
rango 1,8-3,2 el 83 % del tiempo y los otros recibie-
ron ximelagatran 36 mg cada 12 h (un esquema difi-
cil de lograr adherencia por mucho tiempo sin es-
tricta supervision médica).

En el ESTEEM se estudiaron pacientes con |AM con
o sin elevacién del segmento ST, enrolados dentro
de las primeras 2 semanas, que recibieron aspirina
con o sin ximelagatran en dosis diversas. Como en es-
tudios previos, no se demostré relacién dosis-res-
puesta para el antitrombinico. Este fue superior al
placebo para reducir mortalidad, infarto no mortal
e isquemia grave recurrente (12,7 % frente a 16,3 %)
duplicando los riesgos de hemorragia mayor (1,8 %
frente 2 0,9 %). Considerando los eventos mortali-
dad, infarto y accidente cerebrovascular (ACV), la
reduccién de riesgo fue del 66% (7,4% frente a
11,1%). La dosis con la mejor relacién de eficacia/se-
guridad fue 24 mg cada 12 h. Los anteriores resulta-
dos pueden compararse en forma indirecta con los
obtenidos en otros 2 estudios realizados post-IAM en
pacientes que recibieron aspirina con o sin anticoa-
gulacién oral con rango 2-3: el APRICOT-2 y el WA-
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RIS-II. EI APRICOT-2 es un estudio angiogréfico en
el que se incluyeron pacientes con segmento ST ele-
vado tratados exitosamente con fibrinoliticos. La
rama que continud sélo con aspirina sufrié reoclu-
sién en el 28 y el 66 % estuvieron libres de muerte,
infarto recurrente o revascularizacién. En cambio, la
rama con anticoagulantes y aspirina tuvo 15% de
reoclusiones y en el 82 % permanecié libre de di-
chos eventos. El estudio WARIS-II” compard tres cla-
ses de tratamientos en pacientes post-IAM: aspirina
(160 mg/dia), warfarina (rango, 2,8-4,2) o su com-
binacién con dosis de 75 mg e indice normalizado in-
ternacional (INR) blanco 2-2,5. La incidencia de
muerte, reinfarto no fatal y ACV embdlico fue de 20,
16,7 y 15%, respectivamente. La hemorragia mayor
fue 0,62 % por afio con anticoagulacién frente a
0,17 % con aspirina. La reduccién del riesgo fue ex-
clusiva para reinfarto y stroke (50 % para ambos). Por
tanto, ambos estudios, de disefio diferente y con dis-
tintos pacientes post-IAM, muestran que los dicuma-
rinicos asociados a aspirina son mds efectivos que
ésta sola, con un razonable incremento de hemorra-
gia mayor. Sin embargo, el elevado nimero de pa-
cientes con |AM que recibe angioplastia y stents y por
ende, aspirina y clopidogrel plantea que en el futuro
se deberfa evaluar en forma diferencial el tratamiento
antitrombético. Como ejemplo, en los pacientes con
stents: aspirina-clopidogrel con o sin warfarina o xi-
melagatran y en los que no se realizé la intervencién,
aspirina frente a su combinacién con clopidogrel,
warfarina o ximelagatran.

Los sindromes coronarios agudos constituyen otra
patologia donde se han empleado dicumarinicos con
resultados controvertidos. El estudio OASIS?, revelé
que la muerte vascular, el IAM o el ACV en los pa-
cientes anticoagulados que tuvieron buena adheren-
cia al tratamiento fue menor que en los tratados con
aspirina (6,1 % frente a 8,9 %) con un aumento de
riesgo de hemorragia mayor de casi 3 veces. Este be-
neficio se perdié en los pacientes con baja adheren-
ciay asi, el resultado final fue neutro. En el estudio
ASPECT-2° la tasa de muerte, IAM o ACV fue del 9%
en los pacientes bajo aspirina, mientras que bajé al
5% con la asociacién dicumarinicos/aspirina o war-
farina sola a INR elevado. Nuevamente, la conducta
invasiva prevalente actualmente en estos cuadros,
hace que mas de la mitad de los pacientes sean inter-
venidos en hemodinamia y terminen recibiendo al
menos por un mes aspirina y clopidogrel, tratamien-
to de eleccién desde el estudio CURE'™. En este ulti-
mo, la combinacién de muerte vascular, IAM o ACV,
ocurrié en el 9,3 % de los tratados con ambos far-
macos frente a 11,4% en el grupo aspirina. Se obser-
vé hemorragia mayor en el 3,7 % de los pacientes con
la asociacién antiagregante frente a 2,7 % de los que
sélo recibieron aspirina. Nuevamente, surge como en
el IAM, la necesidad de dividir las futuras investiga-
ciones entre los intervenidos en el drbol coronario,
que recibirdn la asociacién antiagregante y los trata-

dos sélo medicamente en los cuales se deberian com-
parar la aspirina sola o combinada con clopidogrel,
dicumarinicos o ximelagatran.

Otras indicaciones potenciales para los inhibidores
orales de trombina son las patologias donde los di-
cumarinicos no han demostrado ser superiores a los
antiagregantes. Un ejemplo de esto es el ACV no em-
bélico, el cual representa dos tercios de todos los
ACV. Los antiagregantes reducen en un 30 % el ries-
go de recurrencia pero éste aiin permanece elevado
en los primeros afios (mayor del 5% anual). En el
estudio WARSS""| la warfarina, en rangos de INR
1,4-2,8, no demostré contribuir positivamente al
tratamiento. Durante el periodo de seguimiento de
2 afios, los dicumarinicos produjeron una tasa de re-
currencia o muerte del 17,8 % frente a 16 % para la
aspirina (325 mg/dia), con aumento de la tasa de
hemorragia mayor (2,2 % frente a 1,5% anual).

Otra entidad en la que ocasionalmente se em-
plean dicumarinicos, especialmente luego de com-
plicaciones trombdticas agudas, es la arteriopatia
periférica, en la que no hay estudios comparativos
recientes con antiagregantes. También alli podria es-
tudiarse en el futuro el efecto antitrombdtico de los
inhibidores de trombina.

Mas dificil es predecir qué lugar tendrdn en los pa-
cientes que tienen indicacién definida y permanente
de anticoagulacién como por ejemplo, reemplazos
valvulares. ¢Serd prudente confiar en la adherencia a
una medicacién que se toma dos veces al dia sin con-
trol especifico de laboratorio? Basta pensar en el in-
suficiente grado de cumplimiento a la aspirina indica-
da crénicamente'®. Por otra parte, sexistiran efectos
positivos de la trombina que puedan ser inhibidos
con estos agentes empleados a permanencia?

Efectos adversos

Con referencia a la toxicidad, debemos conocer
mejor la verdadera importancia del aumento de
transaminasas que en forma consistente ocurre en-
tre el 5-7% de los pacientes tratados més alla de los
2 meses. ¢Serd necesario el control de laboratorio
frecuente en todos los pacientes durante los prime-
ros 6 meses? ;En ese caso no estaremos simplemen-
te cambiando la necesidad de medicién del INR por
la de las transaminasas? ¢Podra usarse en pacientes
con hepatopatias previas? ¢Se potenciard el dafio
hepatico en la asociacién con otros téxicos -alco-
hol- u otros fadrmacos -p. ej., estatinas-? Dada su
eliminacién renal, scudl serd el nivel de creatinina se-
guro como para suspender su empleo?

Mas interrogantes

Otras preguntas surgirdn con su empleo clinico.
¢Cudl es la dosis a emplear: 24 0 36 mg cada 12 h?
¢Pacientes muy delgados o con marcada obesidad
requerirdn la misma dosis en tanto las HBPM se do-
sifican segtn el peso? ;Cudl serd la frecuencia del
empleo de factor Vlla como antidoto en caso de he-
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morragia intensa ya que su elevado coste se agrega-
rd a los que tendran los inhibidores de trombina
comparados con los dicumarinicos? ¢Cudl serd la
conducta recomendada para quien presente acci-
dentes embdlicos o isquémicos bajo este tratamien-
to? ¢ En qué pacientes estos agentes serdn el tra-
tamiento inicial de eleccién? El seguimiento por
clinicas especializadas en el control de anticoagula-
cién y la motivacién que promueve en los enfermos
y/o los métodos de autocontrol domiciliario han re-
sultado en un incremento notable en la efectividad
de los actuales anticoagulantes orales. sjAceptardn
quienes ya reciben estos Ultimos cambiar por inhibi-
dores de trombina que no necesitan control o serd
mds facil reservar los nuevos agentes para los pa-
cientes virgenes de tratamiento o para aquéllos con
recurrencias bajo dicumarinicos? En una encuesta
realizada sobre 100 pacientes anticoagulados de
nuestro servicio, 27 % contestaron que no confian en
un fdrmaco que no muestre el nivel de actividad por
un andlisis de laboratorio.

¢Cudl serd el coste econémico que los pacientes o
los terceros agentes en los sistemas sanitarios acep-
tardn para estos farmacos si sélo cumplen un crite-
rio de no inferioridad con respecto a las que vienen
a reemplazar? A igual efectividad, es licito disminuir
la eficiencia con mayores costes? “Evitar la dilapi-
dacién de recursos es una obligacién médica ya que
esto puede convertir la medicina en una actividad
econdmicamente inviable”'®. En la misma encuesta
anterior, 39 % de los individuos sefialaron que no
estan dispuestos a incrementar el coste actual de
su tratamiento anticoagulante, aun con la comodi-
dad de no tener que realizar controles de laborato-
rio. Un 32 % aceptaria duplicar el coste de su medi-
cacién antitrombética por la ventajas que implica el
ximelagatran. Sélo un 11 % estaria dispuesto a
afrontar un coste tres o mds veces superior al de los
dicumarinicos.

Finalmente, ¢cudl serd el resultado en el balance
del empleo de la terapéutica convencional con far-
macos con baja ventana terapéutica, en una pobla-
cién estrechamente controlada mes a mes por los
Servicios de Anticoagulacién y estos nuevos agentes
“mds amigables”™ que han de ser indicados por
médicos generales y cardidlogos, sin seguridad de
adherencia al tratamiento?

Conclusiones

Como es la regla en cada avance cientifico de va-
lor, mds preguntas que respuestas se generan en las
etapas iniciales del nuevo conocimiento. Los inhibi-
dores orales de trombina han llegado para quedarse
y esperamos que cumplan con sus expectativas a un
coste aceptable.
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TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS EN EL TRASPLANTE
DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS
(DONANTES ALTERNATIVOS, REGIMENES

DE ACONDICIONAMIENTO ATENUADOS,
TRASPLANTE DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL)

COORDINADOR: A. TORRES. Servicio de Hematologia, Unidad de Trasplante de Progenitores
Hematoldgicos, Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba

Resumen del simposio

Desde los albores del empleo clinico -practicamente experimental- del trasplante de medula ésea (TMO)
a mitad de los afos 1950, hasta que en 1979 se convierte en una alternativa terapéutica real en el trata-
miento de las hemopatias malignas, se han aportado una serie de avances que han sido claves para su apli-
cabilidad. Tratamientos de soporte con hemoderivados, antibidticos, antiftingicos, antivirales, el descubri-
miento del sistema mayor de histocompatibilidad, la profilaxis y tratamiento de la enfermedad del injerto
contra el huésped aguda (ElcHa ) y crénica (ElcHc), etc., se desarrollaron en el antedicho periodo y han con-
tribuido decisivamente al manejo del TMO. No obstante, los limites de aplicabilidad clinica eran muy redu-
cidos a principios de la década de los afios 1980. La histocompatibilidad (se utilizaban sélo donantes
HLA-genéticamente idénticos) y la edad (generalmente por debajo de 40 afios), eran criterios que tendian
a disminuir la mortalidad relacionada con el TMO, bajando la toxicidad del régimen de acondicionamien-
to y/o la incidencia de formas graves de ElcHa.

La incorporacién de nuevos agentes terapéuticos, tales como factores de crecimiento hematopoyético
(G-CSF), antivirales (gamciclovir, aciclovir, valaciclovir, etc.), un mejor conocimiento de la histocompatibi-
lidad, regimenes de acondicionamiento asi como del manejo de las complicaciones del TMO (ElcHa y
ElcHc) han hecho que al comienzo de los afios 1990, se hayan sobrepasado ampliamente los anteriores li-
mites de edad para los trasplantes HLA-gen-idénticos y se hayan incorporado los donantes HLA-fenotipi-
camente idénticos (generalmente no emparentados) como fuentes de TMO. Asi mismo, han ido incremen-
tandose las indicaciones de TMO, no sélo en el area de las hemopatias malignas, sino en enfermedades
genéticas, metabdlicas, hemoglobinopatias, etc.

A esta ampliacién de indicaciones, ha seguido el uso de otras fuentes alternativas de progenitores hemato-
poyéticos, por lo que hoy tiende a hablarse de trasplante de éstos (TPH) mds que de TMO. La sangre perifé-
rica con alto contenido de progenitores hematopoyéticos (células CD34+) movilizadas con quimioterapia,
G-CSF 0 ambos, asi como los progenitores de la sangre del cordén umbilical (SCU) son procedimiento cada
vez més utilizados. También, la suavizacién de los regimenes de acondicionamiento, buscando més bien el
efecto inmunoterdpico de TPH que el erradicativo por radioquimioterapia, se ha incorporado en los tltimos
afos, como una necesidad en orden a ampliar la edad y condiciones vitales en el momento de trasplante.

La necesidad de una valoracién real de lo que han supuesto estas modificaciones respecto al trasplante
tradicional, es lo que hace que se repitan revisiones o symposia como el que moderamos, para tratar de
evidenciar avances o no respecto a los resultados iniciales de estos métodos. El incremento por ejemplo
de los trasplantes no emparentados, merced a un sustancial aumento del numero de donantes en los regis-
tros internacionales y a un mejor conocimiento y manejo del procedimiento, es de alrededor de un 800 %.
Igualmente un aumento similar se ha producido en el trasplante de SCU y por las mismas razones, debe ser
evaluado contemplando los resultados actuales. Cuestiones tales como la desproporcién de la dosis celular
en el trasplante de SCU y el peso del receptor, se ha intentado corregir con técnicas de expansién in vitro, y los
resultados y utilidad clinica de las mismas serdn también evaluadas en este simposio.

La reduccién de la intensidad del régimen de acondicionamiento ha supuesto también un verdadero acon-
tecimiento, con una extensién inusitada de este tipo de trasplante. Incluso el grado de reduccién de intensi-
dad ha dado lugar a nueva nomenclatura en la Trasplantologfa (mini, micro, etc.). Sin embargo, los limites
entre los diversos tipos, son a veces artificiosos y dificiles de establecer.

Toda esta avalancha tecnolégica, ha creado bastante alteracién en las indicaciones precisas del TPH, frac-
cionando la experiencia, sin protocolos prospectivos que han hecho que se sucedan con una frecuencia
mayor de la deseable las valoraciones periddicas de los resultados, como la que nos ocupa en este simposio.
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TRASPLANTE ALOGENICO
CON ACONDICIONAMIENTO
DE INTENSIDAD REDUCIDA
EN NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

D. VALCARCEL Y R. MARTINO

Servicio de Hematologia Clinica. Hospital de la Santa Creu
i Sant Pau. Barcelona.

Introduccién

El trasplante alogénico de progenitores hematopo-
yéticos (alo-TPH) con acondicionamiento mieloa-
blativo convencional basa su efecto en la erradicacion
de la celularidad neoplasica con la quimioterapia de
acondicionamiento y en la obtencién de un efecto in-
jerto contra tumor (EICT), por medio del cual los lin-
focitos derivados del donante son capaces de recono-
cery eliminar las células malignas residuales'>. Este
efecto también explica la eficacia de las infusiones de
linfocitos del donante en algunas patologfas®?.

A pesar de los avances logrados en los dltimos
afios en el tratamiento de soporte, profilaxis y trata-
miento de la enfermedad injerto contra huésped
(EICH), y enfermedad por citomegalovirus (CMV),
en la actualidad el alo-TPH convencional estd reser-
vado para pacientes menores de 55 afios y con un
buen estado general, debido a la elevada morbimor-
talidad asociada al procedimiento en los pacientes
mayores de esta edad o que presentan otras patolo-
gfas asociadas.

Sin embargo, es a partir de esta edad cuando son
mas frecuentes las enfermedades que se benefician de
este procedimiento, y es muy frecuente que los trata-
mientos recibidos antes del alo-TPH hayan producido
alteraciones en la funcién renal, hepatica o cardiaca.

Hasta hace pocos anos la forma de reducir la toxi-
cidad relacionada con el alo-TPH ha sido intentan-
do disminuir la incidencia de la EICH mediante la
deplecién de linfocitos T en el injerto. Sin embargo,
esta modalidad de alo-TPH se sigue de una mayor
incidencia de recaidas'®'".

Diversos estudios preclinicos mostraron que
no era necesario el uso de acondicionamientos muy
citotéxicos ni mieloablativos para lograr el injerto
estable del sistema inmunitario y de los progenitores
hematopoyéticos alogénicos, dando pie a lo que se
conoce como acondicionamientos de intensidad re-
ducida (AIR), acondicionamientos no mieloablati-
vos o “mini-trasplantes”. El alo-TPH con AIR estd
siendo usado cada vez mas frecuentemente desde
que Giralt S et al’™® demostraron su efectividad para
lograr un implante hematopoyético estable con una
minima toxicidad extrahematoldgica. La finalidad
de este tipo de trasplante es proporcionar un EICT
sin la morbimortalidad asociada al acondiciona-
miento con altas dosis de quimio-radioterapia del
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alo-TPH convencional. Esta reduccién de la morbi-
mortalidad hace de esta modalidad terapéutica una
de las mejores opciones en pacientes de edad avan-
zada, segundos TPH o pacientes con otras patolo-
gfas asociadas'®?.

El esquema general del alo-TPH con AIR se mues-
tra en la figura 1. Tras un acondicionamiento basado
en la inmunosupresién, ya sea con farmacos analo-
gos de las purinas y/o con irradiacién corporal total
(ICT), asociados o no a diferentes farmacos mielo-
supresores, se procede a la infusién de los progeni-
tores hematopoyéticos. La inmunosupresién poste-
rior produce a menudo un quimerismo mixto (QM)
inicial, que proporciona un periodo de tolerancia in-
munitaria bidireccional entre el huésped y el recep-
tor?, posteriormente el QM se debe convertir en
quimerismo completo del donante (QC) con o sin la
ayuda de infusiones de linfocitos del donante. En
una ultima fase, con la intencién de favorecer el
efecto ICT se procederd a la retirada paulatina de la
inmunosupresion, siempre y cuando la EICH esté
bajo control. Acondicionamientos y profilaxis EICH.

En la década de 1990 Storb et al?® demostraron
en modelos caninos la posibilidad de obtener un
buen injerto hematopoyético y un QM estable con
ICT de 200 cQy pretrasplante y la combinacién de
ciclosporina A (CsA) y micofenolato mofetil (MMF)
en el postrasplante. Hasta la fecha se han usado va-
rios tipos de acondicionamiento distintos (tabla 1)
sin que se haya establecido ninguno de ellos como
superior a los demds. En general, todos los AIR si-
guen una misma filosoffa que es proporcionar una
inmunosupresién suficiente para que el injerto sea
capaz por si mismo de “hacerse espacio” en la mé-
dula del receptor.

El esquema general de los AIR se basa en la combi-
nacién de una potente inmunosupresién con farma-
cos andlogos de las purinas (sobre todo fludarabina o
dosis bajas de ICT o el uso de distintos farmacos qui-
mioterdpicos mielosupresores (ciclofosfamida, busul-
fan, melfaldn, citarabina, idarrubicina, etc.)?”*%. Tam-
bién se asocia a menudo globulina antitimocitica
(ATG)** o CAMPATH? con la intencién de potenciar
mas la inmunosupresién y de esta forma reducir la
EICH. En la tabla 1 se recogen los principales regime-
nes de AIR descritos.

Regimenes basados en fludarabina
(o 2-CDA)

La fludarabina es el farmaco central en la mayor
parte de los AIR. Es un fairmaco capaz de inhibir la
replicaciény reparacién del ADN, la sintesis de ARN
e inductor de apoptosis de células linfoides y ade-
mMAas un potente iNMUNOSUPresor con una escasa
mielotoxicidad.

Esquema fludarabina-melfalan
Uno de los principales problemas con los AIR ha
sido la progresién de la enfermedad de base antes
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de la aparicién del EICT, por este motivo investiga-
dores del MD Anderson han desarrollado un esque-
ma con fludarabina (25 mg/m?x 5 dias) y melfalan
(90 mg/m? x 2 dfas)*® con la intencién de evitar la
progresién de la enfermedad en el postrasplante
precoz en pacientes con leucemia mieloide aguda
(LMA), sindrome mielodisplasico (SMD), leucemia
linfoide aguda (LLA), linfoma no hodgkiniano (LNH)
y enfermedad de Hodgkin, en su mayoria en estadios
avanzados. En el estudio inicial, 8 pacientes recibie-
ron 2-CDA en vez de fludarabina. Sin embargo, este
farmaco se abandoné al documentarse un incre-
mento de la mortalidad relacionada con el trasplan-
te (MRT) debido a toxicidad renal®’, aunque esta to-
xicidad no se ha evidenciado en otros articulos que
han usado el firmaco a menor dosis y en combina-
cién con busulfan®. La inmunosupresién post-TPH
consistié en tacrolimus y metotrexato. Con este es-
quema terapéutico se observé una MRT de 37,4% a
los 100 dias y del 44,7 % a los 2 afios en pacientes
con LMA| LLA, leucemia mieloblastica crénica (LMC)
o linfoma. Las variables asociadas con mayor MRT
fueron el uso de 2-CDA, donante no emparentado

(DNE), enfermedad refractaria o LMC transforma-
da, haber recibido més de tres lineas de tratamien-
to previas y haber pasado mds de 4 afios desde el
diagnéstico hasta el TPH?°. La mayor parte de los
pacientes alcanzaron QC precoz con una mediana
de células del donante en el dia 30 del 100%
(0-100). La probabilidad de EICH aguda grados
-1V y II-1V fue del 49 y 29 %, respectivamente, y
16 de las 41 muertes acontecidas antes del dfa
100 se relacionaron con la EICH aguda.

Los TPH de DNE presentaron una tendencia a una
mayor incidencia de EICH aguda y una mayor mor-
talidad por este motivo.

El mismo régimen de acondicionamiento con pro-
filaxis de la EICH basada en tacrolimus y metotrexa-
to fue usado en 22 pacientes con MM*. La MRT fue
del 19% en los 100 primeros dias y del 40 % al afio.
La incidencia de EICH ag II-IV y IlI-1V fue del 46 y
27 %, respectivamente, y 6 pacientes presentaron
EICH cr, extensa en todos los casos. La EICH fue la
segunda causa de mortalidad tras la progresién de
la enfermedad. La supervivencia global (SG) y super-
vivencia libre de enfermedad (SLE) a los 2 afios fue

Preparative
regimen

@© DONOR

Figura 1. Esquema de trasplante de intensidad reducida. En este esquema se observa cémo tras un acondicionamiento de intensidad
reducida, se realiza la infusion de progenitores hematopoyéticos dando lugar a una situacién de quimerismo mixto (granulocitario y/o
linfocitario en funcién del acondicionamiento y los tratamiento previos) que tras un periodo de tiempo variable (en funcién del tipo de
acondicionamiento, la celularidad infundida, los tratamientos previos y la inmunosupresién post-TPH) se convierte, con o sin la ayuda de

infusién de linfocitos del donante en quimerismo completo.
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Tabla 1. Principales regimenes de acondicionamiento utilizados
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EICH
Acondicionamiento/ N2 de Donante Fuente  Reje
inmunosupresion post-TPH Diagndstico  pacientes  Edad (%) prog. (%) MRT Ac  Chro
200 cGy TBI/MMF-CsA HM 45 56 (31-72) D€l SP 20 3/45(7%) 47 ND
200 cGy TBI * fludarabina HM 253  54(18-73) DEI SP 5 46 41
(90)/MMF-CsA
HM 52 48(6-65) DNEI(62) MO 12 100 dias CI: 29% 63 30
DNENI (38) SP (95%Cl: 17-47)
*LA 18 59 (36-73) DEI SP 11 100 dias CI: 0 45 40
12 RC 1 afio Cl: 17%
(95% CI 0-35)
Flu (180)-Bu (8 mg/kg)-ATG ~ HM 26 34(1-61) DEl sp 0 4/26 (15%) 38 27
(40 mg/kg)/CsA
Linfoma 23 41(13-63) DEI SP 0 7/20(30%) 34 9
HM 16 17(8-48) DNE MO 0 3/16 (19%) 44 0
Flu (150)-Bu (10 mg/kg/dfa)  HM 76 53 (18-66) DEI sp 0 1afio Cl: 20% 32 ND
0 Mel (200)/CsA-MTX (95%Cl: 9-31)
Flu (150)-Mel(140)-C AM-  HM 44 41(18-56) DEI sp 2 1afio Cl: 11% 5 2
PATH1-H (100)/CsA+MTX DNEI MO (95%Cl: 4-26)
(6pr)
HM 47 44 (18-62) DNEI MO 5 100diasCl: 11% 21 7a
DNENI (42) (95%Cl: 4-26)
Flu (90-125)-Cy (900)/ Linfoma 20 51(31-68) DEI sp 0 ND 20 64
MTX-CsA (27SCT)
Flu (125)-Cy (120)/CsA£ILD  HMyTS 15 50 (23-68) DEI sp 7 2/15(13%) 64 37
Tio (10)-Cy(100/kg)/ HM 33 52(43-60) DEl MOS51) 0 22% 51 45
MTX-CsA SP (49)
IrfTimica 700 cGy-Cy HM 21 44(22-62) DEI MO 24 2/21(10%) 29 ND
(150-200mg/kg)-ATG
(60-90 mg/kg)
Flu (125) or 2-CDA(60) -Mel ~ HM 86 52(22-70) DEI(45) MO (60) 0 100 dias: 37% 49 68
(140-180)/MTX-Tac DENI(8)  SP (40) 2 afios: 44%
DNEI (47)

Para abreviaturas véase texto.

del 30 y 19 %, respectivamente, con una superviven-
cia mediana de 10 meses.

En resumen la combinacién de fludarabina y mel-
faldn permite el injerto tanto de donante emparen-
tado como de DNE, con una toxicidad tolerable,
siendo los problemas mds importantes la elevada in-
cidencia de EICH agy cry la recaida o progresién
de la enfermedad de base.

Esquema fludarabina-busulfan-ATG

El uso de fludarabina fue iniciado por investigado-
res de Jerusalén, que la usaron en combinacidén con
busulfan a dosis de 8 mg/kg y ATG 40 mg/kg*"**. El
estudio de Slavin et al** lograron que todos los pa-

cientes alcanzaran un QC o un QM estable y una su-
pervivencia del 77,5% a los 14 meses, sin embargo la
mediana de edad de estos pacientes fue de 32 afios.
Como complicaciones significativas presentaron una
incidencia de enfermedad hepdtica venooclusiva del
50% y una mortalidad atribuible a la EICH del 15 %.
Una modificacién a este régimen es la descrita por Le-
vine et al* en la que el uso de ATG se sustituyé por
MMF e ICT (2 Gy), obteniendo injerto hematopoyé-
tico en todos los pacientes y un rapido QC.

Esquema fludarabina-ciclofosfamida
Otro régimen habitual ha sido la combinacién de
fludarabina con ciclofosfamida. Khouri et al*® utili-
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zaron un régimen de fludarabina 90-150 mg/m?
y ciclofosfamida 900-2.000 mg/m? o citarabina
1.000 mg/m?y cisplatino 100 mg/m? en 15 pacien-
tes con linfoma, logrando el injerto en 11/15 pa-
cientes y 8 de estos 11 alcanzaron una remisién
completa (RC). En un estudio posterior en 20 pa-
cientes (edad mediana 51 afios) con linfoma de
bajo grado Khouri et al*® usaron un acondiciona-
miento con cliclofosfamida y fludarabina y una pos-
terior inmunosupresién con CsA'y MMF, obtenien-
do un injerto en el 100 % de los pacientes, un 100 %
de RCy una incidencia de EICH ag del 20 %, con
sélo un paciente con EICH ag grados IlI-IV. Tras
21 meses de seguimiento, la probabilidad de SLE
fue del 84 %.

Childs et al mostraron que un régimen similar con
ciclofosfamida (60 mg/kg) y fludarabina (25 mg/m?)
con una inmunosupresién posterior con CsA, era
capaz de garantizar el injerto y la obtencién de EICT
en pacientes con neoplasias tanto hematoldgicas
como tumores sélidos* 4.

Esquemas que incluyen CAMPATH

Con la intencién de controlar la EICH el grupo
inglés desarrollé un acondicionamiento que con-
tenia CAMPATH-1H (anticuerpo monoclonal hu-
manizado dirigido contra el antigeno CD52), pro-
porcionando un mayor poder inmunosupresor, al
producir cierto grado de deplecién T in vivo®®>1. El
régimen de acondicionamiento incluye fludarabi-
na 30 mg/m? x 5 dias, melfaldn 140 mg/m? x 1 dfa
y CAMPATH-1H en dosis de 20 mg/m? entre los
dias -8 y -4 y una inmunosupresién posterior con
CsA sola o con metotrexato. Con este esquema se
logré disminuir la incidencia de EICH ag, hasta el
punto de que ningln paciente presenté EICH ag
grados IlI-IV y sélo 5/43 pacientes desarrollaron
EICH ag I-Il, y un paciente EICH cr. A un afio del
TPH la MRT fue del 11 %, la supervivencia libre de
progresién del 71 % y la supervivencia global del
73 %. El uso de infusién de linfocitos del donante
(ILD) se limité a pacientes con progresién de la en-
fermedad de base y no fue efectivo. La incidencia
de QM en este estudio fue superior a la descrita
con los regimenes sin CAMPATH. El QM fue princi-
palmente a expensas del compartimiento de linfo-
citos T, mientras que los estudios realizados en
neutréfilos o linfocitos B mostraron en general qui-
merismos completos.

Este mismo régimen de acondicionamiento se uti-
lizé para trasplantes de DNE>*%3, usando la médula
6sea como fuente de progenitores. Los resultados
fueron similares al estudio previo, con una muy baja
incidencia de EICH ag (15% grado Il y 6 % gra-
dos IlI-1V) y una MRT en los 100 primeros dias del
15%. Tras un afno de seguimiento la SGy la SLE fue-
ron del 75y 61 %, respectivamente.

Existe un estudio retrospectivo comparando dos
AIR que se basan en melfaldn-fludarabina; con la uni-

ca diferencia entre ellos en el tratamiento inmunosu-
presor: CAMPATH-1H + CsA frente a CsA + metotre-
xato'?®. El estudio mostré una menor incidencia de
EICH agy cren el grupo del CAMPATH (18 % frente
a45%; p <0,001y2% frente a 67 %, respectiva-
mente). El grupo del CAMPATH mostré una res-
puesta al tratamiento mas tardia, de forma que a los
3 meses sélo el 21 % de los pacientes que usaron
CAMPATH estaba en RC frente al 48 % en el grupo
que usé CsA y metotrexato. Tras la ILD seguia man-
teniéndose la menor incidencia de EICH pero se
igualaron las tasas de respuesta. Al cabo de un afio
tanto la SG como la SLE resultaron iguales en am-
bos grupos, y la incidencia de EICH agy crénica
tanto antes como después de la realizacién de la
ILD en los casos que estuvo indicado se mantuvo
muy inferior en el grupo del CAMPATH. La tnica
excepcion la constituyd el grupo de pacientes con
MM, en el que la CsA+ metotrexato obtuvo un me-
jor resultado que el grupo del CAMPATH.

Regimenes basados en la ICT

El uso de dosis bajas de ICT (6 veces menores de
las usadas en el Alo-TPH convencional), descrito por
primera vez por McSweeney**>%, supone el verdade-
ro acondicionamiento no mieloablativo y estd basa-
do en un modelo canino estudiado por Storb et
al**>® en el que mediante un acondicionamiento ba-
sado en ICT 200 cGy y posterior inmunosupresion
con MMF y CsA se lograba el injerto hematopoyéti-
co, con escasa toxicidad y se obtenfa un QM esta-
ble en el tiempo. El estudio inicial®® incluyé 45 pa-
cientes con distintas neoplasias hematoldgicas y se
realizé un acondicionamiento con ICT (2 Gy) e in-
munosupresién posterior con CsAy MMF. A pesar
de que todos los pacientes presentaron algtin gra-
do de injerto inicialmente, un 20 % de los pacientes
presentaron fallo de implante tardio coincidiendo
con la suspensién del MMF o de la CsA (sobre todo
en pacientes con pocas lineas de tratamiento pre-
vias, pacientes con LMCy pacientes con un quime-
rismo T bajo en el dia +28) que se siguié en todos
los casos de una recuperacién hematopoyética au-
téloga. En el dia +28 sélo el 14 % de los pacientes
mostraron QC en los linfocitos T. La toxicidad aso-
ciada al tratamiento fue minima, permitiendo la
realizacién del trasplante en el &mbito ambulatorio
en la mayorfa de los pacientes. La mayorfa de los -
pacientes no presentaron neutropenia inferior
a 0,5x 109/l y no requirieron transfusiones de
plaquetas ni antibioticoterapia de amplio espectro.
La incidencia de EICH ag (grados II-1V) fue del 45%,
y la presencia de QC T en el dia +28 predijo la apa-
ricién de EICH, que en general se inici6 tras la sus-
pensiéon del MMF y respondié bien al tratamiento
con corticoides. La incidencia de EICH cr fue del
74%. El uso de ILD fue util para revertir el QM a QC,
en los pacientes con menos del 50 % de quimerismo
del donante. La supervivencia global tras un segui-
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miento mediano de 417 dias fue del 67 %, la MRT
fue del 7%y la debida a progresién de la enferme-
dad del 27 %. Entre los pacientes en QC, se observé
un 53 % de remisiones completas, incluyendo algu-
nas remisiones moleculares en pacientes con LMCy
LLC. La elevada incidencia de fallo de implante, llevé
a este grupo a introducir fludarabina (30 mg/m?/dia
durante 3 dias)>® en el esquema de acondiciona-
miento lo que redujo a un 3% la incidencia de fallo
de implante, logrando un mayor quimerismo T pre-
coz. La incidencia de EICH no se vio modificada con
la adicién de la fludarabina. Con un seguimiento de
289 dias, la MRT a los 100 dias fue del 6 %, y del
22 % en todo el seguimiento. La SG y SLE estimada
a los 2 afios fue del 50 y 40 %, respectivamente®’.
Este esquema se utilizé en un estudio fase 1°" a pa-
cientes receptores de alo-TPH de DNE, de los cuales
el 42 % habia recibido un auto-TPH previamente.
Los resultados de este esquema terapéutico mostra-
ron unos mayores requerimientos transfusionales
(aunque menores que en los regimenes estdndar),
una mayor frecuencia de QC en linfocitos T en el
dia +28 y una menor incidencia de fallo de implan-
te (12%) que al revés que en el estudio anterior se
produjo en general de forma precozy que se rela-
cioné con un menor contenido de CD3 en el injerto
y con el diagnéstico de SMD. La incidencia de EICH
ag fue del 63% y un 13 % de los pacientes desarrollé
EICH grado IV. La incidencia de EICH cr fue del
30%. El curso benigno de la EICH es explicado por
los autores como consecuencia de la potente inmu-
nosupresién basada en CsA-MMF, la presencia de
un QM inicial que favoreceria cierto grado de tole-
rancia y la ausencia de la “tormenta de citoquinas”
descrita en el alo-TPH convencional. En el 45% de
los pacientes se logré RC (incluidos 6 pacientes en
los que se habia realizado previamente un auto-
TPH). La MRT a los 100 dias fue del 11 %, otros es-
tudios que han usado AIR en el contexto de alo-TPH
de DNE han comunicado MRT que oscilan entre
12,5y 87,5 %5264,

Esquemas en tindem

El autotrasplante ha logrado alargar la SLE en pa-
cientes con diferentes neoplasias hematoldgicas, en-
tre otras el MM y los sindromes linfoproliferativos,
especialmente en aquellos casos de enfermedad qui-
miosensible. Sin embargo, existe un riesgo de recai-
da constante y no parece que se logre alcanzar un
plateau en las curvas de SLES>®. El uso de uso de téc-
nicas de purging no parece haber logrado solucionar
el problema de las recaidas®”®. El alo-TPH pro-
porciona la doble ventaja de ser una fuente libre
de enfermedad y proporcionar un EICT’%72, Sin
embargo, la elevada toxicidad de los regimenes de
acondicionamiento convencional ha hecho que a
pesar de una menor incidencia de recaida, los resul-
tados globales del alo-TPH sean, en general, inferio-
res a los del auto-TPH”375, En los dltimos afios,

aprovechando la escasa toxicidad de los AIR, se es-
tan realizando estudios para valorar el papel del
“mini-alo” como tratamiento de rescate en pacien-
tes que han recaido tras un auto-TPH”%82y como es-
trategia inicial de “trasplante en tdndem” con un
trasplante autélogo inicialmente con la intencién de
reducir al minimo la masa tumoral y un alo-TPH con
AIR posteriormente para proporcionar un EICT®.
Badros et al®*% han estudiado el uso de alo-TPH
con AIR como rescate tras la recaida tras auto-TPH
en 31 pacientes con MM (edad mediana 56 afios),
usando un régimen basado en melfalan (con fluda-
rabina e ICT en los trasplantes de DNE), la inmuno-
profilaxis se hizo con CsA (y prednisona en los DNE)
y se planearon ILD en caso de persistencia de QM o
progresion de la enfermedad. El 89 % de los pacien-
tes alcanzaron QC precozy hubo 2 fallos de implan-
te. Presentaron EICH ag18 pacientes (58 %) y 10 de
éstos progresaron a EICH cr. Nueve de las 12 muer-
tes registradas se debieron a MRT, sélo hubo tres
muertes en los 100 primeros dias, la EICH y/o in-
fecciones fueron la causa mds frecuente de muerte.
Se obtuvo un 60% de RCy la SG y SLE medianas fue-
ron 15 meses, siendo los resultados significativa-
mente mejores para los pacientes que habian recibi-
do un solo auto-TPH frente a dos previos auto-TPH.
Varios grupos estdn investigando este planteamiento
del TPH en tdndem auto/mini-alo como tratamiento
inicial, sin esperar a la progresién de la enfermedad.
En la sesién plenaria del American Society of Hema-
tology 2001 se presentaron los resultados preliminares
y existen datos del seguimiento de los primeros 54 pa-
cientes®. El acondicionamiento del auto-TPH se reali-
z6 con melfaldn 200 mg/m? y el alo-TPH con ICT
(200 cGy), mientras que la inmunosupresién posterior
se llevé a cabo con CsAy MMF. El tiempo mediano
entre ambos trasplantes fue de 62 dfas. La mayor par-
te de los pacientes se trataron de forma ambulatoria
y no presentaron neutropenia < 0,5 X 109/I ni plaque-
topenia < 50 x 209/l tras el alo-TPH. Todos los pa-
cientes presentaron injerto hematopoyético y la mayo-
rfa QC precoz. La incidencia de EICH agy EICH cr fue
del 38y 46 %, respectivamente. De los pacientes que
no estaban en RC al TPH, el 57% logré RCy el 27 %
RP. Kroger et al®” realizaron una estrategia similar en
17 pacientes, con un acondicionamiento distinto
en el alo-TPH que se basé en fludarabina-melfaldn
(100 mg/m?) y ATG. Todos los pacientes presenta-
ron injerto hematopoyético y QC precoz. La inciden-
cia de EICH agy cr fue del 38 y 40 %, respectivamen-
te. El 18 % de los pacientes alcanzaron RC tras el
auto-TPH y el 73 % tras el mini-alo. La MRT a los
100 dias fue del 11% yla SGy SLE a los 2 afios fue
del 74 y 56 %, respectivamente.

La estrategia del doble trasplante también se ha
usado para los LNH y la enfermedad de Hodgkin.
Carella et al®® realizé un estudio en 15 pacientes que
se realizaron un auto-TPH acondicionado con BEAM
y 61 dias después un AIR con fludarabina y ciclofos-
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famida (900 mg/m?), en caso de QM en el dia +60,
los pacientes se valoraban para recibir ILD. Trece pa-
cientes lograron QCy 11 alcanzaron RC, incluidos
9 que sdlo estaban en RP tras el auto-TPH. Siete pa-
cientes presentaron EICH agy 2 EICH cr. Diez pa-
cientes estdn vivos y en RC con un seguimiento me-
diano de 270 dfas.

Implante y quimerismo

La mayor parte de los AIR, son mielotéxicos y se
siguen de un periodo de aplasia variable. La recupe-
racién granulocitaria y la recuperacién plaquetaria
se producen en la mayor parte de los estudios en
torno a los dfas +12-+15. Una excepcién son los re-
gimenes verdaderamente no mieloablativos, donde
no suele observarse neutropenia ni plaquetopenia
que requiera transfusién profildctica. Aunque no
hay datos comparativos prospectivos, la mayor par-
te de los trabajos publicados sugieren que el AIR
permite una reduccién en la cantidad de unidades
de hematies y plaquetas utilizadas en el TPH. La can-
tidad de CD34+ infundidas tienen una importancia
relativa en la recuperacién granulopoyética ya que
cifras superiores a 2,5 X 106/kg en general garanti-
zan el injerto hematopoyético, pero cifras superiores
a ésta no parecen incrementar la velocidad con que
se produce la recuperacién hematolégica'?.

A diferencia de lo que ocurre en el alo-TPH con
acondicionamiento mieloablativo, los alo-TPH con
AIR, presentan habitualmente una fase de QM en las
fases iniciales que progresivamente se convierte en
QC. El estudio del quimerismo en las distintas subpo-
blaciones celulares es especialmente importante en el
contexto del AIR, ya que debido a la menor cantidad
de linfocitos T en sangre periférica y médula 6sea es
posible que QM en linfocitos T pasen desapercibidos
al estudiar sangre total no fraccionada.

En diversos estudios se han analizado los factores
relacionados con la obtencién de QC precoz siendo
los factores mds importantes la intensidad del trata-
miento previo, la celularidad CD34+ y la celulari-
dad CD3.

El estudio de quimerismo puede ser importante
para valorar la posibilidad de fallo de implante. La
presencia de un QM con menos de un 20-50 % de
celularidad del donante en el dia +28-+35 se asocia
con una elevada probabilidad de fallo de implante,
a pesar de la ILD.

Aunque sigue siendo objeto de debate, parece
existir una relacién directa entre la obtencién de QC
yla EICH ag.

Enfermedad injerto contra huésped

La incidencia de EICH en el alo-TPH con AIR es
muy variable en los distintos estudios publicados.
Mientras su incidencia es baja para algunos auto-
res®?93, esta es comparable e incluso mayor que en
alo-TPH convencional para otros autores®* %%, Pro-

bablemente estas diferencias son debidas al uso de

diferentes pautas de acondicionamiento, diferentes
regimenes de profilaxis y al uso de CAMPATH-1H,
ATG e infusiones de linfocitos del donante. La EICH
ag sigue siendo uno de los problemas mds impor-
tantes en el Alo-TPH con AIR, ya que su desarrollo,
sobre todo en grados IlI-V se asocia a un incremen-
to de la MRT'>.

Hay pocos estudios comparativos entre alo-TPH
con AIR y alo-TPH convencional®®%. En estos estu-
dios la incidencia de EICH aguda grados II-1V, en pa-
cientes de donante HLA-id emparentado es inferior
en el trasplante con AIR, aunque la incidencia de
EICH ag grados II-1V es similar en ambos tipos de
trasplante. La incidencia de EICH ag, grados lI-IVy
grados II-1V, en donantes no emparentados es me-
nor en el grupo AIR'%.

La aparicién de EICH aguda es mas tardia en los
pacientes de los AIR'", con medianas de aparicién
de EICH ag que oscilan entre 35 dias y 3 meses y al-
gunos pacientes que han desarrollado EICH aguda
mds alla del dia 100, lo que ha llevado a plantear la
posibilidad de abandonar este punto de corte clésico
entre EICH agy cr e introducir el concepto de EICH
ag de instauracién tardia en el alo-TPH con AIR'%%.

La incidencia de EICH cr es similar en el alo-TPH
con AIR a la observada con acondicionamientos
convencionales®®'%. En distintos articulos la EICH cr
se ha relacionado con una mayor supervivencia li-
bre de enfermedad, lo que confirma el potencial cu-
rativo del EICT en este tipo de trasplantes'®*1°¢.

En un reciente estudio espafiol, se sugiere que la
celularidad CD34+ infundida y no la cantidad de
CD3 tiene un impacto en el desarrollo de la EICH cr,
de forma que entre los pacientes que reciben per-
centil superior a 75 y percentil inferior a 75 de la ce-
lularidad CD34, la incidencia de EICH cr es del 74 %
frente a 47 % (p = 0,02). En este mismo estudio se
relaciona la edad superior a 50 afios y el uso de bu-
sulfadn frente a melfaldn con una mayor incidencia
de EICH cr. Segtin los autores la ausencia de relacién
entre la cantidad de CD3 y la EICH puede ser debida
a que todos los pacientes recibieron un minimo de
CD3 suficiente para el desarrollo de EICH"?.

Complicaciones infecciosas

El hecho de que los AIR produzcan una menor to-
xicidad tisular y menos neutropenia hace suponer
que la incidencia de complicaciones infecciosas
debe ser inferior a la encontrada en los acondiciona-
mientos convencionales.

La incidencia de fiebre neutropénica oscila entre
35-80%, en general menor que la observada en los
acondicionamientos convencionales en los que es
practicamente del 100 %. En un estudio comparati-
vo realizado en Espafia'®’, la incidencia de fiebre
neutropénica fue del 70% en el AIR y del 97 % en el
acondicionamiento convencional (p = 0,01). Sin
embargo, la incidencia de infecciones invasivas pre-
coces fue similar en ambos grupos.
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La incidencia de infeccién y enfermedad por CMV
es muy variable, reflejando los distintos tipos de acon-
dicionamiento e inmunosupresién usados. En un es-
tudio retrospectivo realizado por el grupo espafiol'%
se observé una menor incidencia de infeccién por
CMV en los AIR (fludarabina y melfaldan o busulfan)
que en los acondicionamientos convencionales (21 %
frente a 39%; p = 0,005) y también una menor inci-
dencia de enfermedad por CMV (1% frente a 9,5 %;
p = 0,03). En un estudio similar realizado en Seat-
tle'®1° os pacientes del grupo de AIR (ICT con/sin
fludarabina) mostraron una tendencia a una menor
incidencia de infeccién y enfermedad por CMV que
los pacientes con acondicionamiento convencional,
entre los pacientes de alto riesgo (serologias positi-
vas en el donante y el receptor) en los 100 primeros
dias (53 % frente a 69 %; p = 0,11y 6 % frente 19 %;
p = 0,08, respectivamente), pero se observé que la
aparicién de enfermedad por CMV era mas tardia
(mediana de aparicién en el dia +85 en el grupo AIR
frente a +35 en el grupo de acondicionamiento con-
vencional; p = 0,02), haciendo que la incidencia de
enfermedad por CMV a los 365 dias fuese la misma
en ambos grupos. El estudio multivariado mostré
que el AIR suponia un factor protector para enferme-
dad por CMV en los 100 primeros dias (RR, 0,16;
p =0,01) pero un factor de riesgo para enfermedad
por CMV tardia (RR, 3,86; p = 0,03) y que el hecho
de haber presentado una infeccién por CMV en los
100 primeros dias suponia un riesgo para el desarro-
llo de enfermedad por CMV tardfa. Este retraso en la
aparicién de la infeccién y enfermedad por CMV tam-
bién se ha visto en otros estudios (referencias) sugi-
riendo la necesidad de realizar un activo control del
CMV tras el dia 100 en pacientes trasplantados con
AIR, podria ser explicada por varios motivos entre los
que se encuentran: a) posible proteccién de los LT re-
siduales del huésped; b) regimenes inmunosupresores
distintos a los usados en el acondicionamiento con-
vencional que podrian ser mas inmunosupresores T, y
¢) desarrollo més tardio de la reactividad alogénica
y por tanto de la EICH y su tratamiento, ambos fac-
tores de riesgo para la enfermedad por CMV''". La in-
cidencia de infeccién por CMV es muy superior en los
AIR que incluyen CAMPATH, con una incidencia del
84,8 % (para los pacientes con serologia para CMV
del receptor y/o donante positiva) y una probabilidad
de recidiva del 71%, 54 % precoz y 47 % tardia''?. En
un estudié que incluyé ATG en el acondicionamiento,
la incidencia de infeccién por CMV fue del 65 % con
una probabilidad de recidiva del 33%'"®. En los AIR
con ICT, la incidencia de infeccién por CMV fue del
42"4.60%'"° y el desarrollo de EICH fue un factor de
riesgo para este hecho''. La relacién de la infeccién
y enfermedad por CMV y la EICH es controvertida en
el dmbito del AIR, mientras en trabajos no se ha evi-
denciado esta relacién''”""8 en otros dos se ha en-
contrado el desarrollo de EICH como factor de ries-
go para CMV'19120,

Chakrabarti et al’?! en un estudio en pacientes
acondicionados con CAMPATH-1H, comunicaron
una incidencia acumulada de infecciones respirato-
rias del 35% a los 18 meses postrasplante. Las in-
fecciones se presentaron en general en las fases pre-
coces del trasplante, un 23 % en los primeros 30 dias
y el 46% en los primeros 100 dias. Los virus mas fre-
cuentemente aislados fueron el virus parainfluen-
za 3 (46 %) y el virus respiratorio sincitial (37 %). Sin
embargo la incidencia de mortalidad relacionada
con la infeccién fue muy baja (8 %).

La incidencia de infecciones flingicas es variable
en los distintos trabajos publicados, oscilando en-
tre el 012213 y el 23%'%. El grupo de Seattle ha pu-
blicado recientemente un estudio con 163 pacien-
tes que analiza las infecciones flingicas (IFl) en el
contexto del AIR'®. El acondicionamiento se reali-
z6 con ICT (200 cGy) con o sin fludarabina, la in-
munosupresién post-TPH se realizé con CsA hasta
el dia +56-+180 y MMF hasta el dia +27 y se reali-
z6 profilaxis con fluconazol 400 mg/dia hasta el
dia +75. La incidencia acumulada al afio de IFI pro-
bada o probable fue del 19% (31 pacientes), del
15% (25 pacientes) para infecciones invasivas por
hongos filamentosos, 14 % (23 pacientes) para as-
pergilosis invasiva 'y 5% (8 pacientes) para candi-
diasis invasiva. La mediana de aparicién de aspergi-
losis invasiva fue en el dia +107 (4-282) y sélo
2 pacientes (8 %) lo presentaron antes del dia +40.
Comparando retrospectivamente con un grupo de
pacientes que se trasplantaron con un acondicio-
namiento convencional no se encontraron diferen-
cias significativas. Los factores relacionados con un
mayor riesgo de IFl por hongos filamentosos fueron
la presencia de EICH ag grados IlI-IV, EICH crénica
extensa y la enfermedad por CMV. La probabilidad
de IFI por hongos filamentosos en los pacientes
con EICH aguda grados IlI-IV fue del 42 %. De
los 25 pacientes que presentaron IFl, 20 murieron
(14 por una causa relacionada con la IFl) y la IFI
por hongos filamentosos supuso el 39% de las
MRT y 9 % de la mortalidad global; entre los pa-
cientes que desarrollaron una IFl por hongos fila-
mentosos el uso de corticoides a dosis de 2 mg/kg
0 mas supuso un factor de riesgo para mortalidad.
Ocho pacientes presentaron IFl por Candida spp., la
mediana de aparicién de candidiasis invasiva fue en
el dia +156 (64-221). Las especies mds frecuente-
mente aisladas fueron la Candida g/abrata y la Candi-
da parapsilopsis, suglrlendo una emergencia de espe-
cies de Candida resistentes al uso de azoles. Todos
los pacientes que presentaron una candidiasis inva-
siva murieron por causas ajenas a la IFI. Martino et
al'?® en un estudio en el que comparaba las com-
plicaciones infecciosas entre pacientes alotras-
plantados con AIR o con acondicionamiento con-
vencional, tampoco encontré diferencias en la
incidencia de IFl ni de mortalidad por causa infec-
ciosa entre los 2 grupos.
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Introduccién

Alo largo de la dltima década se ha producido un
notable incremento en el nimero de trasplantes
alogénicos a partir de donantes no emparentados
(TPH-DNE). En Espafia, este incremento ha sido
del 810 %, porcentaje similar al observado en Euro-
pa (780%)"%. Alo largo del afio 2002 los TPH-DNE
supusieron el 22, 33 y 33 % de la actividad de tras-
plante alogénico notificada a la Organizacién Na-
cional de Trasplantes, y a los registros de trasplan-
te europeo (EBMT) y norteamericano (IBMTR),
respectivamente’ . Este incremento ha sido la 16gi-
ca consecuencia de los notables avances alcanzados
en diversos aspectos de este procedimiento tera-
péutico. A continuacién se analizan los mas desta-
cables.

Disponibilidad de donante compatible

En la actualidad existen més de 9 millones de do-
nantes voluntarios inscritos en los diversos registros
internacionales®. Gracias a ello, la probabilidad de
disponer de un donante con el minimo grado de
compatibilidad aceptado en la mayoria de los paises
(identidad en los loci HLA-A'y B a nivel antigénico y
en DRB1 a nivel alélico) es de casi el 80 %”.

Ademas, dado que el 23 % de los donantes estdn
tipificados para A, By DRB1, se ha reducido nota-
blemente la duracién de las busquedas (mediana
de 58 dias en REDMO (Registro de Donantes de
Médula Osea), hecho que ha permitido plantearse
la préctica de un TPH-DNE en determinadas situa-
ciones clinicas, como la leucemia aguda refractaria,
en las que es necesario efectuar el TPH poco después
del diagndstico™.

Se dispone ademds de 160.000 unidades de san-
gre de cordén umbilical (SCU) criopreservadas y dis-
ponibles de forma inmediata, permitiendo que otro
buen porcentaje de pacientes, en especial nifios, se
puedan beneficiar de un TPH-DNE®. El empleo de
progenitores de SCU también ha ido aumentando
progresivamente en adultos como consecuencia de
la posibilidad de efectuar el trasplante de forma pre-
cozy de los cada vez mejores resultados®. Un andlisis
del REDMO, efectuado con las bisquedas iniciadas
durante el afio 2002, evidencié que el 26 % de los
pacientes adultos que carecian de donante compati-
ble a los 3 meses de iniciada la bisqueda, podian
disponer de una unidad de cordén con un minimo
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de 5/6 identidades (en A, B, DRB1) y mds de
2 X 10® células nucleadas/kg de peso del receptor,
caracteristicas consideradas “ideales” para este tipo
de trasplantes”’.

Grado de identidad HLA donante-receptor
Cuatro estudios efectuados en amplias series de

pacientes® ' han permitido conocer los siguientes

hechos sobre la identidad donante-receptor'?:

- Las diferencias en los loci A, B, Cy DRB1 tienen
un impacto directo sobre la supervivencia mientras
que las diferencias en DRQB1y DPB1 es posible que
carezcan de él. La relativa facilidad en localizar do-
nantes DQB1 compatibles, debido a su estrecha
correlacién con el locus DRB1, y la extrema dificultad
en lograr donantes DPB1 compatibles (el 88 % de la
parejas donante-receptor son DP incompatibles)'
ha hecho que hoy en dia la mayoria de centros de
TPH consideren “donante ideal” a aquel que mues-
tra identidad HLA-A, B, C, DRB1y DQB1 con el re-
ceptor.

- Las diferencias a nivel antigénico (diferencias
detectables mediante técnicas serolégicas em-
pleando anticuerpos) tienen un mayor impacto en
la supervivencia que las diferencias a nivel alélico
(detectables tinicamente mediante técnicas de se-
cuenciacién del ADN). Por ello, siempre que sea
posible deberd analizarse la identidad A, B, C,
DRB1, DQB1, antes mencionada, por técnicas de
biologfa molecular.

- Las diferencias alélicas a nivel de A, B, C o DRB1
tienen similar impacto en la supervivencia (reduc-
cién en un 8-12% en la supervivencia a 5 afios). Ello
implica que no existen argumentos para dar prefe-
rencia a un determinado locus cuando deba aceptar-
se un donante con una diferencia HLA.

- La existencia de mds de una diferencia HLA redu-
ce notablemente la probabilidad de supervivencia.

Este intento de localizar al donante “ideal”, si bien
comporta unos mejores resultados, reduce notable-
mente la probabilidad de localizar donante para un
paciente dado; probabilidad que con el ndimero ac-
tual de donantes voluntarios se sittia en alrededor
del 40%'". Con todo, el progresivo conocimiento del
polimorfismo HLA estd evidenciando que, en oca-
siones, minimos cambios a nivel molecular tienen un
mayor impacto en la supervivencia que determina-
das diferencias a nivel antigénico. Por ello en el fu-
turo deberdn definirse las diferencias “aceptables” y
valorarlas de forma individualizada en funcién del
estado de la enfermedad de base, riesgo del pacien-
te y urgencia del trasplante®'?.

Un buen ejemplo de ello lo constituye la incom-
patibilidad a nivel KIR (killer immunoglobulin like re-
ceptors). Los receptores KIR de las células natural ki-
Iler (NK) reconocen determinados grupos de alelos
HLA de clase |. Dicho reconocimiento inhibe las

funciones de la célula NK, mientras que la ausencia
de reconocimiento desencadena la accién citotéxi-
ca de dichas células. Este hecho tiene implicacio-
nes clinicas de gran interés, ya que los pacientes
con una incompatibilidad KIR en direccién injerto
contra huésped que reciben un TPH haploidéntico
por una leucemia mieloide tienen una menor inci-
dencia de rechazos del injerto, de enfermedad in-
jerto contra huésped (EICH), y de recidivas de la
enfermedad.

Diversos grupos han analizado si este efecto se
produce también en los TPH-DNE. Si bien se ha ob-
servado que hasta un 30 % de los TPH-DNE A, B,
DRB1 compatibles presentan una incompatibilidad
a este nivel™, no todos los estudios han podido re-
producir los resultados del grupo de Perugia. Asi
pues, Davies et al’ y Bornhadser et al'®. no eviden-
ciaron ningtin beneficio en las parejas KIR incompa-
tibles, mientras que Giebel et al'” observaron una
mejor supervivencia y supervivencia libre de enfer-
medad (SLE) y una menor mortalidad relacionada
con el procedimiento (por menos fallos de implan-
te y EICH severa), entre los pacientes con incompa-
tibilidad KIR; siendo este efecto maximo entre los
afectados de una leucemia mielobldstica aguda.
Sélo estudios con cohortes mucho méas amplias
permitirdn demostrar si esta incompatibilidad re-
presenta un beneficio en los receptores de un TPH-
DNE; hasta entonces no debe incluirse a la incom-
patibilidad KIR en la estrategia de busqueda del
mejor donante'?.

Otros factores donante-receptor

Si bien el grado de compatibilidad en el sistema
HLA representa el principal factor determinante de
los resultados en el TPH-DNE, la secuenciacion del
genoma humano ha puesto de manifiesto que exis-
ten miles de polimorfismos genéticos que influyen en
el fenotipo inmunoldgico de un individuo y que pue-
den desempefiar un papel en la evolucién del tras-
plante. Se han descrito polimorfismos de los genes
de las citocinas y de otros genes relacionados con la
inmunidad que, de hallarse presentes en el receptor o
en el donante, pueden modificar la evolucién del
TPH'®. Asi pues, determinados polimorfismos de los
genes TNF, IL-10, IL-1, IFN-y y TGF-3, parecen favo-
recer el desarrollo de EICH aguda o crénica, tanto en
los TPH de donante familiar como en los de DNE.
También los antigenos menores de histocompatibili-
dad pueden presentar polimorfismos capaces de in-
fluir en la evolucién del TPH'®. Finalmente, determi-
nados polimorfismos de genes no dependientes del
sistema HLA como MPO, MBL, FcyRII-lll, pueden in-
fluir en los resultados del TPH al incrementar el ries-
go de desarrollar infecciones'® o de determinadas
complicaciones al modificar la metabolizacién de los
farmacos empleados en el TPH, como ocurre con el
genotipo GSTM1 null y el desarrollo de enfermedad
venooclusiva del higado™.



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 313

Evidentemente todos estos hallazgos poco podran
influir en los TPH-DNE ya que son inmodificables en
el paciente y dificilmente se dispondra de suficientes
donantes como para seleccionarlos en base a dichos
polimorfismos, pero si podran servir para modificar
estrategias del TPH con la finalidad de prevenir de-
terminadas complicaciones.

Caracteristicas clinicas del donante

En el supuesto de existir mas de un DNE HLA
compatible, a lo largo de los afios se han estado em-
pleando una serie de criterios para la seleccién del
“mejor” donante. Se intentaba elegir aquel que tu-
viera un mayor volumen corporal, que fuera mas jo-
ven, que fuera isogrupo con el paciente, que tuviera
una serologia negativa frente al citomegalovirus
(CMV) si el paciente también la tenia, y que fuera un
varén si el receptor también lo era o, de tener que
elegir a una mujer, que ésta fuera nulipara; todos
ellos criterios procedentes de observaciones en los
TPH de donante familiar.

Un amplio estudio sobre casi siete mil TPH-DNE
efectuados por el NMDP (National Bone Marrow
Donor Program) evidencié que, si bien estos fac-
tores pueden tener impacto en el desarrollo de de-
terminadas complicaciones, como la EICH, tnica-
mente la edad del donante tenfa impacto directo
sobre la supervivencia, y que este impacto era inde-
pendiente de la edad del receptor, de la enferme-
dad de base, y de la celularidad obtenida?®. Dado
que el impacto de la edad parece correlacionarse
con la incidencia de EICH aguda y crénica, se es-
pecula que este efecto pueda ser consecuencia de
la progresiva inmunizacién del donante a lo largo
de los afos frente a antigenos extrafios, perdiendo
progresivamente la capacidad de tolerancia hacia
el receptor. Por todo ello, hoy en dia, hay autores
que se plantean si no deberfa darse preferencia a
un donante joven aunque presentara alguna dife-
rencia genética con el paciente, frente a un donan-
te de mayor edad aunque éste fuera fenotipica-
mente idéntico'>?".

En el estudio del NMDP antes mencionado, la se-
ropositividad frente a CMV del paciente tuvo un im-
pacto negativo sobre la supervivencia, independien-
temente del estatus seroldgico del donante?. Este
resultado contrasta notablemente con un reciente
andlisis del EBMT que evidencié que los pacientes
seropositivos que recibian progenitores de un do-
nante seronegativo tenian una supervivencia signi-
ficativamente menor, como si el estado inmunita-
rio del donante pudiera conferir un cierto grado de
proteccién frente a la reactivacién del virus??. Este
efecto sélo se objetivé entre los receptores de un
TPH-DNE y no entre los TPH de hermano histo-
compatible. De confirmarse esta observacién de-
berian seleccionarse donantes seropositivos para
los receptores seropositivos.

Régimen de acondicionamiento

Globulina-antitimocitica (ATG)

Son muchos los estudios que muestran que la in-
clusién de ATG en el tratamiento de acondiciona-
miento mejorara la supervivencia de los TPH-DNE a
costa de reducir la mortalidad relacionada con el
trasplante (MRT), debido a una menor incidencia
de fallos de injerto y de EICH, a pesar de una mayor
incidencia de infecciones, recidivas y, ocasionalmen-
te, sindromes linfoproliferativos post-TPH?*2°. Con
su empleo parece que es posible aceptar cierto gra-
do de incompatibilidad donante-receptor ya que se
igualan los resultados con del TPH-DNE HLA-idénti-
co?”3%_ Si bien en la actualidad la mayorfa de auto-
res emplean alguna de las ATG de conejo comercia-
lizadas, no existe unanimidad sobre su posologia y
pauta de administracién y se conoce poco sobre sus
posibles efectos secundarios a largo término®'=2.

Anticuerpos monoclonales (AcMo)

Cada vez son mas frecuentes las comunicaciones
de grupos que emplean algliin AcMo, en especial
alemtuzumab, como forma de prevencién del recha-
zo/EICH durante y/o después tratamiento de acon-
dicionamiento®#3®. En casi todos ellos se observa
una reduccién en la incidencia de las mencionadas
complicaciones pero a costa de un notable incre-
mento en la incidencia de infecciones oportunistas
(en especial por CMV); hecho que debe hacer valo-
rar esta aproximacién con prudencia hasta que no
se disponga del resultado de series mas amplias.

Trasplantes de intensidad reducida (TIR)

La toxicidad de los tratamientos de acondiciona-
miento tradicionales hacia practicamente imposible
su empleo en pacientes de edad avanzada o con dis-
funcidn severa de algtin érgano. Este hecho, junto
con la observacién del efecto antitumoral del injerto
y de la posibilidad de alcanzar un quimerismo com-
pleto del donante empleando tratamientos de acon-
dicionamiento mds inmunosupresores que mieloa-
blativos, propicié el desarrollo de esta modalidad
terapéutica. Después de demostrar su indudable efi-
cacia en los TPH de donante familiar han sido mu-
chos los grupos que han investigado su utilidad en el
TPH-DNE***. A modo de resumen de la bibliogra-
fia aparecida a lo largo de los ultimos afios sobre los
alo-TIR-DNE puede decirse que:

1. Los regimenes de acondicionamiento mds
empleados en ente tipo de TPH consisten en la
asociacién de fludarabina + melfaldn (en neopla-
sia linfoides) o busulfan o treosulfan (en neoplasia
mieloides) = ATG (o un AcMo, en especial alemtu-
zumab) para los TPH de intensidad semirreducida
(mini-TPH) y fludarabina + irradiacién corporal
total (200 cGy) para los TPH de intensidad muy
reducida (micro-TPH).
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2. En la mayorfa de casos se consigue un quime-
rismo completo a las pocas semanas del TPH. Este
implante parece ser mas precoz en los pacientes que
han recibido quimioterapia intensiva o un trasplan-
te previo; probablemente como consecuencia de la
inmunosupresién a largo plazo que comportan di-
chos procedimientos.

3. En el tnico estudio en que se compararon los
progenitores de sangre periférica con los de médula
6sea’? se observé que con los primeros se lograba
un implante y un quimerismo completo mas rapi-
do, asi como un mayor efecto antileucémico y mayor
SLE, probablemente como consecuencia de una ma-
yor incidencia de EICH, en especial crénica. Con
todo, debe recalcarse que esta comparacion se reali-
z6 entre receptores de un micro-TPH no pudiéndo-
se extrapolar estos beneficios de la sangre periférica
a los mini-TPH en los que muchos autores han em-
pleado con éxito progenitores de médula ésea®.

4. Enambos tipos de TIR-DNE, y a pesar de la ma-
yor edad de los pacientes, se observa una menor inci-
dencia de EICH aguda y crénica que en los TPH-DNE
convencionales, probablemente como consecuencia
de la menor lesidn tisular del tratamiento de acondi-
cionamiento, si bien otros factores, como el empleo
de mofetil micofenolato (MMF) para la profilaxis de
la EICH (ver a continuacién), pueden también influir
en estos resultados. La incidencia de EICH es atin
menor entre los pacientes que reciben alemtuzumab
o ATG, si bien ambas medidas aumentan el riesgo
de presentar complicaciones infecciosas?.

5. La MRT es claramente inferior entre los TIR-
DNE, en especial entre los receptores de un micro-
TPH, si bien esta MRT puede variar considerable-
mente en funcién del indice de comorbilidad de
Charlson de cada paciente®.

6. Elresultado de los TIR-DNE en cuanto a SLE se
ve claramente influido por el grado de enfermedad
residual del receptor en el momento del TPH. Este
hecho es especialmente cierto en los micro-TPH que
ofrecen resultados claramente superiores entre los
pacientes en remisién o con una minima enferme-
dad residual.

7. Determinadas enfermedades son mas suscep-
tibles al efecto antitumoral del injerto por lo que
en ellas los resultados esperables son mejores.
Destacan por su sensibilidad el linfoma de Hodg-
kin, los linfomas foliculares, la leucemia linfatica
crénica, los linfomas de células del manto, el car-
cinoma renal, el mieloma multiple y las neoplasias
mieloides.

Fuente de progenitores

A lo largo de los dltimos afios se ha ido generali-
zando el empleo de progenitores hematopoyéticos
de sangre periférica (PHSP) y de SCU (comentados
en otra ponencia de este simposio), para la practica
de TPH-DNE. En la actualidad la mayor parte de los
registros internacionales aceptan que sus donantes

efectien una donacién de PHSP si el centro de tras-
plante asi lo solicita. Ello ha sido asf tras observar
que esta donacién es mucho menos agresiva para el
donante y mds simple para el centro de obtencién,
sin que se hayan observado efectos secundarios a
largo plazo”®.

El empleo de PHSP puede suponer algunos benefi-
cios para el paciente, en especial si es receptor de
un micro-TPH (ver antes). En los receptores de un
TPH-DNE convencional los datos preliminares del
grupo de Seattle muestran una probabilidad de su-
pervivencia del 73 % en pacientes con leucemias lin-
foides y mieloide®, mientras que el anélisis del
NMDP que comparé sangre periférica con medula
dsea mostrd, en el andlisis multivariado, un implan-
te de neutrdfilos y plaquetas mds rapido y una ma-
yor incidencia de EICH aguda y crénica, con similar
supervivencia y SLE*’. Con todo, algunos autores
han comunicado resultados excepcionales con el
empleo de PHSP en el tratamiento de los pacientes
con leucemia mieloide crénica en fase crénica® por
lo que el papel de esta modalidad de TPH-DNE de-
berd ser valorado en series mds amplias.

Dentro de este apartado debe mencionarse el im-
pacto que sobre los resultados del TPH-DNE repre-
senta la celularidad administrada. Diversos estu-
dios han evidenciado que, en los receptores de
progenitores de médula dsea, el hecho de haber re-
cibido una celularidad superior a 3,5 x 108 células
nucleadas/kg de peso del receptor comporta un im-
plante mds rdpido, una menor MRT y una mejor su-
pervivencia y SLE***°. De igual modo la celularidad
de las unidades de SCU tiene un notable impacto
sobre los resultados finales del TPH-SCU®'. Con el
empleo de progenitores de sangre periférica es rela-
tivamente simple administrar inéculos con mayor
celularidad siendo ésta, probablemente, la causa del
la rapida reconstituciéon hemoperiférica e inmune de
este tipo de trasplantes®2.

Profilaxis de la EICH

Ademds del impacto que sobre esta complicacién
pueda representar la inclusién de ATG o AcMo en el
tratamiento de acondicionamiento (ver antes), a lo
largo de los dltimos afos se ha generalizado el em-
pleo, en los TIR-DNE, de un nuevo agente inmuno-
depresor, el MMF, en asociacién con la ciclosporina.
Este puede ser responsable, en parte, de la menor in-
cidencia de EICH observada en estos pacientes®>.
Durante los primeros afios de su empleo se solia ad-
ministrar a la dosis de 15 mg/kg cada 12 h, pero la
observacién de que su vida media era de tan sélo 4 h
ha hecho que diversos grupos lo estén administran-
do cada 8 h. Con esta medida parece haberse facili-
tado el implante sin que haya aumentado la toxici-
dad o se haya modificado la incidencia de EICH3>%,

Ademads del MMF, se estd analizando la efectividad
de otros inmunosupresores como sirolimus, asocia-
do a agentes cldsicos como tacrolimus o metotrexa-
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to®. La asociacién de sirolimus con tacrolimus o ci-
closporina parece tener un efecto sinérgico®®.

A pesar del empleo de diversos métodos de deple-
cién linfoide T (DLT) en el TPH-DNE, ninguno de los
trabajos publicados ha mostrado un claro beneficio
en términos de supervivencia, ya que, si bien se ob-
servaba una menor incidencia de EICH, se producia
una mayor morbimortalidad por fallos de implante
y recidivas®” %%, Por todo ello en el momento actual
no se recomienda el empleo de métodos de DLT en
el TPH-DNE'™.

En resumen, podemos decir que todos estos avan-
ces han hecho que, hoy en dia, el TPH-DNE deba ser
considerado como una opcidn terapéutica de primera
linea entre los pacientes que requieren un TPH alogé-
nico para su curacién, ya que ofrece resultados com-
parables, y en determinadas ocasiones superiores, a
los ofrecidos por los TPH de donante familiar histo-
compatible. La generalizacién de los TIR-DNE permiti-
ra que numerosos pacientes no tributarios de un TPH
convencional por su edad o por comorbilidades aso-
ciada, puedan beneficiarse de un TPH-DNE.
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TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS
EXPANDIDOS IN VITRO
¢APLICABILIDAD CLINICA?

C. HERRERA, J. SANCHEZ Y A. TORRES
Servicio de Hematologia. Hospital Universitario
Reina Sofia. Cérdoba.

Introduccién

El trasplante de progenitores hematopoyéticos
(PH) se ha venido utilizando durante los dltimos
afios como tratamiento de un nimero creciente de
enfermedades que incluyen tanto alteraciones he-
matoldgicas como tumores sélidos, asi como altera-
ciones metabdlicas e inmunodeficiencias primarias.
Aunque histéricamente la médula ésea alogénica
proveniente de hermano antigeno de histocompati-
bilidad (HLA)-idéntico ha sido la fuente preferida de
progenitores, la ausencia de un donante adecuado
en un porcentaje notable de casos ha llevado al em-
pleo de otras fuentes alternativas de PH tanto alogé-
nicos como de origen autélogo. En este sentido, la
sangre de cordén umbilical (SCU) y la sangre perifé-
rica movilizada (SPM) han resultado ser fuentes al-
ternativas de células para trasplante, y son de hecho
ampliamente utilizadas actualmente en la préctica
clinica. Sin embargo, en el caso de la SCU el conteni-
do total de PH disponibles es limitado y generalmen-
te insuficiente para el trasplante de pacientes adul-
tos; en el caso de los progenitores de SPM, algunos
individuos se comportan como “pobres movilizado-
res”, y es muy dificil, cuando no imposible, lograr un
nimero adecuado de PH que garantice el prendi-
miento tras un acondicionamiento mieloablativo. En
estas situaciones, la posibilidad de expandir in vitro
PH emerge como un modo muy atractivo de salvar
el obstdculo de la obtencién de un injerto suficiente,
que, de hecho, limita en muchos casos la aplicabili-
dad del trasplante a determinados pacientes.

En esta revisidn, resumimos brevemente los cono-
cimientos actuales sobre los métodos de expansién
de SCU y SPM a escala experimental incluyendo la
experiencia de nuestra unidad; en segundo lugar,
discutimos los resultados publicados hasta el mo-
mento en el dmbito clinico de trasplante de PH ge-
nerados in vitro, y por dltimo analizamos las posibili-
dades de que, en un futuro no muy lejano, el injerto
expandido se convierta en una fuente alternativa co-
mun en la practica clinica.

Sangre de cordén umbilical

Las observaciones de que las colonias obtenidas a
partir de SCU eran generalmente de gran tamafio y
multifocales, unido a las observaciones de que los PH
fetales tenfan una ventaja en la repoblacién competiti-
va sobre los de origen adulto sugirieron que las stem
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cells de SCU podrian tener una mayor capacidad pro-
liferativa y quizds una mayor capacidad de autorreno-
vacién. Esta hipétesis fue demostrada con el hallazgo
de que las unidades formadoras de colonias granulo-
citicas, eritroides, megacariociticas y monociticas
(CFU-GEMM) de SCU podian ser replantadas 4 o
5 veces manteniéndose la hematopoyesis multilineal a
diferencia de las CFU-GEMM generadas a partir de
PH de adulto que poseen escasa o nula capacidad
de ser replantadas. Estudios posteriores demostraron
que las células CD34+ de SCU eran capaces de gene-
rar varios miles mas de células maduras en cultivo sin
reducir el nimero de CD34+, en contraste con la mé-
dula ésea en la cual las células CD34+ declinan rapi-
damente en cultivo indicando una pérdida de células
primitivas con capacidad de autorrenovacién. Estos
resultados tomados en conjunto indican que los pro-
genitores de SCU poseen una capacidad claramente
incrementada de soportar tanto la produccién de cé-
lulas mds maduras como la autorrenovacién de las
mas primitivas.

Partiendo de estas caracteristicas inicialmente fa-
vorables, de la facilidad de obtencién de muestras
de un tejido que normalmente se desecha, y del
enorme interés clinico que tendria la expansién de
SCU, los estudios sobre esta fuente de PH en par-
ticular han sido exhaustivos. Tras los intentos inicia-
les de expansién en presencia de células estromales’
o en los llamados biorreactores?, los trabajos publi-
cados a partir de la segunda mitad de la década de
1990 fueron capaces de identificar de forma definiti-
va las condiciones de cultivo que permitian la expan-
sién de PH de SCU con mantenimiento de su capa-
cidad hematopoyética®*. El denominador comtin de
estos sistemas de cultivo era la ausencia de células
estromales y el uso de combinaciones de citoquinas
de accién temprana del tipo conocido como early ac-
ting cytokines (EAC), con lo que se observaba una ex-
pansién neta de las Long-term culture iniciating cells (LT-
CIC) en todos los casos.

La definicién de las llamadas Scid Repopulating Cells
(SRC) como las células hematopoyéticas humanas
con capacidad de restauracién de la hematopoyesis
multilineal en ratones NOD/SCID, permitié impor-
tantes avances en la investigacién al tratarse de célu-
las que constituyen una poblacién de progenitores
muy primitivos, que poseen las caracteristicas pro-
pias de las verdaderas stem cells, como son la auto-
rrenovacion y la divisién asimétrica, que son biolégi-
camente distintas de las colony forming cells (CFC) y de
las LTCIC, y que pueden ser cuantificadas mediante
ensayos competitivos de trasplante en el modelo
NOD/SCID. A partir de este momento las investiga-
ciones se han centrado en la posibilidad de expandir
PH de SCU con mantenimiento del contenido de
SRCy, por tanto de la capacidad de mantenimiento
de la hematopoyesis a largo plazo. En este sentido,
un trabajo pionero de Bathia et al® demostré que en
cultivo liquido a corto plazo (4 a 8 dias) libre de es-

tromay en presencia de Flt3-ligando (FL), stem cell fac-
tor (SCF), Interleucina 3 (IL-3) e IL-6, con o sin fac-
tor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) se
expandian notablemente las LTCIC y se producia una
modesta expansién de las SRC. Poco después, Piaci-
bello et al® lograron expandir hasta 70 veces el con-
tenido de SRC de SCU en cultivos mantenidos hasta
10 semanas in vitro en presencia de SCF, FL, IL-6 y fac-
tor de crecimiento megacariocitico (MGDF); este sis-
tema de cultivo proporcionaba simultdneamente
una gran expansién de PH pertenecientes a compar-
timientos mdas maduros de la jerarquia hematopoyé-
tica, y por tanto se trata, en principio, de una infor-
macién esencial para el disefio de protocolos de
expansion de SCU aplicables en el &mbito clinico. En
esta linea de investigacién, estamos en la actualidad
estudiando en nuestro laboratorio la aplicabilidad a
la SCU de la metodologia de expansién que hemos
desarrollado en los dltimos afios para la SPM y que
detallamos mds adelante. Segtin nuestras experien-
cias preliminares, los cultivos liquidos a corto plazo
de SCU con EAC, con o sin IL3 e IL6 producen efec-
tos muy similares a los obtenidos con PH de SPM.

Sangre periférica movilizada

La SPM es la segunda fuente de PH para trasplan-
te que podria tedricamente beneficiarse de la expan-
sién in vitro. Ademads de los casos de los “pobres mo-
vilizadores” en los que no es posible la obtencién de
un injerto adecuado, los injertos expandidos po-
drian tedricamente, en el contexto de trasplante au-
télogo, acortar el tiempo de prendimiento que se
ha demostrado guarda relacién directa con el nu-
mero y estado de maduracién de los progenitores
presentes en el injerto’; una tercera situacién se pro-
duce en el caso de trasplante alogénico no HLA-
idéntico, en el que una megadosis de células proge-
nitoras es capaz de obviar las barreras de las
diferencias en el HLA donante-receptor, facilitando
el prendimiento®. En cualquiera de las situaciones ci-
tadas, la posibilidad de generar in vitro grandes can-
tidades de PH supone una alternativa valiosa.

Sin embargo, se han planteado fundadas dudas
sobre el mantenimiento de los progenitores primiti-
vos tipo LTCIC en los PH expandidos de SPM, y por
tanto, sobre su capacidad hematopoyética a largo
plazo®. Estas dudas se basan en el conocimiento teé-
rico de que la SPM difiere sustancialmente de otras
fuentes de PH tanto cualitativa como cuantitativa-
mente: en primer lugar, las células CD34+ de SPM ya
han sido expuestas a los efectos de los factores de
crecimiento usados para la movilizacién, general-
mente G-CSF, y pueden por tanto haber sufrido ya
una méxima estimulacién que comprometa su po-
tencial de mantenimiento de los progenitores mds in-
maduros en el proceso de expansién; en segundo lu-
gar, la frecuencia de los progenitores con auténticas
caracteristicas de stem cells de tipo SRC es cuantitati-
vamente menor en SPM que en SCU o médula ésea,
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lo que supone un nuevo obstdculo para su necesario
mantenimiento en los cultivos de expansién.
Ademds de estas premisas tedricas que hacen su-
poner especiales dificultades en la expansién de
SPM, otra cuestién importante es la identificacién
de combinaciones de citoquinas especificas que
puedan diferencialmente estimular tanto la autorre-
novacién de los PH primitivos como su diferencia-
cién hacia progenitores comprometidos de linea en
el caso particular de la SPM. En células CD34+ de
médula 6sea, sélo las EAC, tales como trombopoye-
tina (TPO), SCF, FL e IL-3 son capaces de promover
una expansién neta de LTCIC, mientras que la ex-
pansién de CFC requiere la presencia de IL-6 y/o de
G-CSF'. La identificacién de estos efectos diferen-
ciales de las citoquinas en el caso particular de la
SPM es un objetivo importante en orden a estable-
cer el desarrollo de protocolos de expansién a esca-
la clinica, destinados a conseguir tanto el aumento
numérico de progenitores codificados de linea para
acortar la pancitopenia postrasplante como el man-
tenimiento de los progenitores muy primitivos para
el sostenimiento de la hematopoyesis a largo plazo.
En este sentido, en un trabajo recientemente pu-
blicado", hemos investigado los efectos de factores
de crecimiento especificos (TPO, SCF, FL, IL-3 e IL-6)
y sus combinaciones sobre la expansién de células
CD34+, CFC, LTCIC y SRC en cultivos a corto plazo
(6 dias), libres de fuente de suero y libres de estro-
ma, iniciados con células CD34+ purificadas a par-
tir de SPM. Mientras que la accién de las citoquinas
de forma individual producia en estas condiciones
escasa o nula expansién en términos numéricos, las
combinaciones TPO + SCF + FLy TPO + SCF + FL +
IL-3 + IL-6 produjeron un incremento neto en el nd-
mero de células CD34+ de 5,9 £ 1,9y 18,25 £ 4,5
(media + ESM) veces respectivamente. Con objeto
de investigar el cardcter primitivo de las células ex-
pandidas, utilizamos marcaje celular con PKH26 y
separacién celular activada por fluorescencia (FACS)
para separar exclusivamente las células generadas de
novo en los cultivos. Sobre esta poblacién determi-
namos la frecuencia de CFCy LTCIC mediante andli-
sis de dilucién Iimite asi como la presencia de SRC
entre estas células generadas de novo mediante el
andlisis del quimerismo humano multilineal en ra-
tones NOD/SCID trasplantados. En todos estos ex-
perimentos utilizamos exclusivamente células posmi-
téticas, definidas como aquellas que habfan sufrido
al menos una divisién in vitro sobre la base de la per-
dida de fluorescencia debida a PKH26. Tras 6 dfas
de cultivo con TPO + SCF + FL la frecuencia de LT-
CIC entre las células posmitdticas experimentd un
incremento de 12,08 % 3,4 veces mientras que en
los cultivos con TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6 el in-
cremento fue de 4,3 £ 1,6 veces. Por su parte, las
células CD34+ PKH26'*" generadas en los cultivos
con TPO + SCF + FL dieron lugar a quimerismo hu-
mano multilineal (CD34+, CD33+, CD19+) en los

ratones NOD/SCID trasplantados, mientras que no
pudimos detectar injerto humano en los ratones
trasplantados con células provenientes de los culti-
vos en presencia de TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6.
En estos experimentos, los porcentajes de células
CD34+/CD38-, CD34+/CD33-y CD34+/HLA-DR-,
asi como el de células en fases Go/G1, cuantificadas
conjuntamente, del ciclo celular eran similares, sugi-
riendo que el impacto deletéreo de IL-3 + IL-6 sobre
la capacidad de prendimiento no se traducia en
cambios en las caracteristicas fenotipicas ni en el
estatus del ciclo celular de las células trasplantadas.
Como después veremos la situacion de las células en
las fases Go y G; del ciclo consideradas independien-
temente varfan de forma notable segtin la combina-
cién de citoquinas utilizada. La conclusién de este
trabajo fue que las células CD34+ generadas de nue-
vo en cultivos de SPM con TPO + SCF + FL realmen-
te mantenian caracteristicas de stem cells primitivas y
capacidad de prendimiento multilineal, mientras
que la adicién de IL-3 + IL-6 a los cultivos de expan-
sién eliminaba esta capacidad de prendimiento.
Indudablemente, las deficiencias de prendimiento
observadas por nosotros y por otros autores tras la
expansién con ciertas combinaciones de citoquinas
pueden ser debidas a diferenciacién in vitro con pér-
dida concomitante de pluripotencialidad, pero tam-
bién hay que considerar la posible implicacién de
otros factores. La exposicién de stem cells a citoqui-
nas, tanto in vivo con objeto de su movilizacién,
como in vitro con objeto de su expansién induce no-
tables cambios en la expresién de moléculas de ad-
hesiéon (MA) que podrian resultar hipotéticamente
en defectos en la capacidad de anidacién y/o pren-
dimiento. Sin embargo, los mecanismos por los cua-
les los PH anidan no son completamente conocidos,
y en la actualidad la “eficiencia de anidacién” pare-
ce relacionarse no sélo con la expresién de determi-
nadas moléculas de adhesién por las células CD34+,
sino también con la presencia de células accesorias
en el injerto y probablemente con algunos otros fac-
tores. En este sentido, en un estudio reciente'? he-
mos analizado la cinética de expresién de CXCR4 y
las principales MA (CD49d, CD49e, CD11a, CDSS8,
CD54, CD31, CD62L, CD43 y CD44) en PH duran-
te la movilizacién, la seleccién positiva y la expan-
sién in vitro, asi como el papel de esos cambios en la
eficiencia de anidacién en la médula y el bazo de ra-
tones NOD/SCID. La incubacién durante 6 dias de
células CD34+ de SPM con TPO + SCF + FLy con
TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6, producia un incre-
mento significativo similar para ambas combinacio-
nes en el nimero de células que expresaban CD11a,
CD54 y CXCR4 con respecto a niveles basales; la
proporcién de células que expresaban CD62L y
CD31 descendia sélo tras el cultivo con la combina-
cion de las cinco citoquinas, mientras que las res-
tantes MA estudiadas eran expresadas por la mis-
ma proporcién de células antes y después del cultivo
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Figura 1. Andlisis citofluorométrico de la cinética de divisién de células CD34+ de SPM marcadas con PKH26 tras 4 y 6 dias de cultivo

con SCF + FC + TPO +y SCF + FL + TPO + IL3 + IL6.

con cualquiera de las dos combinaciones de citoqui-
nas. La Intensidad de fluorescencia media que se re-
laciona con el nimero de determinantes antigéni-
cos en la superficie celular mostré la misma cinética
para CXCR4 y todas las MA estudiadas: desciende
significativamente con la movilizacién, permanece
sin cambios con la seleccién positiva y muestra un
incremento significativo tras la expansién con cual-
quiera de las dos combinaciones. Respecto a la efi-
cacia de anidacién de las células expandidas con
TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6 y con TPO + SCF + FL
en médula y bazo de ratones NOD/SCID no encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas
con la correspondiente a células no expandidas. Por
tanto, estos resultados demuestran que a pesar de
los cambios ocasionados en la expresién de MA por
la incubacién con diversas citoquinas durante la ex-

pansién la capacidad de anidacién no se modifica,
por lo que las causas de no prendimiento de los in-
jertos expandidos deben buscarse en otros factores
tales como diferenciacién de los progenitores primi-
tivos en células mds maduras o diferencias en el ciclo
celular, como hemos apuntado en estudios prelimi-
nares que comentamos posteriormente.

Algunos autores han propuesto que la frecuencia
de SRC declina en poblaciones celulares posmitéti-
cas que han sufrido mds de tres divisiones celulares
invitro'>. Obviamente es posible que las células culti-
vadas con TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6 dado su
mayor grado de expansién numérica sufran mas di-
visiones que las cultivadas con TPO + SCF + FL, y
que en el caso de las primeras este niimero de divi-
siones sea mayor de tres, lo que podria ser una cau-
sa para la pérdida de SRC. Para testar esta hipdtesis,
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hemos estudiado la cinética de divisién de las células
CD34+ marcadas con PKH26 en ambas situaciones
de cultivo. Con este fin hemos analizado los datos
de marcaje con PKH26 de las células CD34+ en dia
0, dia +4 y dia +6 de cultivo mediante andlisis cito-
fluorométrico con Modfit LT 3.0 Mac Software y el
Proliferation Wizard Model. A partir de la intensidad
de marcaje con PKH26 en dfa 0 previa al inicio del
cultivo, el andlisis del dia +6 en cultivo proporciona
los siguientes parametros: a) indice de proliferacién
que es la suma de las células presentes en todas las
generaciones dividido por el nimero de células de
la generacién parental, y representa una medida del
incremento numérico de células en el cultivo; b) frac-
cién no proliferativa, que es el ndmero de células de
la generacién parental en el momento del andlisis
(dia +6 de cultivo) dividida por las células presentes
precultivo, y representa la proporcién de células que
no han proliferado; ¢) células no divididas, que es en
nimero de células que presentan la misma intensi-
dad de tincién con PKH26 que la generacién paren-
tal; d) frecuencia de precursores es la proporcién
total de células presentes en el cultivo que han ex-
perimentado proliferacién durante el mismo; e) ge-
neracién predominante es aquella a la que pertene-
ce el mayor porcentaje de células, y f) células que
han sufrido menos de tres divisiones que es la suma
de los porcentajes de las células de las generaciones
1,2, 3. La figura 1T muestra un ejemplo representati-
vo de este modelo de andlisis de cinética de divisién.
Los resultados de la aplicacién de este andlisis a las
células CD34+ obtenidas de los cultivos de expan-
sién con TPO + SCF + FLy con TPO + SCF + FL +
IL-3 + IL-6, asi como con cada una de estas citoqui-
nas de manera individual revel los siguientes resul-
tados: las células expandidas con la combinacién de
las cinco citoquinas presentan un indice proliferati-
vo mayor, una fraccién no proliferativa menory un
porcentaje de células no divididas inferior que las ex-
pandidas con tres citoquinas, siendo la frecuencia
de precursores muy similar. La generacién predomi-
nante en las células cultivadas con TPO + SCF +
FL+IL-3 + IL-6 es la quinta, mientras que en las cul-
tivadas con TPO + SCF + FL es la tercera, y los por-
centajes de células que han sufrido tres o menos di-
visiones son de 20 y 43 %, respectivamente (tabla 1).

Tabla 1. Cinética de divisidn en cultivo de células CD34+ de SPM

Estos hallazgos permiten explicar la pérdida de la ca-
pacidad de prendimiento de las células cultivadas
con la combinacién de cinco citoquinas en base a
una disminucién de las SRC debida a un mayor nu-
mero de divisiones celulares.

Para terminar analizamos la situacién de ciclo ce-
lular en que se encontraban las células en las dos
condiciones de cultivo, individualizando aquellas cé-
lulas que permanecieron quiescentes tras la expan-
sién y por tanto se encontraban en fase Gy del ciclo
celular de aquellas que se encontraban en Gy y su-
cesivas fases del ciclo. Para la identificacién de las
diferentes fases del ciclo celular las células fueron te-
fildas con Hoechst 33342 y Pyronina VY, y la adquisi-
cién se realizé en un FACS Vantage con tres capaci-
dades de ldser y luz ultravioleta. La figura 2 muestra
un ejemplo representativo de las diferencias obser-
vadas antes y después de los cultivos de expansién.
Los resultados de este estudio mostraron que mien-
tras que en condiciones basales el 92 % de las células
CD34+ se encontraban en fase Gy, este porcentaje
descendia a 21 % tras 6 dias de expansién con la
combinacién de tres citoquinas y a tan sélo 4% tras
cultivo en presencia de las cinco citoquinas.

En resumen, seglin nuestra experiencia, la expan-
si6n de PH de SPM en presencia exclusivamente de
EAC mantiene las SRC, y por tanto la capacidad
de prendimiento, a la vez que se expanden considera-
blemente la celularidad CD34 + total, las CFCy las
LTCIC. Por el contrario, la adicién de IL-3 e IL-6 -
produce una mayor expansién de células CD34+y
progenitores codificados a costa de pérdida de las
verdaderas stem cells inmaduras capaces de regenerar
la hematopoyesis en el huésped. Esta pérdida de SRC
va ligada al mayor ndimero de divisiones celulares in
vitro y a cambios en la situacién del ciclo celular de
manera que mas del 95% de las células CD34+ post-
expansion se encuentran en ciclo activo. Estos cam-
bios cuestionan seriamente, si no contraindican, el
empleo de IL-3 e IL-6 en protocolos de expansién de
células de SPM con finalidad clinica.

Experiencia clinica con PH generados in vitro
El empleo en clinica de las células hematopoyéticas

cultivadas exvivo ha sido objeto de interés desde hace

varios afios. Tras experiencias preliminares en rato-

CND FNP IP GP <3D
TPO 14,1 + 2,1 0,56 £ 0,06 0,43 £ 0,06 4140,4 3,7+0,4 37,2+88
SCF 134 5,1 0,46 £ 0,1 0,53 +0,1 51+1 440,5 34,6+5,7
FL 63,6 £6,7 0,88 £ 0,02 0,11+ 0,02 1,440,1 240,0 259+3,8
I3 + IL-6 93+28 0,51+ 0,09 0,12 0,01 59+0,5 4,2+0,4 30,7+6,7
3C 1,8+0,7 0,11+ 0,03 0,87 0,03 7,440,9 3,840,3 43+5

5C 0,4+0,2 0,056 + 0,02 0,93 + 0,02 16,4+ 2,5 56+0,5 20,3+3,9

CND: % de células no divididas; FNP: fraccidn no proliferativa; FP: frecuencia de precursores; IP: indice proliferativo; GP: generacidn predominante.

< 3D = % de células que han sufrido menos de 3 divisiones.
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Figura 2. Andlisis citofluorométrico del ciclo celular tras tincién con Hoescht 3342 y Pyrotrina y en tres condiciones: situacién basal
previa al cultivo, dia +6 tras el cultivo con TPO+SCF+FL y dia +6 tras cultivo con TPO+SCF+FL+IL3+IL6.

nes, Dexter et al infundieron por primera vez médula
Osea cultivada ex vivo a 2 pacientes en 1983, y este
mismo grupo utilizé esta aproximacién terapéutica
durante afios en el tratamiento de pacientes con leu-
cemia mielobldstica aguda. Aunque estos primeros
trasplantes no amplificaban de forma intencionada
las células cultivadas, si fueron capaces de demostrar
que el procedimiento podia ser realizado de manera
segura, aunque la recuperacién de la hematopoyesis
en estos pacientes fue bastante retardada.

Silver et al'* fueron los primeros en reinfundir mé-
dula dsea obtenida tras 14 dias en cultivo en perfu-
sién suplementado con IL-3, GM-CSF, EPO y SCF
como adyuvante de autotrasplante en 5 pacientes
afectados de enfermedad de Hodgkin y linfomas no
hodgkinianos. Estos pacientes no presentaron nin-
gun tipo de toxicidad asociada a la infusién, todos
ellos alcanzaron prendimiento mieloide entre los
dias 8 y 15, y plaquetario entre los dias 12y 21.

Miés recientemente, Bender et al'® estudiaron
5 pacientes que recibieron células CD34+ purifica-
das de SPM cultivadas con PIXY 321 durante 12 dias
e infundidas al dia siguiente de la infusién estandar
de células no cultivadas. Estos pacientes no presen-
taron toxicidad alguna y la reconstitucién de la he-
matopoyesis fue comparable a la de autotrasplantes
de sangre periférica convencionales.

Brugger et al'” publicaron los resultados de la rein-
fusidn de células de SPM cultivadas ex vivo con SCF,
IL-1B, IL-3, IL-6 y EPO durante 12 dias como tnica
fuente de soporte hematopoyético en pacientes so-
metidos a quimioterapia a altas dosis no mieloa-
blativa con resultados alentadores. De los 6 pacien-
tes que recibieron exclusivamente células cultivadas,
cinco presentaron criterios de prendimiento, con
una media de dias para alcanzar 500y 1.000 granu-
locitos/l superiores en 3 dias a la correspondiente
a los pacientes que recibieron simultdneamente

células cultivadas y no cultivadas. Tanto en este es-
tudio como en el de Silver et al existia una clara
correlacién entre el nimero de células expandidas
reinfundidas a los pacientes y la velocidad de la re-
cuperacién plaquetaria. Estudios similares que de-
muestran la aplicabilidad clinica del procedimiento
y la ausencia de toxicidad del mismo son abundan-
tes en la literatura médica. Considerados de mane-
ra global, aunque los regimenes de acondicio-
namiento empleados en estos pacientes no fueron
realmente mieloablativos, y aunque no hay datos su-
ficientes para asegurar la durabilidad del injerto, los
resultados preliminares de estos trabajos sostienen
la nocién de que un pequefio ndmero de PH culti-
vados ex vivo bajo ciertas condiciones puede dar lu-
gar a una reconstitucién hematolégica completa.

Tres estudios mas'®2% han ampliado la experiencia
clinica con trasplante de células expandidas in vitro.
Dos de ellos emplearon células de médula dsea en
biorreactores con adicién de EPO, PIXY 321 Y FL,
mientras que el tercero empleé células de SPM cul-
tivadas con SCF, TPO y G-CSF. En todos los casos,
los pacientes mostraron un prendimiento multilineal
relativamente rapido y sostenido durante varios me-
ses de seguimiento.

Por dltimo, varias comunicaciones preliminares y
un estudio fase 1T muy reciente han descrito los re-
sultados clinicos de la expansién de PH de SCU en el
sistema AastromReplicell. En este estudio, 28 pa-
cientes recibieron PH de SCU expandidas mediante
este sistema automdtico de perfusién continua
como complemento de trasplantes convencionales
en el dia +12. La conclusién del estudio es que la
expansién de PH de SCU a escala clinica es posible,
y que la administracién de los progenitores expan-
didos es bien tolerada, si bien el aporte de un nu-
mero suplementario de PH no redujo el tiempo de
prendimiento.
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Tabla 2. Experiencia clinica en trasplante de PH
expandidos in vitro

Referencia  pH expandidos Método de expansidn
Silver et al™ MO IL-3 + GM-CSF + EPO + SCF
Bender et al'® SPM  PIXY 321
Brugger et al'®'” SPM  SCF+IL-1B +IL-3 + IL-6 + epo
Koller et al'® MO EPO + PIXY 321 + FL
Stiff et al®® MO EPO + PIXY 321 + FL
Mc Niece et al? SPM  SCF+TPO + G-CSF
Jaroscak et al?' SCU EPO + PIXY 321 + FL

MO: médula dsea; SPM: sangre periférica movilizada; SCU: sangre de
corddn umbilical.

En la tabla 2 se resume la experiencia clinica en
trasplante de PH expandidos in vitro.

Perspectivas

Considerando de una forma global las posibilida-
des de expansién y diferenciacion ex vivo de las células
hematopoyéticas, es posible suponer una amplia
gama de aplicaciones clinicas en el futuro. Desde el
punto de vista mds bdsico, las células diferenciadas
con compromiso de linea mieloide expandidas ex vivo
podrian ser utilizadas en diversas situaciones frecuen-
tes en la practica clinica oncohematoldégica, que in-
cluyen la pancitopenia posquimioterapia convencio-
nal y la quimioterapia a altas dosis. En el caso del
trasplante tanto autélogo como alogénico, los PH di-
ferenciados expandidos ex vivo podrian reducir igual-
mente el perfodo de pancitopenia postrasplante asf
como evitar recolecciones extensas o largos procesos
de aféresis. En estas situaciones no seria estrictamen-
te necesario expandir auténticas SRC, ya que la ex-
pansién, facilmente conseguible, de progenitores con
compromiso de linea podria ser suficiente. En el caso
de la SCU, la expansién podria llegar a ser la clave
para la generalizacién de este tipo de trasplantes, ac-
tualmente reservado casi totalmente a nifios, al poder
proporcionar suficiente nimero de progenitores para
receptores adultos y posibilitar la creacién de amplios
bancos de este tejido habitualmente desechado.

La posibilidad de controlar la expansién ex vivo
mds alld de la linea mieloide podria tener aplicacio-
nes mds amplias y mds novedosas. La expansién ex
vivo de la linea linfoide podria permitir la “educa-
cién” exvivo de los linfocitos T del donante para con-
seguir una actividad antitumoral especifica, lo que
proporcionaria un importantisimo avance en la in-
munoterapia adoptiva. La expansién simultdnea de
células mieloides y linfoides conseguiria aportar tan-
to soporte hematopoyético como actividad antitu-
moral especifica.

La posibilidad de expandir las auténticas stem cell
pluripotentes con capacidad de autorrenovacién
constituirfa el punto de partida para la generalizacién
de la terapia génica, ya que la divisién de las stem cell
exvivo constituye |a limitacién mas importante para su

transduccién mediada por vectores virales. La posibi-
lidad de regular la divisién de las stem cells in vitro per-
mitirfa incrementar su nivel de transduccién permi-
tiendo dar paso a diversas aplicaciones clinicas de las
stem cells modificadas genéticamente.

Pero la realidad, es que hoy por hoy y a pesar de
los importantes avances en este terreno, no se ha
alcanzado la etapa del uso clinico habitual de las cé-
lulas expandidas in vitro y las series publicadas en la
literatura médica no han demostrado claramente las
ventajas clinicas del trasplante de células expandidas
sobre el trasplante convencional. Siguen quedando
varias cuestiones de vital importancia por resolver:

1. Determinacién del tipo de pacientes que po-
drian beneficiarse de la infusién de un injerto expan-
dido y en qué situaciones: autotrasplante de médula
Osea, alotrasplante, trasplante de SCU en adultos,
trasplantes de SPM o simplemente rescate de la pan-
citopenia posquimioterapia no mieloablativa.

2. Determinacién de la necesidad de expandir
s6lo progenitores codificados tipo CFC, LTCIC o au-
ténticas SRC con caracteristicas de stem cells en cada
una de las posibles situaciones clinicas.

3. Determinacién del método adecuado para co-
nocer con certeza en el contexto clinico el contenido
de células con auténtica capacidad de autorrenova-
cién y repoblacién hematopoyética permanente en
los injertos expandidos.

4. Determinacién de la posibilidad de los injertos
expandidos de prender mas rapidamente que los no
modificados para asf reducir o anular la neutropenia
postrasplante.

5. Determinacién en el caso particular de la SCU,
que de forma conocida prende de manera més lenta,
si la expansién exvivo de PH podria acortar el periodo
de prendimiento o por el contrario lo prolonga.

6. Determinacién de la fisiologfa in vivo postras-
plante de las células T derivadas de injertos expandi-
dosy su papel en la reaccién injerto contra huésped
e injerto contra leucemia en el contexto alogénico.

Aunque todas estas cuestiones estdn pendientes,
los rapidos avances en el conocimiento de la biolo-
gfa celulary molecular de los que estamos siendo
testigos abren la puerta a la consideracién de que la
expansion in vitro a nivel clinico puede ser una reali-
dad no muy lejana, con las ventajas que esto podria
suponer para algunos pacientes que hoy por hoy no
pueden beneficiarse del trasplante de PH.
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PERSPECTIVAS ACTUALES DE LA TERAPEUTICA
ANTITROMBOTICA

COORDINADORES J. VALLES. Falta centro??, Valencia
M. RUANO. Falta centro??, Valencia

Resumen simposio

En las dos ultimas décadas, y fundamentalmente en el entorno del tratamiento de la cardiopatia corona-
ria, ha tenido lugar un espectacular desarrollo de opciones en la farmacologia antitrombética, de eficacia
probada. El proceso expansivo estd lejos de detenerse. En fase de investigacién clinica o de préxima comer-
cializacién aparece una larga lista de farmacos: inhibidores de factor Vlla/factor tisular (TFPI-NAPc2), inhi-
bidores especificos del factor Xa (fondaparinux, idraparinux), inhibidores de los factores Va y Vllla (PCa), in-
hibidores directos de la trombina activos por via oral (ximelagatran), etc.

No obstante la evidencia del beneficio clinico de los formacos en uso (en algunos casos contrastada en las
series mas amplias de pacientes de ensayos clinicos controlados) la plena eficacia estd lejos de conseguirse,
y las complicaciones tromboembdlicas pese a su empleo, siguen teniendo lugar. Los esfuerzos por desarro-
llar nuevos farmacos estan pues, plenamente justificados. Las limitaciones terapéuticas se han hecho parti-
cularmente evidentes entre los farmacos antiplaquetarios. La funcién plaquetaria, cuya extraordinaria com-
plejidad, incrementada por sus relaciones con otras células y sistemas, apenas hemos comenzado a entrever,
dificulta el disefio de firmacos que controlen eficazmente su actividad.

En la primera ponencia, el Dr. Lépez Farré describe uno de estos factores, la interaccién entre la actividad
plaquetaria y el proceso inflamatorio. Como el autor sefiala, aunque ya Virchow, en el siglo xix, consideré a
la ateromatosis como un proceso inflamatorio, no ha sido hasta bien recientemente, con el establecimien-
to del concepto de placa activa, cuando se ha retomado la importancia del papel que la inflamacién tiene
en el desarrollo de la placa y la precipitacién en ella de fendmenos trombéticos. El valor pronéstico de la
proteina C reactiva en el SCA, o la relacién de sus niveles con el beneficio de la aspirina a largo plazo, son
hechos que, desde la clinica, avalan la relacién trombosis-inflamacién. En su ponencia el Dr. Lépez Farré
describe la actividad proinflamatoria de la activacién plaquetaria y, recogiendo resultados de una larga ex-
periencia investigadora propia, el posible papel que un efecto antiinflamatorio de algunos farmacos anti-
plaquetarios puede tener en su eficacia terapéutica.

El Dr. Altman ofrece una visién global, personal y critica de los farmacos antiplaquetarios poniendo de
manifiesto las limitaciones de algunos de los que mas expectativas despertaron, como es el caso de los inhi-
bidores de la glucoproteina IIb/llla. Dedica un apartado especial al controvertido tema de la influencia en el
riesgo trombdtico de los antiinflamatorios no esteroideos por inhibicién de la ciclooxigenasa-2. El ponente,
tras evaluar la informacién disponible, considera que estd justificado seguir investigando el posible papel te-
rapéutico de este tipo de farmacos en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos.

Las limitaciones de los farmacos antiplaquetarios a las que acabamos de aludir han cristalizado para los
empleados por via oral a largo plazo en el concepto de resistencia. El diferente significado con el que se uti-
liza el término y las atin escasas investigaciones al respecto hacen que todavia exista mucha confusién so-
bre el tema. Considerado desde un punto de vista clinico el hecho es que, a pesar de los cécteles antitrom-
béticos que se usan, por ejemplo, en los sindromes coronarios agudos, la proporcién de pacientes que,
escapando a la accién de la combinacién de farmacos muestran persistencia de importante actividad agre-
gante de las plaquetas en el laboratorio, es muy significativa. Ya son varios los estudios clinicos que han pues-
to de manifiesto que los pacientes con resistencia a la aspirina muestran mayor frecuencia de eventos car-
diovasculares. Los datos de laboratorio no pueden por tanto considerarse irrelevantes. Bien al contrario,
tales determinaciones nos servirfan para monitorizar el tratamiento y ponernos en guardia en los casos con
respuesta inadecuada. La trascendencia del problema es inmensa: el nimero de pacientes que reciben el far-
maco en Estados Unidos, sélo en cardioproteccién, alcanza los 26 millones de ciudadanos y la resistencia a
la aspirina se sittia entre un 10 y un 30 %. Lamentablemente las técnicas actuales tienen todavia un grado
de dificultad técnica que dificulta su incorporacién a la préctica asistencial.
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Los Dres. Santos, Vallés y Aznar que han realizado varios estudios sobre la accién de la aspirina en distin-
tas poblaciones de pacientes con patologia aterotrombética, presentan una sintesis sobre los distintos me-
canismos por los que la agregacién plaquetaria puede mantenerse normal, e incluso exacerbada, a pesar del
empleo de aspirina. A pesar de la contrastada eficacia clinica de la aspirina (y quiza de sorprendentemente
elevada entidad), son muchos los pacientes en los que la sintesis de tromboxano no esta suficientemente
inhibida. En otros, persiste la actividad plaquetaria a pesar de estar inhibida la sintesis de tromboxano. En
ocasiones son responsables simples problemas farmacocinéticos, para los que los autores sugieren solucio-
nes. En otros se harfa necesario combinar farmacos cuya accién incide sobre otras vias de activacién pla-
quetaria. Los autores plantean la necesidad de la valoracién individualizada de la accién de los farmacos an-
tiagregantes.

El control de la enfermedad aterotrombética y sus agudizaciones constituye un dificil desafio. La impor-
tante redundancia de los sistemas biolégicos como la coagulacién pueden hacer imposible el control de la
trombogénesis actuando en un solo punto. Hasta qué punto podremos seguir asociando farmacos sin in-

currir en un riesgo hemorrdgico inasumible es la otra cara de la moneda.

PARTICIPACION DE LAS
PLAQUETAS EN LA RESPUESTA
INFLAMATORIA DE LOS
SINDROMES CORONARIOS
AGUDOS

A. LOPEZ FARRE, C. MACAYA, P. JIMENEZ
MATEOS-CACERES Y A. GARCIA-MENDEZ.

Unidad de Investigacion Cardiovascular.
Hospital Clinico San Carlos. Madrid.

Inflamacién y patologia cardiovascular

Posiblemente la idea de la implicacién de la infla-
macién en la génesis y progresién de las patologias
cardiovasculares comienza cuando a finales del si-
glo xix el profesor Rudolf Virchow llamé a la atero-
matosis endarteritis nodosa y la consideré un proce-
so inflamatorio aunque él nunca llego a publicar
estas observaciones. Los pensamientos del profesor
Virchow fueron publicados por el Dr. Rather en
1990. Evidentemente, hoy nadie duda que las pato-
logias cardiovasculares tienen un componente infla-
matorio muy importante.

En los dltimos afios, se han buscado marcadores
inflamatorios facilmente detectables en suero o en
plasma de los pacientes que nos indicardn no sélo el
grado inflamatorio del paciente sino su prondstico de
riesgo cardiovascular. En este sentido, se han identi-
ficado citoquinas, proteinas de adhesién de leucoci-
tos, marcadores trombdticos y fibrinoliticos y asi has-
ta un largo etc. Pero en 1994, el Dr. Attilio Maseri
describié en un articulo publicado en New England
Journal of Medicine el valor pronéstico que podria tener
la proteina C reactiva (PCR) en la evolucién intrahos-
pitalaria de pacientes con angina inestable. En este
articulo, se demostré cémo los pacientes con angina
inestable severa que al ingreso en el hospital tenian

los niveles mds elevados de PCR tenfan una mayor
probabilidad de sufrir un segundo evento coronario
durante su estancia hospitalaria. Estos hallazgos su-
gerfan el valor pronéstico de evolucién clinica que
podria tener la determinacién de un reactante infla-
matorio de fase aguda como es la PCR.

Las observaciones del Dr. Maseri fueron posterior-
mente reafirmados por el Dr. Ridker demostrando
en sujetos aparentemente sanos que aquellos pa-
cientes que se encontraban en el cuartil superior de
niveles de PCR, es decir tenfa niveles mas elevados
de PCR, mostraban un riesgo relativo de infarto de
miocardio. Esto apoya una vez mas la importancia
que tiene la inflamacién en el pronéstico clinico.

La manifestacién extrema de la importancia de la
inflamacién en las patologfas cardiovasculares quiza
sean las observaciones inmunobhistolégicas de pla-
cas de ateroma rotas en donde se observa en la zona
de la fisura de la placa el trombo justo con una gran
infiltracién de células proinflamatorias particular-
mente macréfagos y linfocitos. Esto sugeriria una es-
trecha relacién entre la trombosis y la inflamacién.

Trombosis e inflamacién

En los dltimos afios se ha comenzado a analizar
que relacién tiene la trombosis con la inflamacién
asociada al sindrome coronario agudo. Como ya he-
mos referido, en muestras histoldgicas se observa de
forma sistemadtica que los lugares de rotura de la
placa ateromatosa, donde se produce la formacién
del trombo plaquetario, existe una acumulacién
grande de células de origen inflamatorio (monoci-
tos, macréfagos e incluso linfocitos). Estudios pos-
teriores han demostrado que las plaquetas activadas
estimulan la capacidad inflamatoria de los leucoci-
tos mediante la potenciacién de la liberacién de es-
pecies reactivas de oxigeno, como el ion superéxido,
por parte de los leucocitos. A través de la P-selectina
expresada en la superficie de las plaquetas activadas
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estas células interaccionan con los leucocitos circu-
lantes potenciando la liberacién de ion superéxido.

La plaqueta es una célula compleja y todavia no
muy bien conocida. Hasta hace no muchos afios se
consideraba que la plaqueta era una célula que ge-
neraba algunos factores potenciadores de su propia
activacién como la histamina, adenosin difosfato,
tromboxano A; o dcido araquiddnico, o bien alma-
cenaba en su interior factores relacionados con el
crecimiento celular como es el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas. No obstante, la plaqueta
contiene también factores relacionados de forma di-
recta con la inflamacién como es la interleuquina, la
quimoquina RANTES, la gelatinasa B (MMP-9) o el
ligando del CD40 (CD40L). Por lo tanto, la plaque-
ta se podria considerar una célula que tiene una ac-
tividad proinflamatoria propia desde el punto de
vista de que contiene agentes en su interior relacio-
nados con la inflamacién.

La pregunta que surge entonces es scémo se puede
definir el papel real de la plaqueta en la reaccién in-
flamatoria? Para analizar este fenémeno se pueden
seguir diferentes aproximaciones pero quiza lo mejor
sea analizar qué ocurre en la reaccién inflamatoria de
los sindromes coronarios agudos si somos capaces de
reducir la activacién de las plaquetas.

La formacién del trombo plaquetario depende de
la unién de diferentes plaquetas cuyo puente inter-
plaquetario es el fibrinégeno.

El fenémeno comun que ocurre en la activacién de
las plaquetas, sea cual fuere el agente inductor de la
misma, es la activacién de los receptores del fibri-
négeno, las glucoproteinas Ilb/Illa (GP IIb/llla).
Como resultado de la activacién de las plaquetas,
se unen moléculas de fibrinégeno diméricas a los
receptores GP IIb/Illa activados de la superficie
plaquetaria y de esta forma se unen entre si dos
plaquetas, que después interaccionardn con mas
plaquetas por medio de un efecto de “bola de nie-
ve” produciéndose un agregado plaquetario.

Existen diferentes trabajos en la literatura médica
que han atribuido efectos adicionales a la inacti-
vacién plaquetaria por la inhibicién del receptor
GP IIb/lIlla. Existen diferentes firmacos capaces de
inhibir los receptores GP IIb/Illa. Uno de estos far-
macos es el abciximab que es un anticuerpo quimé-
rico. Se ha observado que el abciximab puede tener
efectos antiinflamatorios. En este sentido, se ha ob-
servado que abciximab puede interaccionar con la
integrina Mac-1 expresada en el leucocito activado.
Esto implicaria que abciximab podria interferir con
el reclutamiento de monocitos al sitio de la pared
vascular dafiado e inflamado. También se ha obser-
vado que el abciximab reduce el nlimero de plaque-
tas adheridas a los leucocitos y que reduce al nivel
circulante de biomarcadores asociados a la respues-
ta inflamatoria en pacientes tras revascularizacién
coronaria. Todos estos hallazgos se han atribuido a
que el abciximab al ser un anticuerpo quimérico es

capaz de reconocer otras proteinas como seria el
caso del Mac-1 o la vitronectina, lo que le conferia
esta capacidad antiinflamatoria ademds de inhibir la
activacion de las plaquetas.

Por tanto, las observaciones realizadas mediante
la reduccién de la activacién plaquetaria por la ad-
ministracion de abciximab genera la duda de si sus
efectos antiinflamatorios son realmente debidos a la
inhibicién del receptor GP lIb/llla plaquetario, y por
tanto la posible relacién de las de las plaquetas
sobre la reaccién inflamatoria, o se debe a la inte-
raccién con otras moléculas como vitronectina o
Mac-1. Con esta pregunta sin responder, nuestro
grupo de investigacion analizé si otra molécula inhi-
bidora de los receptores GP lIb/llla, el tirofibdn, que
en este caso es un compuesto no peptidico que en
teorfa sélo interaccionarfa con el receptor GP IIb/llla
podria también modificar la respuesta inflamatoria.
Para ello se realizé un estudio en cobayas en las que
se les infundié endotelina-1 en presencia o ausencia
de tirofibdn determindndose el nivel de expresién de
diferentes marcadores inflamatorios en el miocardio
y en los leucocitos circulantes.

La endotelina-1 es un péptido de origen endotelial
que ademas de su reconocida capacidad vasocons-
trictora tiene actividad proinflamatoria y activa las pla-
quetas. El modelo de infusién de endotelina-1 en co-
baya se asemejaria por tanto a fenémenos que
ocurren durante una angina inestable. En este estudio
observamos que en cobayas trombocitopénicas la ca-
pacidad de la endotelina-1 de inducir la expresién de
moléculas asociadas con la respuesta inflamatoria en
el miocardio como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), esta-
ba disminuida. La infusién de tirofibdn redujo tam-
bién la expresiéon de COX-2 y factor tisular inducido
por endotelina-1 no sélo en el miocardio sino también
en los leucocitos circulantes. Una observacién intere-
sante del estudio fue la que infusién de tirofiban re-
dujo la translocacién a nucleos aislados de muestras
de miocardio del factor de trascripcién Sp-1. Esto su-
geriria que la inhibicién de la activacién plaquetaria
podria reducir la activacién de la expresién de genes
asociados con la respuesta inflamatoria a través de la
inhibicién de la activacién de factores de transcripcién
como el Sp-1. Recientemente, Gaway et al también
han demostrado que las plaquetas activadas favore-
cen la expresién de moléculas de adhesién relaciona-
das con la respuesta inflamatoria en células endotelia-
les en cultivo activando la translocacién al nucleo del
endotelio del factor nuclear kB. En definitiva, todos
estos hallazgos sugeriran que las plaquetas participan
en la respuesta inflamatoria de forma directa actuan-
do al menos como células potenciadoras de la misma.

La pregunta que evidentemente surge es si el gra-
do inflamatorio del paciente puede predecir en par-
te su futuro prondstico clinico evolutivo, la inhibi-
cién de la actividad plaquetaria puede entonces
variar a largo plazo el pronéstico clinico de los pa-
cientes. Realmente no existen datos sobre esta pre-
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gunta en la literatura especializada. No obstante, el
afio pasado se publicé un trabajo cuya conclusién
principal fue que si se logra una inhibicién de la ac-
tivacién plaquetaria mayor o igual al 80 % se redu-
cen los niveles circulantes de marcadores asociados
con la inflamacién como es el CD40L, pero sin em-
bargo, si la inhibicién de las plaquetas es parcial en
torno al 20-50% lo que se consigue es el efecto
opuesto una potenciacidn de la formacién de estos
marcadores proinflamatorios. Esto abre el tema de
si deberiamos controlar de forma individualizada el
grado de inhibicién plaquetaria que alcanzamos con
los tratamientos estandarizados en nuestros pacien-
tes. En este sentido, se comienza a conocer la exis-
tencia de polimorfismo de proteinas expresadas en
la superficie plaquetaria incluidos de los receptores
GP lIb/llla que nos sugeria que no todos los pacien-
tes se van a beneficiar de igual forma por los trata-
mientos antiplaquetarios estandarizados. De hecho,
algunos de estos polimorfismos se han asociado con
una mayor activacién de las plaquetas.

¢Cudl es el futuro de la investigacién
de la relacién trombosis-inflamacién?

Hay nuevos conceptos que seguramente marcardn
los hallazgos cientificos de los préximos afios no
sélo de la investigacién de las enfermedades cardio-
vasculares sino probablemente de la ciencia en ge-
neral. Uno de estos conceptos son las nuevas tecno-
logias que estdn a nuestro alcance como es el caso
de la proteémica.

Las proteinas estan envueltas en todas las funciones
celulares, controlan cualquier mecanismo que ocurre
en el interior celulary son modificadas en diferentes
patologias, por tanto, el proteoma dicta el fenotipo
de la célula 'y su funcionalidad asi como la funciona-
lidad del tejido en el cual la célula esta comprometi-
da. Ademas, el fenotipo puede variar en condiciones
normales, tnicamente por el estado de crecimiento
de la célula o la edad, ademés de evidentemente va-
riar por la intervencidn en respuesta a los estimulos
que aparecen durante enfermedades crénicas o agu-
das. El proteoma por tanto es un elemento dindmico
que refleja las condiciones a las que estd sometida
una célula, a diferencia del genoma que es un ele-
mento estatico de la célula. La proteémica es el estu-
dio del proteoma, o lo que es lo mismo el contenido
total de proteinas de una célula que se expresan en un
momento dado y no sélo aquellas que aparecen en
la célula mediante la expresién de un gen, sino tam-
bién todas aquellas generadas por modificaciones
postraduccionales (glucosilaciones, fosforilaciones,
acetilaciones, etc.) en el proceso postransducional.

Aunque se pueden utilizar muchas técnicas para
deteccidén de las proteinas de una célula, bésica-
mente el estudio mediante la técnica de proteémica
consiste en la separacién previa de las proteinas,
identificacién de las mismas, y caracterizacién de la
naturaleza y posicién de sus modificaciones. Para

ello, en primer lugar, se utiliza una doble electrofo-
resis. La primera en un gel de poliacrilamida que
contiene un gradiente de pH con el cual se puede de-
terminar el punto isoeléctrico de las diferentes pro-
tefnas. La segunda separacién se hace mediante un
gel que nos permite identificar las proteinas en fun-
cién de su peso molecular. Después de la realizacién
de la electroforesis bidimensional se pueden detec-
tar los puntos de las diferentes proteinas tinéndolas.

Este punto especifico para cada proteina estara
por lo tanto basado en una coordenada definida
por el punto isoeléctrico de la proteina y por su peso
molecular, lo que constituye una propiedad tinica de
cada proteina definiendo asi el mapa de expresién
proteica de una célula, un tejido, o incluso del plas-
ma de un sujeto en un momento definido. Se puede
por ejemplo incluso comparar el mapa de expresién
proteica de las plaquetas de un paciente antes y des-
pués de un tratamiento por ejemplo la inhibicién de
sus receptores GP IIb/llla, o como afecta la inhibi-
cién plaquetaria en los niveles de marcadores infla-
matorios plaquetarios de un paciente.

En el momento actual, se estd comenzando a utili-
zar esta tecnologfa en el estudio de las enfermedades
cardiovasculares y probablemente, en un futuro in-
mediato, podamos determinar, basdndonos en el
mapa de expresion proteica las plaquetas de un indi-
viduo, el tipo de tratamiento que debemos seguiry el
grado de inhibicién de la actividad plaquetaria que
podemos alcanzar. En este sentido, nosotros hemos
descrito recientemente, utilizando la protedmica,
como en el plasma obtenido de pacientes durante un
sindrome coronario agudo se reduce, incluso desapa-
rece, la presencia de algunas isoformas de moléculas
relacionadas con la respuesta inflamatoria como es el
caso de la alfa-1 antitripsina y, sin embargo, otras iso-
formas de esta proteina aumentan su expresién en los
pacientes con angina inestable respecto al plasma de
pacientes en la fase aguda de un infarto agudo de
miocardio. Esto sugeriria que la mayor o menor ex-
presién de algunas isoformas de alfa-1 antitripsina
podrian estar involucradas con la manifestacién clini-
ca del sindrome coronario, angina inestable frente a
infarto agudo de miocardio ya que la alfa-1 antitripsi-
na, ademds de ser un marcador inflamatorio, existen
datos en la literatura que la implican biolégicamente
en la proteccién miocdrdica. Si la mayor o menor ac-
tivacién de las plaquetas puede modificar la expresion
de diferentes isoformas de marcadores inflamatorios
y que relevancia clinica tiene este hecho es algo que
queda por responder pero seguro marcard el curso fu-
turo de la investigacién en este campo.
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Introduccién

El trombo se forma sobre la placa aterosclerdtica,
como consecuencia de la fractura del hombro del
ateroma, o secundario a erosiones endoteliales de la
misma o a modificaciones hemorreoldgicas produci-
das en la cara distal de la placa y determina oclusio-
nes parciales o totales de la luz coronaria®?. Quisié-
ramos puntualizar desde ya, que la terminologia que
trata de definir una situacién aguda por la oclusién
coronaria, llamada aterotrombosis crea un concep-
to fisiopatoldgico y terapéutico tardio. Sostenemos
que la base fisiopatoldgica de la formacién del
trombo es la ateroinflamacién una etapa mas tem-
prana en la secuencia trombética. Ello no es un con-
cepto menor, ya que modifica la idea tradicional de

los sindromes trombdticos, no porque no fueran
necesarios los medicamentos antitrombéticos (anti-
agregantes y/o anticoagulantes) sino porque permi-
te intuir que la terapéutica en una etapa mdas tem-
prana permitiria una prevencién mas adecuada de
los arteriales trombdticos. La terapéutica con anti-
plaquetarios pretende inhibir el mecanismo fisiolé-
gico de la relacién de las plaquetas con el endotelio
arterial. Pero ello se consigue parcialmente ya que si
bien se ha logrado disminuir la incidencia de la pa-
tologia trombdtica, ella es alin suficientemente ele-
vada como para constituirse en la primera causa de
morbimortalidad en el mundo.

¢Como deberiamos frenar el proceso trombdtico
arterial? Basados en las caracteristicas de las trom-
bosis, donde segtin las condiciones del flujo, se com-
binan en diferentes grados las plaquetas y la fibrina,
el empleo de antiagregantes plaquetarios y anticoa-
gulantes parece ser la terapéutica mas racional. Pero
trataremos de exponer nuestra visién acerca del por-
qué existen fallas en la prevencién de la trombosis.

La aspirina es aceptada como el tratamiento de
eleccion frente a un sindrome coronario agudo asf
como también para la prevencién secundaria de las
coronariopatfas trombdticas.

Los nuevos compuestos antiplaquetarios incluyen
los farmacos que bloquean la accién de la adenosi-
na difosfato (ADP), los inhibidores de la fosfodies-
terasa, los que bloquean los receptores plaquetarios
llamados globalmente integrinas y otras muchas que
se han empleado experimentalmente pero que no es-
tan aun disponibles para la terapéutica.

El objetivo de esta presentacion es discutir los ha-
llazgos clinicos por el empleo de estas medicaciones
y tratar de explicar por qué, a pesar del uso de pode-
rosos tratamientos, las complicaciones trombéticas
coronarias son, como dijéramos, atin muy elevadas.

Aspirina

La aspirina es el “patrén oro” entre los farmacos
que inhiben la funcién plaquetaria, con la que de-
ben compararse todas los nuevos antiplaquetarios
que van apareciendo en el mercado farmacéutico.

La aspirina acetila la ciclooxigenasa 1 (COX-1,
prostaglandina G/H sintetasa), en forma irreversi-
ble. A pesar que la inhibicién de la COX-1 por la as-
pirina produce una caida de mds del 95 % tanto del
tromboxano A; (TXA;) como de la prostaciclina
(PGly), el resultado final clinico indicado por los di-
versos metaandlisis es una reduccién del 25% de los
accidentes cardiovasculares. Este efecto beneficio po-
dria estar determinado simplemente por su accién
antiplaquetaria o, ademds, por los efectos pleio-
trépicos de la aspirina.

Una nueva posibilidad terapéutica se abre a través
de la inhibicién de la lipooxigenasa: la 5-lipooxigenasa
de los leucocitos cataliza la formacién de los leucotrie-
nos, que tienen abundante expresién en la pared arte-
rial en pacientes con lesiones aterosclerdticas®*.

|u
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La COX-1 o constitutiva esta presente en la mayo-
rfa de los tejidos y en las plaquetas, y participa en la
sintesis de las prostaglandinas y, de esta manera, en
la interrelacién de la célula endotelial y las plaquetas.
Existe una segunda enzima dentro de este grupo, la
COX-2 o inducible, cuya composicién en sus amino-
acidos corresponden al 62 % de la isoenzima tipo 1,
se expresa sélo después de la activacién celular en
respuesta a la accién de factores de crecimiento, o de
mediadores de la inflamacién. Las diversas drogas
antiinflamatorias no esteroideas, poseen diferentes
efectos inhibitorios sobre las dos isoenzimas de la
COX. La aspirina es especialmente inhibidora de la
COX-1, y sélo en dosis mayores tendria efecto sobre
la COX-2. La COX-2 tiene expresidn en los leucocitos,
en las células del endotelio vasculary en los macréfa-
gos que infiltran la placa aterosclerdtica®. La COX-2
puede ser detectada en dreas aterosclerdticas pero
no en la pared de vasos normales®.

Las drogas que inhiben la COX-2 disminuyen la
generacién de prostaciclina, pero no la de trombo-
xano Ay. Entonces, la pérdida del balance por la in-
hibicién en la produccién de prostaciclina vasculary
la falta de efecto sobre el tromboxano conlleva a un
aumento en la activacién de las plaquetas que, po-
tencialmente inclina la hemostasia hacia un estado
protrombdtico (fig. 1).

Estudios con aspirina

Prevencion primaria del infarto de miocardio
Aln cuando pudo constatarse una tendencia fa-
vorable por el uso de la aspirina en la prevencién pri-

maria de sucesos cardiovasculares, la posibilidad de
accidentes cerebrovasculares y digestivas no aconse-
jan su utilizacién en personas sin antecedentes car-
diovasculares”® aunque esta posicién no es de indis-
cutida aceptacién®'?. Para ello hay que tener en
cuenta 2 estudios publicados hace unos afios'"'?.
El uso de la aspirina frente a la presencia de facto-
res de riesgo en pacientes sin antecedentes coronarios,
esta avalado por los resultados de varios estudios'®'.

Prevencion secundaria del infarto de miocardio (IAM)

A pesar de las claras evidencias del beneficio de
la aspirina en la prevencién secundaria de los ac-
cidentes cardiovasculares trombdticos'®, su uso
permanece atin muy por debajo de los niveles 6p-
timos. En un reciente y amplio anlisis'® sobre 287 es-
tudios publicados hasta 1997, que comprendieron
135.000 pacientes, se compararon terapéuticas con
diversos antiplaquetarios frente a controles. En con-
junto, los antiplaquetarios disminuyeron en un 25%
el infarto de miocardio no fatal, los accidentes cere-
brovasculares no fatales y mortalidad vascular. La as-
pirina fue la mas estudiada. El registro GRACE'” tam-
bién muestra el beneficio de la aspirina.

El mecanismo por el cual la aspirina previene los
eventos isquémicos arteriales, esta centrada en la in-
hibicién en la formacién del tromboxano A;, pero
como es un antiagregante, relativamente débil'®, es
probable que sus otras multiples actividades (efecto
pleiotrépico)' pudieran ser tan o mas importante
que su accién sobre las plaquetas.

Las investigaciones en la prevencién de los acci-
dentes vasculares arteriales oclusivos se centralizan
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Figura 2. Los factores de riesgo lesionan el endotelio vascular
determinando un proceso inflamatorio local. La inflamacién
participa en las alteraciones del endotelio arterial produciendo
aumento de las citoquinas y marcadores inflamatorios. Se
produce entonces, la activacién de las plaquetas y del sistema
de coagulacién los cuales, junto a la disminucién de la actividad
fibrinolitica determina, localmente, el proceso trombético.

en la bisqueda de nuevos y mas potentes inhibido-
res de la funcién plaquetaria.

Tienopiridinas

La ticlopidina y el clopidogrel son los dos com-
puestos tienopirimidicos disponibles en el mercado
farmacéutico. Ambos son, principalmente, inhibido-
res de la agregacién plaquetaria inducida por el
ADP. Los dos receptores para el ADP, P2Y;y P2Y;;
actlan a través de una via comun para inducir la
agregacion plaquetaria a través de los receptores
plaquetarios las glucoproteinas IIb-1lla (integrina
allbB3). Tanto la ticlopidina como el clopidogrel

Tabla 1. Puntos finales (%) a los 9 meses promedio
en pacientes con sindromes coronarios agudos tratados
con aspirina frente a clopidogrel + aspirina

Aspirina +

Puntos finales Aspirina clopidogrel RAR NNT
Muerte cardiovascular 54% 5,06% 0,34 294
Infarto de miocardio 6,68% 5,19% 1,49 67,1
Accidente cerebrovascular  1,4% 1,2% 0,2 500

isquémico

Todos en conjunto 11,4% 9,3% 2,1 47.6
Muerte CV + IM + 19,0% 16,7% 2,3 42,5

revascularizacién

RAR: reduccion absoluta del riesgo; NNT: niimero de pacientes necesarios
tratar para obtener un beneficio.

son inactivos in vitro y requieren la accién hepdtica
para que se transformen en un metabolito activo.
Con repetidas dosis recomendadas de 75 mg la ma-
xima inhibicién de la agregacién plaquetaria inducida
por el ADP se obtiene entre 3-5 dias. Puede lograrse
un efecto mds temprano, entre 4 y 6 h, cuando se ad-
ministra una mayor dosis, 300 a 600 mg®.

Estudios con las tienopiridinas

En el estudio TASS?' se utilizé |a ticlopidina en la
prevencién del accidente cerebrovascular isquémico
compardndola con la aspirina. Se observé una re-
duccién del stroke y mortalidad estadisticamente
significativa (p = 0,024) del 21 % a favor de la ticlo-
pidina con un reduccién absoluta del riesgo de 3 pa-
cientes cada 100 tratados (NNT 33). Los estudios
CAPRIE?? y CURE?? valoraron el efecto del clopido-
grel en la prevencién de los sindromes coronarios
agudos. En el estudio CAPRIE, los puntos finales
fueron el accidente isquémico cerebral, infarto de
miocardio o muerte vascular. Con un seguimiento
promedio de 1,91 afios el grupo de pacientes trata-
dos con clopidogrel tuvieron un 5,32 % de acciden-
tes cerebrovasculares isquémicos, infarto de miocar-
dio y muerte vascular comparados con 5,83 % en el
grupo con aspirina, lo que constituye una reduccién
muy pobre del riesgo (8,7 %) y una significacion es-
tadistica limite (p = 0,043). EI NNT es de 196 (pre-
vencién de un evento cada 196 pacientes) y un gasto
adicional elevado.

De los 3 subgrupos de ingreso, los pacientes con
historia de enfermedad vascular periférica respon-
dieron mejor que los otros grupos al clopidogrel
Contrariamente a los esperado, el grupo ingresado
con historia de infarto de miocardio reciente res-
pondieron ligeramente mejor a la aspirina (5,03 %
para los pacientes con clopidogrel y 4,84 % para los
pacientes con aspirina). En los pacientes con ante-
cedentes de accidentes vasculocerebrales isqué-
micos se obtuvo una reduccién no significativa del
riesgo de 7,3 % a favor del clopidogrel (NNT 178 pa-
cientes), resultado que difiere a lo obtenido con la
ticlopidina en el estudio TASS?'. Ringleb et al** rea-
lizaron un andlisis multivariado de los pacientes de
alto riesgo incluidos en el CAPRIE. Este subestudio
del CAPRIE muestra que el beneficio del clopidogrel
en relacién con la aspirina es mayor en los pacien-
tes con alto riesgo por lo que su administracién de-
beria realizarse selectivamente.

El estudio CURE? evalué muerte vascular, IAM no
fatal y accidente cerebrovasculares en pacientes con
angina inestable o infarto no Q, que fueron medi-
cados con clopidogrel (300 primer dia seguidos de
75 mg/dia) + aspirina y comparado con aspirina
sola (75 a 325 mg/dia) administrados durante un
promedio de 9 meses. La reduccién absoluta del
riesgo fue de 2,1 eventos/afio por cada 100 pacien-
tes tratados (NNT 47.6) (tabla 1) pero con un au-
mento en los accidentes hemorrdgicos mayores y
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menores (tabla 2) lo que, en conjunto con su coste,
pone en duda el beneficio de clopidogrel en esta pa-
tologfa. Un subestudio del CURE indica que dosis
mayores de aspirina de 100 mg/dia, aumenta el ries-
go hemorragico.

Recientemente, el estudio MATCH?®, en una po-
blacién de pacientes que sufrieron un TIA o acci-
dente cerebrovascular isquémico en los ultimos
3 meses mas el antecedente dentro de los tres ulti-
mos afios de accidente cerebrovascular isquémico o
infarto de miocardio estable o inestable o angina de
pecho, diabetes o enfermedad arterial periférica sin-
tomadtica, fueron aleatorizados para recibir as-
pirina + clopidogrel 75 mg/dia o placebo més clo-
pidogrel 75 mg/dia, durante 18 meses. Los puntos
finales primarios eran el conjunto de infarto de mio-
cardio, accidente cerebrovascular isquémico, muer-
te vascular o rehospitalizacién por un accidente is-
quémico agudo, durante el periodo de 18 meses.
Los resultados muestran que el agregado de aspiri-
na al clopidogrel no le adiciona ningtin beneficio al
uso de clopidogrel solo pero compromete la evolu-
cién por hemorragias con riesgo de vida, especial-
mente hemorragias intracraneales y gastrointesti-
nales®® (tabla 3).

Antagonistas de las glucoproteinas llb/llla
(integrina allb33)

Las glucoproteinas de la membrana plaquetaria o
integrinas, (a2B1, a5B1, a6B1, allbB3, avP3) cons-
tituyen los sitios de unién de las proteinas adhesivas
y es la etapa final de la agregacién plaquetaria. Es-
timulos (agonistas) como la trombina, el ADP, el
acido araquidénico, la adrenalina, el factor activan-
te de las plaquetas, etc., activan las integrinas y lue-
go el fibrinégeno se acopla a las mismas consti-
tuyendo el puente de unién entre las plaquetas
iniciando la agregacién plaquetaria.

Las glucoproteinas IIb-llla (integrina allbB3) es-
tan entre las primeras integrinas identificadas y puri-
ficadas. El 80 % de las GP llb/Illa estan expuestos en
la superficie de la plaqueta y el restante 20 % estd en
el sistema canalicular abierto y en los granulos o de
la plaqueta y se expondrdn en el momento de la ac-
tivacién plaquetaria.

Estudios con los antagonistas
de las glucoproteinas lib/llla

Los antagonistas de las glucoproteinas IIb/llla en
pacientes con diagndstico de sindrome coronario
agudo sin elevacién del segmento ST?/" mostraron
que los puntos finales tendieron a ser reducidos por
el tratamiento a corto plazo, beneficio que no se
mantuvo en el tiempo aunque con diferencias entre
los distintos farmacos o un discutible beneficio re-
gional que tomado en conjunto fue marginal® o
como en el estudio GUSTO V3" donde se utilizé el
abciximab no hubieron diferencias entre el grupo
tratado y el placebo tanto a corto como después de

Tabla 2. Complicaciones hemorragicas (%) a los 9 meses
promedio en pacientes tratados con aspirina comparado
con el grupo de clopidogrel + aspirina

Aspirina +

Puntos finales Aspirina clopidogrel RAR NND
Hemorragias mayores 2,7% 3,7% 1,0 100
Hemorragias con 1,8% 2,2% 0,4 250

compromiso de vida

Hemorragias menores 2,4% 51% 2,7 37
Transfusiones 2,2% 28% 0,6 167
Hemorragias totales 51% 8,8% 3,7 27

RAR: reduccion absoluta del riesgo; NND: niimero de pacientes necesarios
para dafar.

Tabla 3. Estudio MATCH. Comparacién entre
clopidogrel frente a clopidogrel + aspirina. El agregado
de aspirina al clopidogrel no aumenta su eficacia

Clopidogrel  Clopidogrel + aspirina
Eventos 3802 3797

596 (15,7%)

339 (8,9%)

201 (5,3%)
96 (2,9%)

Puntos finales primarios 636 (16,7 %)
ACV totales 347 (9,1%)
Muerte 201 (5,3%)
Hemorragias 49 (1,3%)
con compromiso

de vida

ACV: accidente cerebrovascular.

un afio de seguimiento®?, independiente del nivel de
gravedad indicado por los niveles de troponina.
Adicionalmente en subgrupos de pacientes con tro-
ponina baja o proteina C reactiva elevada, el uso
de abciximab estuvo asociada con un exceso de
mortalidad®?.

En un registro realizado con hospitales de Nueva
York®® se encontré que el tratamiento con inhibi-
dores de las GP lIb/llla estuvo asociado con un in-
cremento del 57 % en el riesgo de eventos corona-
rios adversos (MACE, Mayor Adverse Coronary
Events) en 10.847 pacientes sometidos a angioplas-
tia coronaria.

En resumen los estudios, PRISM PLUS, y PURSUIT
mostraron una reduccién significativa de los puntos
finales primarios a los 30 dfas y que en los otros es-
tudios; PRISM, PARAGON A, PARAGON B, y en el
GUSTO IV no hubo diferencia significativa.

Con un total de 31.402 pacientes en conjunto en
todos los estudios, a los 30 dias hubieron 10,8 % de
muertes o infarto de miocardio en el grupo tratado
con aspirina + inhibidor lIb/llla 'y 11,8 % de eventos
en el grupo con aspirina lo que significa una reduc-
cién absoluta del riesgo de 1%y el NNT muestra un
beneficio muy marginal: 1 prevencién cada 100 pa-
cientes (tabla 4).
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Tabla 4. Mortalidad + infarto de miocardio (%) a los 30 dias en pacientes con sindromes coronarios agudos tratados

con inhibidores de las GP lib/llla

Estudio Fdrmaco N= Placebo Fdrmaco RAR p= NNT
PRISM Tirofiban 3.232 7,1 58 1,3 0,11 77
PRISM PLUS Tirofiban 1.915 11,9 8,7 3,2 0,03 31
PARAGON A Lamifiban 2.282 11,7 10,67 11 0,66 91
12,0° -
PARAGON B Lamifiban 5.225 11,5 10,6 0,9 0,5 111
PURSUIT Eptifibatide 10.948 15,7 14,2 1,5 0,04 67
GUSTO IV (ACS) Reopro 7.800 8,0 8,2¢ -0,2 NS -
9,19 -1,1
Todos en conjunto 31.402 11,8 10,8 1,0 < 0,001 100

? Dosis bajas; ® dosis altas; © infusion durante 24 h; ¢ infusidn durante 48 hs.

RAR: reduccidn absoluta del riesgo; NNT: niimero de pacientes necesarios tratar para obtener un beneficio.

Cuando se toman en cuenta los modestos resulta-
dos que se obtienen en el tratamiento de los sindro-
mes coronarios agudos y la relacién coste/beneficio
comparados con la aspirina, no se justifican el en-
tusiasmo despertado por estos nuevos compuestos
antiplaquetarios.

Inhibidores orales de las GP llb/llla

Las esperanzas de obtener un potente antiagre-
gante plaquetario a través de los compuestos inhibi-
dores de las GP lIb/llla administrados por via oral
para tratamientos crénicos no han sido diferentes
de aquellos donde sélo se utilizé la aspirina. Por el
contrario, hubo un aumento significativo de la mor-
talidad comparado con el grupo de placebo + aspi-
rina®® (tabla 5). En un estudio mds reciente con un
nuevo compuesto, el lotrafiban, también hubieron
mds muertes en el grupo con farmacos (3,0 %) que
en el grupo placebo (2,3 %) con mayor nivel de he-
morragias.

La inflamacién y los sindromes coronarios
Finalmente quisiéramos discutir el papel de la in-
flamacion en los sindromes coronarios agudos.
Estudios experimentales y clinicos de los dltimos
afos indican la importancia de la inflamacién en la
génesis del ateroma y dan soporte para la utilizacién

Tabla 5. Mortalidad (%) en pacientes tratados con
inhibidores orales de las GP IIb/llla

Estudio n= Placebo Fdrmaco RAR p=

EXCITE 7.232 1 1,5 -0,5 0,08

OPUS 10.288 3,7 48 -1, 0,011

SYMPHONY 9169 18 2,0 -02 0,42

SYMPHONYIl 6.637 13 21 -0,8 0,036

BRAVO 9190 2,0 2,7 -0,7 0,038
2,1

En conjunto  45.518 2,8 -0,7 < 0,001

RAR: reduccion absoluta del riesgo.
Modificada de Chew™*.

de fadrmacos que tiendan a suprimir la inflamacién
en la terapéutica de las complicaciones de la ateros-
clerosis™*® en especial, de los diversos antiinflamato-
rios no esteroideos con inhibicién preferencial de la
COX-2. La expresién de la COX-2 estd aumentada
en el ateroma pero no en las arterias y los inhibido-
res especificos de la COX-2 podrian ser terapéutica-
mente Utiles.

La inflamacién produce localmente, el aumento
de la expresién del factor tisular activando el meca-
nismo extrinseco de la coagulacién, la reactividad
plaquetaria, la disminucién fibrinolitica local y,
consecuentemente, una actividad protrombética in
situ. La propia trombina formada localmente du-
rante el proceso trombdtico, ademds de su activi-
dad especifica sobre el fibrinégeno, tiene una ac-
cién proinflamatoria.

Planteamos, entonces, si controlando la inflama-
cién podrfamos disminuir adicionalmente las com-
plicaciones trombdticas arteriales en pacientes tra-
tados con medicacién antitrombdtica. Existen bases
fisiopatoldgicas que sugieren que la inclusién de los
antiinflamatorios dentro de la terapéutica antitrom-
bética podria ser beneficiosa en las arteriopatias
trombdticas.

No obstante también existe la posibilidad de efec-
tos negativos de los inhibidores selectivos de la
COX-2 que, aunque no demostrada podrian favore-
cer los procesos trombéticos. Estudios comparati-
vos mas recientes no han permitido determinar un
aumento de las complicaciones cardiovasculares
trombéticas por efecto de los inhibidores especifi-
cos de la COX-2%7%8,

Es interesante mencionar el trabajo publicado muy
recientemente por Cipollone et al*’ quienes encuen-
tran que en pacientes con antecedentes de infarto
de miocardio o stroke, el polimorfismo para la COX-2
(sustitucién de la guanina en posicién 765 por una
citosina) es menor que en los individuos normales. El
polimorfismo determina una actividad disminuida
de la COX-2 y de las metaloproteinasas, disminucién
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Tabla 6. Estudio NUT-2. Resultados en la Unidad
Coronaria®®

RRR RAR
(n=60) (n=060)
(%) (%) NNT

Angina recurrente + IAM 60,9 233 43
Revascularizacién (ATC y CRVM) 60 15 6,7
Ang. rec. + IAM + Mort. 60,9 23,3 43
IAM + Mortal. + Revasc. 62,5 16,7 6,0

RRR: reduccion relativa del riesgo; RAR: reduccion absoluta del riesgo;
NNT: niimero de pacientes necesarios tratar para obtener un beneficio.

de la concentracién plasmatica de la proteina C reac-
tiva sin afectar la concentracién de la prostaciclina
endotelial, todo lo cual determinaria una inhibicién
de la inflamacién sin modificaciones en el balance
tromboxano plaquetario/ prostaciclina endotelial y,
por tanto un potencial beneficio antitrombdtico. En
resumen, no hay evidencia definitiva que los inhibi-
dores de la COX-2 constituyan un factor de riesgo in-
dependiente para el infarto de miocardio, al menos
en pacientes con bajas posibilidades de presentar
complicaciones cardiovasculares.

El meloxicam es un inhibidor preferencial de la
COX-2 que posee una potente actividad antiinfla-
matoria y baja toxicidad géstrica con efectos digesti-
vos menos frecuentes.

En un estudio con pacientes con sindrome coro-
nario agudo sin desnivel del segmento ST*°, donde
se incluyeron 120 enfermos tratados con heparinay
aspirina, a 60 pacientes se les administré inmedia-
tamente a su internacién, 15 mg de meloxicam in-
travenoso seguido por 15 mg diarios por via oral
que se mantuvo por 30 dias. En la comparacién con
el grupo sin meloxicam, se observé que durante la
media de 4,4 dias de internacién en la unidad co-
ronaria los eventos conjuntos de angina recurrente,
infarto de miocardio y muerte fue significativamen-
te menor (15% frente a 38,3 %, RAR 23,3, NNT 4,3;
p =0,007) en el grupo tratado con meloxicam (ta-
bla 6). Resultados también significativos se obtuvie-
ron cuando se tomaron como puntos finales infarto
de miocardio + maniobras de revascularizacién
miocdardicas + muerte (10 % frente a 26,7 %; RAR
16,7 %; NNT 6; p = 0,034) (tabla 6). Estas variables
se mantuvieron diferentes en valores estadistica-
mente significativos tanto a los 30 como a los
90 dfas de seguimiento (tabla 7).

Por lo tanto sostenemos que la atero-inflamacién
se ubica en una etapa mas temprana que la atero-
trombosis cuando atn el dafio isquémico miocardi-
co no se ha producido. Creemos que hay suficientes
fundamentos fisiopatolégicos y bases clinicas para
seguir investigando, en los sindromes coronarios
agudos, las posibilidades terapéuticas de los diver-
sos antiinflamatorios no esteroideos con inhibicién
preferencial de la COX-2.

Tabla 7. Estudio NUT-2. Resultados en los 3 meses
de seguimiento®®

RRR RAR
(n=60) (n=60)
(%) (%) NNT

Angina recurrente + IAM 58,6 283 3,5
Revascularizacién (ATCy CRVM) 61 18,3 5,5
Ang. rec. + IM + Mort. 55,2 26,3 3,8
IM + Mortal. + Revasc. 60,1 20 50

RRR: reduccion relativa del riesgo; RAR: reduccion absoluta del riesgo;
NNT: niimero de pacientes necesarios tratar para obtener un beneficio.
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MONITORIZACION DEL EFECTO
ANTITROMBOTICO DE LA
ASPIRINA ;:PUEDE SER UTIL?

M.T. SANTOS, J. VALLES Y J. AZNAR.

Centro de Investigacion Departamento de Biopatologia Clinica.
Hospital Universitario La Fe. Valencia. Espaiia.

Introduccién
La terapéutica antiplaquetaria se ha demostrado
eficaz en la prevencién secundaria de eventos en pa-

cientes con patologia vascular cerebral o coronaria
donde la aparicién de episodios clinicos se asocia con
frecuencia a la trombosis™. Ademas de la aspirina, el
farmaco mas utilizado, las tienopiridinas (ticlopidina
y clopidogrel), el dipiridamol, los bloqueantes del re-
ceptor GP IIb/Illa y otros, se han estudiado en distin-
tos ensayos clinicos de tratamiento antiplaquetario?.

La combinacién de resultados de distintos estu-
dios clinicos mediante metaanalisis, indica que el tra-
tamiento antiplaquetario con aspirina previene apro-
ximadamente en un 25% la aparicién de nuevos
eventos en distintos tipos de pacientes con riesgo. La
prevencion del infarto de miocardio es mas elevada
(1/3), mientras que la de los accidentes cerebrovas-
culares es mas reducida (1/4)>2. Las tienopiridinas, in-
hibiendo un mecanismo de activacién plaquetaria
distinto del de la aspirina, muestra un beneficio lige-
ramente superior al de ésta®. Estos datos demuestran
el beneficio clinico de la inhibicién de la funcién pla-
quetaria y el papel esencial de las plaquetas en la pa-
tologfa vascular. No obstante, también evidencian
que no existe una efectividad clinica uniforme. No es
infrecuente la recurrencia de eventos a pesar del tra-
tamiento con aspirina. Las razones de este fracaso cli-
nico de la aspirina, no estan claramente esclarecidas.

La “resistencia a la aspirina” es un concepto toda-
via no bien caracterizado. El término se aplica tanto
al fracaso clinico “resistencia clinica”, como a la exis-
tencia, de un efecto inhibidor menor que el espera-
do en distintas pruebas de funcién plaquetaria en
algunos pacientes, es decir, una “resistencia bioldgi-

a”. Entre los tests utilizados para determinar la va-
riabilidad del efecto antiplaquetario de aspirina se in-
cluyen el tiempo de sangria®, la agregabilidad
plaquetaria a distintos inductores®’, el reclutamien-
to plaquetario®, y el sistema de flujo automatizado
PFA-100%'°. La mayor facilidad técnica del PFA-100
ha hecho posible que en los tltimos tres afios se pu-
bliquen numerosos articulos en pacientes con carac-
teristicas diversas tratados con aspirina con este sis-
tema. Recientemente, se ha empezando a utilizar
otro nuevo sistema automatizado, el Ultegra Rapid
Platelet Function Assay-ASA'"'2,

El punto esencial a destacar, es que en todos los
estudios mencionados se detecta una variabilidad
individual en el efecto de la aspirina o expresado de
otro modo, que existen pacientes en los que la as-
pirina es menos efectiva por la valoracién analitica
(resistencia bioldgica). La proporcién de estos pa-
cientes con inhibicién insuficiente por aspirina es
distinta segtin el test analitico empleado, las dosis
de aspirina administradas y los limites de hipofun-
cién plaquetaria adecuada establecidos por los dis-
tintos autores (10-60 %). Esta respuesta variable se
ha encontrado no sélo en pacientes, sino también
en sujetos normales'' y no sélo con aspirina, sino
también en pacientes tratados con clopidogrel™'¢.
La posible significacién clinica de estos hallazgos es
actualmente un tema de vivo debate y reflexion’”2.
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Por otro lado, existen actualmente datos en la lite-
ratura médica que asocian una mayor incidencia de
eventos clinicos con el efecto subéptimo de la aspi-
rina sobre la funcién plaquetaria®”'"?" o la sintesis
de tromboxano A, (TXA;) monitorizada en la orina
de los pacientes®?. Estos estudios clinicobiolégicos
son todavia insuficientes para llegar a conclusiones
definitivas, pero apoyan la necesidad de seguir ex-
plorando la posible asociacién de la funcién plaque-
taria con los eventos clinicos. Esto parece relevante
si tenemos en cuenta la alta incidencia de patologia
vascular en la actualidad y que un incremento en el
beneficio de la terapéutica antiplaquetaria tendria
una gran repercusién sociosanitaria.

Papel de las plaquetas
en la formacién del trombo

En relacién a los mecanismos fisiopatoldgicos que
regulan la mayor o menor efectividad de la aspirina
hay que considerar, en primer lugar, que la partici-
pacién de las plaquetas en la trombogénesis es com-
pleja. Se inicia por procesos adhesivos entre las pla-
quetas y componentes de la matriz subendotelial
(factor von Willebrand, coldgeno) y activacién de las
mismas por el coldgeno. Posteriormente, el dafio en-
dotelial inicia la generacién de trombina, que con-
tribuye a la etapa de activacién, secuencia de trans-
misién de sefiales activantes en las plaquetas®® y
consolidacién del trombo. Las plaquetas activadas,
a su vez, liberan componentes granulares y produc-
tos metabdlicos. Estos liberados celulares son un
agonista fisiolégico complejo, que activa a otras pla-
quetas del entorno iniciando el reclutamiento pla-
quetario®*?%. Los estimulos fisiolégicos primarios y
los liberados celulares?® convergen en la activacién
del receptor GP IIb/llla y en la formacién de agrega-
dos plaquetarios, mediados por unién entre plaque-
tas préximas por puentes de fibrindgeno. A esta
unién pueden contribuir otras proteinas como la
P-selectina que influye en el tamafo y estabilidad de
las uniones plaqueta-plaqueta? y a la multicelulari-
dad del trombo (uniones plaqueta-leucocitos)?®. Las
propias plaquetas también contribuyen a la genera-
cién de trombina® y a la retraccién del coagulo™.

Todos estos aspectos de la funcién plaquetaria
pueden contribuir a la formacién del trombo in vivo,
y es conocido que la adhesién, la agregacién y la se-
crecién plaquetaria, son procesos regulados por
mecanismos bioquimicos especificos, que pueden
ser inhibidos de modo diferencial por los farmacos
antiplaquetarios. Por tanto, habria que establecer
que test de funcién plaquetaria o panel de ellos, es-
tarfa mas asociado a la posterior aparicién de even-
tos clinicos.

Efectos antitrombéticos de la aspirina

El efecto mejor caracterizado de la aspirina es su
capacidad para acetilar, una serina en la posicién
529 de la PGH-1, produciendo la inhibicién irrever-

Agonista

Fosfolipido

Araquidénico

Lipooxigenasa Ciclooxigenasa .m
(COX-1)

Inhibicion

12-HETE PGG,/PGH,

VAN

Prostaglandinas

Figura 1. Sintesis de TXA; en las plaquetas. El estimulo
fisiol6gico induce un aumento del calcio intracelular en las
plaquetas y la activacién de la fosfolipasa A; citosélica (c PLA),
que se transloca a la membrana y libera 4cido araquidénico
(AA) de los fosfolipidos. El AA se metaboliza a 12-HETE por la
lipooxigenasa y a endoperéxidos ciclicos PGG,/PGH; por la
cicloxigenasa 1 (COX-1). El subsiguiente metabolismo de
PGHj; por la tromboxano sintetasa da lugar al metabolito
fisiolégicamente mas importante, el TXA,. También se forman
otros derivados del AA (HHT, MDA) y pequefias cantidades de
prostaglandinas estables.

sible de la actividad ciclooxigenasa 1 (COX-1)*", lo
que resulta en la inhibicién de la sintesis de TXA;,
una sustancia que amplifica la funcién de las pla-
quetas®? y produce la contraccién del vaso™® (fig. 1).

No obstante, la aspirina también puede contri-
buir a su efecto clinico beneficioso mediante otros
mecanismos®4. Estos incluyen la reduccién en la
progresién de la aterosclerosis (p. ej., reduciendo
la oxidacién de las LDL® o la mejora de la disfun-
cién endotelial)3®.

Ademas de las plaquetas y de las células endote-
liales, otras células sanguineas (leucocitos y eritroci-
tos)?, pueden afectarse por la aspirina en su fun-
cién y/o en los efectos de su interaccién con otras
células de la sangre, especialmente con las plaque-
tas. La interaccién eritrocito-plaqueta incremen-
ta?4263738 ‘mientras que la interaccién plaqueta-leu-
cocito reduce la reactividad plaquetaria®**'. La
aspirina aumenta el efecto inhibidor de los leucoci-
tos®*#1, mientras que los eritrocitos disminuyen el
efecto antitrombdtico de la aspirina?*?637. No obs-
tante, la aspirina tiene un efecto directo sobre los
eritrocitos que reduce su capacidad protrombdtica,
lo que representa otro mecanismo antitrombético
de la aspirina®®. A pesar de ello, en pacientes con pa-
tologia vascular cerebral o coronaria tratados con
200-300 mg aspirina/dia, un 45% de los pacientes
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O O

Células endoteliales/monocitos/macréfagos
(COX-2 inducible)

Acido araquidénico

PGl, <(m===== PGH, TXA, Metabolismo

\j transcelular

TXA, sintetasa

(0}
o

Plaquetas aspirinizadas

Figura 2. Efecto de la interaccidn eritrocito-plaqueta en
pacientes con enfermedad vascular tratados con 200-300 mg
de aspirina/dia sobre el reclutamiento. Se detectaron tres tipos
de respuesta en los pacientes: Grupo A (39 %) en los que la
aspirina inhibe el reclutamiento, tanto en presencia como en
ausencia de RBC; Grupo B, en los que el reclutamiento en las
plaquetas solas esta inhibido, pero este se reinduce en presencia
de RBC (45%). Finalmente, en el Grupo C, el PRP muestra una
actividad parcialmente inhibida que los RBC amplifican
marcadamente. (Valles J y Cols Circulation 1998;97: 350-5).

presenta un efecto insuficiente de la aspirina, atri-
buible principalmente a la interaccién con los eritro-
citos® (fig. 2), lo que constituye un mecanismo
importante de resistencia biolégica a la aspirina.
Nuestros resultados mds recientes indican que la in-
hibicién simultanea de la reactividad de las plaque-
tas y del efecto protrombético de los eritrocitos, con
un cambio de régimen de administracién de aspirina
dentro del rango terapéutico recomendado: 500 mg
cada 15 dfasy 100 mg cada 12 h (221 mg/dfa en los
14 dias del ciclo), reduce a la mitad el nimero de
pacientes con una inhibicién insuficiente de la reac-
tividad plaquetaria en presencia de eritrocitos y en
sangre total, lo que presumiblemente podria incre-
mentar el beneficio clinico.

El metabolismo transcelular de eicosanoides tam-
bién puede desempefiar un papel en los efectos anti-
trombdticos de la aspirina. Mediante este mecanis-
mo, el 4cido araquidénico o metabolitos del mismo
generados por una célula, pueden ser transformados
por otra a un eicosanoide con efectos biolégicos dis-
tintos. Esta cooperatividad metabdlica puede tener
lugar entre distintas células sanguineas y el endote-
li025>43, En este sentido, el descubrimiento de la
COX-2 inducible**y su presencia en células relevan-
tes en la trombogénesis (células endoteliales, mono-
citos, macréfagos o las propias plaquetas) es un
aspecto importante. Mediante metabolismo trans-
celular se puede formar TXA; por la interaccién de
plaquetas tratadas con aspirina y PGH, formado

Figura 3. Sintesis de TXA; por metabolismo transcelular.

La estimulacién por citocinas o factores de crecimiento

induce la expresién de COX-2 en el endotelio y en las células

de la placa y la liberacién del 4cido araquidénico. Este se
transforma en PGH; que puede ser metabolizado a
prostaciclina (PGl,), principal metabolito de la arteria, o

por la tromboxano sintetasa de plaquetas aspirinizadas a TXA,.
La COX-2 requiere 170 veces mas de aspirina para inhibirse

que la COX-1 de las células endoteliales. COX-1 también genera
PGHj; en ausencia de aspirina.

por células endoteliales, monocitos/macréfagos de
la placa, via COX-2 y/o COX-1%% (fig. 3).

Actualmente se cree que la mayor parte de la pros-
taciclina (PGl;) del endotelio (antiagregante y vaso-
dilatadora), se produce via COX-2, como se ha com-
probado en estudios con inhibidores selectivos de
COX-2, que inhiben la PGl, pero no el TXA; en las
plaquetas, que se forma preferentemente via COX-1
y se inhibe por la aspirina®®. La aspirina también po-
dria inhibir a la COX-2, pero en concentraciones
mas de 170 veces superiores que las necesarias para
inhibir COX-14°. Recientemente se ha descrito otra
variante de la ciclooxigenasa, la COX-3, que se inhi-
be con paracetamol y con aspirina, de modo similar
ala COX-1%, aunque, por el momento, no es cono-
cido si las plaquetas tienen COX-3.

Otro aspecto de interés en la sintesis de eicosanoi-
des relevantes en la patogenia de la trombosis es el
hecho, que parece actualmente confirmado, de que
las plaquetas nuevas que llegan a la circulacién tie-
nen COX-2 de un modo transitorio, lo que podria
contribuir a la sintesis de TXA; insensible a aspirina
a dosis terapéuticas, y por tanto, a la resistencia a
la aspirina, particularmente en sujetos con un eleva-
do turnover plaquetario, aunque éste es actualmente
un tema de controversia®'3.

También de importancia en relacién al metabolis-
mo del acido araquiddnico es su oxidacién no enzi-
matica para dar lugar a una nueva familia de com-
puestos, los F2 isoprostanos, insensibles a aspirina,
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capaces de producir contraccién del vaso y de esti-
mular a las plaquetas a través del receptor del TXA,,
es decir, efectos parecidos a los del TXA,**3. Estas
sustancias, especialmente el 8-Epi-PGF1q, se en-
cuentra incrementada en pacientes con angina ines-
table®® o factores de riesgo asociados a incremento
de funcién plaquetaria®, y pueden ser otro factor
contributorio a la resistencia a la aspirina®>.

Algunos autores han sugerido que la variabilidad
del efecto de la aspirina sobre las plaquetas podria
ser debido, en parte, a la existencia de algtin poli-
morfismo de la COX-1. No obstante, el tinico po-
l[imorfismo descrito hasta la fecha aumenta en los
sujetos que lo presentan el efecto inhibidor de la
aspirina®®.

Mecanismos de activacién plaquetaria
COX-1-independientes

El tratamiento de las plaquetas con aspirina re-
duce o inhibe los procesos de activacién COX-1-de-
pendientes, es decir aquellos que requieren la sinte-
sis de TXA; para que se produzcan. Este es el &mbito
de proteccién mas importante de la aspirina. No
obstante, la estimulacién de las plaquetas con do-
sis altas de agonistas fisiolégicos, como coldgeno,
trombina o ADP, induce la reactividad plaquetaria
a pesar del bloqueo del TXA,, es decir, por meca-
nismos conocidos globalmente como COX-1 inde-
pendientes®. Esta respuesta plaquetaria puede re-
ducirse, pero no bloquearse por el tratamiento con
aspirina.

Dado que la trombosis es un fenémeno multifac-
torial y multicelular, que la fisiologfa de las plaque-
tas es muy compleja y que distintos condicionantes
clinicos y/o farmacolégicos pueden modificar la fun-
cién de las mismas, es realmente destacable que la
aspirina, el estdndar de oro de la terapéutica anti-
plaquetaria, prevenga un 25% de los eventos isqué-
micos en pacientes con patologfa vascular, aunque
seria muy deseable incrementar esta proporcién.

Mecanismos de resistencia a la aspirina

Mecanismos bioldgicos

Teniendo en cuenta lo anteriormente comentado,
la resistencia bioldgica a la aspirina podria ser de-
bida a mecanismos: a) asociados a la sintesis de
TXA; via COX-1 o via COX-2 por metabolismo trans-
celular; b) debidos a transformacién no enzimatica
del acido araquidénico a F2 isoprostanos, y ¢) me-
canismos COX-1-independientes en las plaquetas.
Estos dltimos podrian, a su vez, ser debidos a altera-
ciones en las propias plaquetas, genéticas, como en
el caso del receptor GP IIb/I11a*; o secundarias a po-
sibles alteraciones bioquimicas que afectaran a los
mecanismos de transduccién de sefiales?. Estas, a
su vez, podrian condicionar una mayor susceptibili-
dad de respuesta plaquetaria al coldgeno' o al
ADP®°. Adicionalmente, los mecanismos COX-1 in-

dependientes podrian ser atribuibles a las interac-
ciones celulares, particularmente al efecto protrom-
bético de los eritrocitos®?43742,

Aspectos clinicos

Desde el punto de vista clinico, parece razonable
pensar que el estado basal de activacién plaqueta-
ria en los pacientes podria influir en el efecto de los
farmacos antitrombdticos. Por ejemplo, en la dia-
betes se encuentra un aumento de funcién pla-
quetaria®’ y un menor efecto antitrombdtico de
aspirina®?, en ambos casos asociado al control me-
tabdlico. También pacientes en el momento agudo
o después de un intervencionismo arterial percuta-
neo (cerebral o coronario) presentan frecuente-
mente una alteracién, al menos temporal, de la
funcién plaquetaria. El elevado turnover de plaque-
tas en determinadas circunstancias clinicas tam-
bién puede modificar el efecto antitrombdético de
la aspirina®. Adicionalmente, la administracién
concomitante de antiinflamatorios, como el ibu-
profeno® la indometacina® o los salicilatos®®, dis-
minuye el efecto de la aspirina sobre las plaquetas.
La dosis de aspirina administrada®”-%° o su biodis-
ponibilidad’® también podrian condicionar el efec-
to del farmaco en pacientes concretos. Todo ello,
admitiendo que los pacientes siguen su tratamien-
to diario con continuidad, porque si tienen “resis-
tencia a tomarse la aspirina” cada dia, este serfa el
mds importante mecanismo de fracaso clinico y de
resistencia bioldgica.

Conclusiones y perspectivas futuras

Los datos disponibles actualmente demuestran
que existe una variabilidad individual en la respuesta
analitica de los pacientes al tratamiento antitrom-
bético con dosis terapéuticas de aspirina, lo que po-
dria condicionar, en aquellos en los que el efecto es
menor, una mayor probabilidad de recurrencia de
eventos clinicos. Esto ultimo parece deducirse de los
estudios clinico-analiticos actualmente publicados,
aunque se necesitan estudios mas amplios para con-
firmar estos hallazgos.

En nuestra opinién, la monitorizacién del efecto
de la aspirina en pacientes individuales serfa muy
conveniente, aunque todavia es éste un tema debati-
do, por lo que la investigacién clinico-biolégica en
este dmbito parece prioritaria.

Los retos futuros podrian ser: a) establecer en un
mayor niimero de pacientes la relacién entre el efec-
to éptimo/insuficiente de los farmacos sobre la fun-
cién plaquetaria y los eventos clinicos; b) profun-
dizar en el estudio de los mecanismos clinicos y
bioquimicos de la respuesta insuficiente a la aspiri-
na, y ¢) poner a punto, y en la medida de lo posible
automatizar, tests de funcién plaquetaria utiles
para la monitorizacién del efecto biolégico de los
distintos farmacos utilizados en la terapéutica anti-
trombdtica.
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