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El gran avance que experimentan los diferentes cam-
pos de la hematologia y la velocidad con que estos se
producen, hace que sea dificil establecer programas de
educacién continuada que cubran con solvencia to-
das los posibles tépicos. En este sentido, serfan preci-
sos verdaderos megaprogramas para atender en su
totalidad todas estas novedades. Por otra parte, es ne-
cesario que en la investigacién bésica o clinica, exista
una cierta sedimentacién de los conocimientos para
que éstos puedan encuadrarse, con ciertas garantias,
entre las cuestiones establecidas. Por estos dos moti-
vos, a la hora de elaborar este programa educacional
correspondiente a la Reunién de la AEHH de Madrid
2005, ha sido necesario elegir los temas que nos han
parecido mds novedosos o nunca tratados y aquellos
que por su continua actualidad requieren revisiones
mads periddicas, dentro de un marco limitado de tiem-
po. Naturalmente toda eleccién conlleva el estableci-
miento de unas preferencias que no siempre compla-
ce todas las opiniones. En este sentido nos gustaria
que este Programa Educacional cubriera las méximas
expectativas posibles y fuera del agrado de la mayoria
de congresistas. Creemos que desde nuestra Sptica los
topicos elegidos cubren un amplio abanico de los di-
versos campos de la hematologia, hemostasia —coa-
gulacién y hemoterapia que resultaran atractivos por
su novedad o su actualizacion

Los ponentes elegidos poseen una notable experiencia
en el tema que cada uno trata, y en nuestra opinién
tienen la suficiente capacidad de transmisién docente
como para lograr el mejor aprovechamiento de los he-
matélogos tanto en formacién como para aquellos
que buscan en el programa la puesta al dia que perié-
dicamente necesitan, as{ como una actualizacion so-
bre temas de su interés y que precisan en el desarro-
llo de su quehacer asistencial diario. También, otros
temas, mas distantes de la actividad cotidiana de su
ejercicio profesional le serviran tal vez para mejorar o
poner a punto su formacién profesional, ardua e infi-
nita tarea que siempre acompana el devenir profesio-
nal médico.

A continuacién hacemos un breve resumen-presenta-
cién de los diversos temas que se tratan y el ponente
encargado de desarrollarlo.

La anemia es un trastorno prevalente en todo el mun-
do. Puede presentar un factor topografico de inciden-
cia coincidiendo con las zonas de hipoalimentacién
(anemias carenciales en hierro y vitaminas) o geogra-

fico (Mediterrdneo en la B-talasemia o Extremo Orien-
te en la a-talasemia) También en el mundo desarro-
llado la anemia en general ocupa un nivel destacado
de incidencia (sobre todo la anemia ferropénica). Sin
embargo existen anemias raras o poco frecuentes, que
tienen una baja incidencia poblacional, pero que re-
presentan un problema diagnéstico importante. Esto
se ha incrementado con la emigracién, que ha distor-
sionado el factor geografico que en tiempos pasados
permanecia constante por el escaso movimiento de
poblaciones y constituia un factor diagndsticamente
orientador. El Dr. J. L. Vives con la autoridad que le
aporta su gran experiencia y el liderar el grupo ENER-
CA (European Network for Rare and Congenital Ana-
emias) creada por la Direccién General de Salud Pa-
blica de la Comisién Europea, aborda con particular
claridad y solvencia las pautas y algoritmos diagnds-
ticos, asi como la metodologia necesaria para la detec-
cién de estos infrecuentes procesos, con el fin de ini-
ciar un tratamiento mas precoz que nos permita una
maxima eficacia y un minimo de secuelas.

En los dltimos afios, las células dendriticas se han con-
vertido en un foco de enorme interés en la investiga-
cién bésica y clinica. La compleja biologia de estas
células centinelas del sistema inmunitario estd siendo
intensamente diseccionada, poniendo al descubierto
su capacidad Unica tanto para promover la estimula-
cién linfocitaria antigeno-especifica como para inducir
la tolerancia a antigenos propios. Simultdneamente, se
han optimizado los métodos para generar células den-
driticas en cantidad suficiente que permita desarrollar
vacunas para el tratamiento de neoplasias sélidas y
hematolégicas. Los resultados de los ensayos clinicos
fase I, animan a continuar avanzando en esta modali-
dad de inmunoterapia que podria constituir en el fu-
turo un sélido pilar en la curacién de diversas hemo-
patias. El Dr. J. Sanchez hace una necesaria sintesis,
aunque nos introduce con precisién en este complejo
tema, poniendo unas sélidas bases sobre las que in-
crementar nuestros conocimientos.

La estrategia terapéutica de la leucemia mieloide cré-
nica (LMC) es actualmente uno de los temas m&s mo-
vedizos de la Hematologia Clinica. El impacto tras la
generalizacién del trasplante alogénico HLA genéti-
camente idéntico de progenitores hematopoyéticos
(TPH) como tratamiento de la LMC, ya supuso una
gran controversia respecto a su indicacién en compa-
racién con la terapia con interferén-a y sobre todo en
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pacientes por encima de 45 afos. La introduccién
en los dltimos afios de los trasplantes HLA-idénticos
de donantes no emparentados y la aplicacién clinica
de inhibidores de la proteincinasa como el Imatinib
Mesylate, han complicado extraordinariamente la
toma de decisiones terapéuticas. El Dr. E. Olavarria
haciendo un anélisis de su enorme experiencia, con-
testa con extraordinaria solvencia muchas de estas
candentes cuestiones, clarificando hasta dénde es po-
sible las decisiones a tomar ante un paciente con
LMC.

Las células leucémicas presentan alteraciones genéti-
cas y epigenéticas que disregulan procesos celulares
esenciales conduciendo a un desorden en la prolifera-
cién y diferenciacién normales. La regulacién epige-
nética del genoma estd mediada por la interaccién en-
tre la metilacién del ADN, cromatina, histonas y
diversos factores de transcripcién. Estudios recientes
han mostrado que algunos de estos elementos del sis-
tema epigenético tienen un papel fundamental en la
patogenia y prondstico de las neoplasias humanas. El
Dr. Roman expondra las bases moleculares de estos
mecanismos epigenéticos asociados al cancer y su po-
sible implicacién en la génesis y evolucién de las neo-
plasias hematoldgicas.

La importancia de la alorreactividad definida como to-
dos aquellos fenémenos biolégicos que suceden al
contacto de células inmunocompetentes de dos indi-
viduos genéticamente diferentes, en el trasplante de
TPH es crucial para explicar los fenémenos clinico-
bioldgicos de rechazo del injerto, enfermedad del in-
jerto contra el huésped aguda y crénica (EICHA y
EICHC), asi como el quimerismo y el establecimien-
to de la tolerancia inmunolégica. El Dr. Gallardo, hace
un cuidadoso analisis de los factores genéticos que
pueden ser causantes de EICHA en alo-TPH de un do-
nante familiar HLA-A-B-DRB1 idéntico, caracterizan-
do causas tales como: disparidad de genes HLA no
habitualmente tipados, disparidad o polimorfismo de
antigenos menores de histocompatibilidad, polimor-
fismo de genes productores de citocinas, de genes re-
lacionados con el sistema inmunitario o el metabolis-
mo de farmacos. En cuanto a los donantes idénticos
no emparentados y los haploidénticos afiade a estos
factores el estudio de la disparidad en genes KIR (Ki-
ller Inhibitory Receptors) y su influencia en la recaida
leucémica post-aloTPH. También nos introduce en el
concepto de los antigenos maternos no heredados
(NIMA) y la influencia de su disparidad en la inciden-
cia de EICHA grave. Finalmente describe la relacién
entre quimerismo post-TPH y la tolerancia inmuno-
légica.

El tratamiento de los linfomas siempre es un tema pe-
riédicamente recurrente debido a las novedades tera-
péuticas que se suelen producir, bien de nuevos agen-
tes o la estrategia en su combinacién, o bien por el
analisis particular de grupos de distinta histogénesis o
diferente pronédstico. En este caso el Dr. E. Conde
revisa la estrategia actual en el tratamiento de los lin-
fomas de células grandes B (LCG), el més frecuente de
los linfomas no hodgkinianos. Los diferentes perfiles
moleculares de estos linfomas determinado por micro-
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arrays y su importancia pronostica, el andlisis de
respuestas a la luz del IPI (Indice Pronéstico Interna-
cional), el impacto de nuevas técnicas diagndsticas
(PET) en la definicién de la remisidén, asi como el em-
pleo de nuevos agentes en la estrategia terapéutica,
son unos de los principales topicos que con extensién
y rigor se abordan en esta ponencia.

El uso terapéutico de derivados plasmaticos ha expe-
rimentado en los Gltimos afos una serie de cambios
motivados por determinadas circunstancias que hacen
recomendable un replanteamiento de sus indicacio-
nes. Estas, han sido fundamentalmente el conoci-
miento de las enfermedades transmisibles por pro-
ductos hematicos, demostradas (VIH, VHC, hepatitis
B, CMV, etc.) o posibles (Creutzfeldt-Jakob, fiebre del
Nilo, etc.). Por otra parte, la elaboracién de una larga
serie de productos derivados de fracciones plasmati-
cas con caracter procoagulante o inhibidor, con una
incuestionable eficacia y seguridad (técnicas de inacti-
vacién viral) asi como el desarrollo de productos de
tecnologia recombinante han supuesto un alto coste
econémico que hace necesario un empleo racionaliza-
do de los mismos. La Dra. Lozano en su ponencia
hace una amplia revisién de las indicaciones de los de-
rivados plasmadticos, a la luz de los conocimientos ac-
tuales, pormenorizando el uso realmente establecido
de cada uno de ellos. Aspectos tales como indicacio-
nes, dosificacién y matizaciones del uso de derivados
plasmaticos (albuminas, fibrinégeno, factores de coa-
gulacién, inhibidores), de productos obtenidos por
técnicas recombinantes y de las inmunoglobulinas es-
pecificas e inespecificas, se detallan sumarizadas en
didécticas tablas complementarias.

La purpura trombética trombocitopénica (PTT) es una
infrecuente y misteriosa enfermedad descrita en
1924 por Moschowitz, quien la atribuyé a la accién
de un potente veneno (hemolitico y aglutinante). La
etiopatogenia de esta enfermedad a pesar de los nota-
bles avances registrados en los Gltimos aflos, aun per-
manece sin aclarar completamente. El Dr. A. Pereira,
en su ponencia hace una exhaustiva revisién de los
aspectos patogénicos resaltando el papel de los multi-
meros de factor von Willebrand (FvW) y de las meta-
loproteasa (ADAMTS-13) en la génesis de las trombo-
sis de arteriolas y pequefios vasos. Trombos ricos en
plaquetas y FvW, y pobres en fibrina. Destaca el autor
que el déficit hereditario o adquirido de ADAMTS-13
no es suficiente para producir la PTT y necesitaria di-
versos factores de realizacidn, conocidos (procesos
que cursan con liberacién de sustancias estimulantes
del endotelio como histamina, TNF-a, o interleucinas)
o desconocidos. El controvertido papel de los anti-
cuerpos antimetaloproteasa, y su influencia en el pro-
néstico, asi como las pautas terapéuticas actuales son
también extensamente tratadas en este trabajo.

El sindrome de coagulacién intravascular diseminado
(SCID), concepto establecido en la década de los afios
1960, es un tema que fisiopatolégicamente era expli-
cado hasta hace poco tiempo con los concepto biolé-
gicos paralelamente coetdneos. Sin embargo, los co-
nocimientos en cuanto a interacciones de factores de
la coagulacién, hemostasia primaria, inhibidores de la
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coagulacién y del sistema fibrinolitico han experi-
mentado un notable incremento en los Gltimos afos,
por lo que es preciso un nuevo ensamblaje de los fac-
tores que configuran la fisiopatologia del SCID. Tam-
bién el papel de las células circulantes (neutréfilos y
monocitos) y fijas (endotelios) asi como de las sus-
tancias producidas por estas (citocinas) como meca-
nismo iniciador de la coagulacién intravascular ha su-
puesto una nueva luz para comprender hechos no
bien explicados hasta ahora. Todas estas cuestiones
son revisadas por el Dr. Mateo, con gran claridad y so-
portado en una extensa y actual documentacién bi-
bliografica.

En los dltimos afos, el avance en biologia molecular
junto al desarrollo tecnoldgico aplicado a la biomedi-
cina y la bioinformatica ha permitido analizar en una
sola muestra de un paciente miles de pardmetros bio-
légicos, todo ello, merced a la utilizacién de las lla-
madas tecnologias “omic”. Estos métodos, cuando se

aplican a cada uno de los procesos bioldgicos, nos
proporcionan informacién acerca del genoma (gend-
mica), genoma funcional o ARN (transcriptoma) y
proteinas (proteémica), de un enfermo determinado.
El Dr. Corral, nos introduce en el conocimiento bésico
de estas nuevas tecnologias aplicadas al campo de la
hemostasia. Ademds, subraya el enorme potencial
que encierra el analisis y la comparacién de los distin-
tos patrones genéticos y proteicos, los cuales nos per-
mitirdn en un futuro no muy lejano no sélo definir
marcadores de utilidad para el diagnéstico/pronédsti-
co de las distintas patologias, sino también la identifi-
cacién de nuevas y mds selectivas dianas terapéuticas
para las patologias tanto trombdticas como hemorra-
gicas.

PrOE A. TORRES GOMEZ (CORDOBA)
COORDINADOR DEL PROGRAMA EDUCACIONAL
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Avances en la deteccion y diagnostico de las anemias poco frecuentes

J.L. VIvES-CORRONS

Unidad de Patologia Eritrocitaria. Hospital Clinic i Provincial. Universidad de Barcelona.

introduccién

En todos los ambitos de la geografia mundial, la ane-
mia es un trastorno prevalente que, en la gran mayo-
ria de casos, obedece a una carencia de factores nutri-
tivos, muy especialmente de hierro y vitaminas®.
Hace ya mucho tiempo que la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) ha reconocido la importancia de la
anemia carencial como un problema de salud publica
y preconizando el desarrollo de programas tanto para
su diagndstico y tratamiento como prevencion, espe-
cialmente en paises con graves problemas de nutri-
cién?. Junto a estas causas de anemia, existen otras
mucho menos frecuentes, pero no por ello menos im-
portantes desde el punto de vista asistencial. Algunas
de estas anemias son tan poco frecuentes que se las
denomina “raras” debido al escaso conocimiento que
se tiene de ellas. Como consecuencia son dificiles de
identificar y su diagnéstico suele pasar muchas veces
inadvertido en la practica clinica general. En muchos
paises de la Unién Europea (UE), estas anemias se in-
cluyen dentro del grupo de enfermedades “huérfa-
nas”, no sélo por el hecho de ser poco conocidas, sino
también porque muchos especialistas las consideran
como un problema clinico irrelevante. Obviamente,
no piensan igual quienes las padecen, cuyo proceso
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Figura 1. Circulo vicioso en el proceso diagnéstico de una anemia
poco frecuente.
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diagndstico entra muchas veces un circulo vicioso di-
ficil de romper (fig. 1). Como grupo de enfermedades
con escasa prevalencia poblacional, las llamadas ane-
mias poco frecuentes forman parte de las llamadas
enfermedades raras (rare diseases) cuya incidencia
poblacional es siempre inferior a 5 casos por cada
10.000 nacimientos®*. En el dmbito geogréfico de la
UE, no obstante, su prevalencia puede variar amplia-
mente de una regién a otra, de manera que una mis-
ma enfermedad puede considerarse muy rara en al-
gunas zonas y mucho menos, en otras. Ejemplo de
ello es la talasemia, enfermedad muy conocida en po-
blaciones del sur de Europa y practicamente ausente
en los paises nérdicos. El nimero de anemias raras
es, en realidad, bastante elevado y, aunque la mayo-
ria de ellas obedecen a defectos hereditarios del eri-
trocito, de la eritropoyesis o del metabolismo, algunas
son también de origen adquirido (tabla 1). Entre las
de mayor impacto clinico destacan la hemoglobino-
patia S (HbS), causante de la anemia falciforme, la tala-
semia intermedia o mayor, la aplasia pura de serie roja
(APSR), las diseritropoyesis congénitas y los defectos
estructurales o metabdlicos del eritrocito. Uno de los
factores que mas ha contribuido al progreso de
los métodos para la rapida deteccién y diagndstico
de estas anemias ha sido el impacto que sobre mu-
chos paises de la UE estd ejerciendo la inmigracién.
Un ejemplo de esta situacién es la anemia falciforme,
cuya incidencia, en Espafia, ha aumentado notable-
mente a lo largo de los dltimos afios”. Ello explica el
impulso cada vez mayor que estan recibiendo los es-
tudios encaminados a su deteccién precoz y consejo
genético®’. Igualmente, debido al problema sanitario
que crea el desconocimiento de estas enfermedades
(tabla 2), la Comisién Europea, a través de su Direc-
cién General de Salud Publica ha promovido la crea-
cién de una red (European Network for Rare and
Congenital Anaemias, ENERCA) que facilite su estu-
dio y seguimiento en todo el ambito de la UE'. La red
ENERCA, liderada por nuestro Grupo, pretende ser
un medio de informacién para los enfermos y sus fa-
miliares y un instrumento para promover la comuni-
cacién entre los expertos de los diferentes paises de
Europa. Actualmente colaboran en la red ENERCA
mds de 50 expertos de 12 paises de la UE y puede ac-
cederse facilmente a ella a través de la web: www.
enerca.org
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Tabla 1. Causas de anemia poco comun o rara

1. Defectos del eritrocito
— Talasemias (anemia mediterranea)
o-talasemia
[3-talasemia
d3-talasemia
— Hemoglobinopatias
HbS, HbC, HbD y otras
Hemoglobinopatias inestables
Hemoglobinopatias funcionales
HbM (metahemoglobinemia congénita)
— Membranopatias
Esferocitosis hereditaria
Eliptocitosis congénita
Estomatocitosis congénita
Hidratada (hidrocitosis)
Deshidratada (xerocitosis)
— Enzimopatias
Déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
Déficit de piruvatocinasa (PK)
Déficit de glucosa fosfato isomerasa (GPI)
Déficit de pirimidina 5” nucleotidasa (P5N)
Déficit de triosa fosfato isomerasa (TPI)
Déficit de fosfofructocinasa (PFK)
Déficit de fosfogliceratocinasa (PGK)
Déficit de las enzimas de sintesis del glutation (GSH)
— Hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN)

2. Defectos de la eritropoyesis

— Anemias diseritropoyéticas congénitas (ADC)
ADC tipo |
ADCtipo Il
ADC tipo Illy otras

— Anemias sideroblasticas
Adquiridas (mielodisplasia)
Congénitas

— Fritroblastopenia adquirida o aplasia pura de serie roja (APSR)
Infeccién viral (parvovirus B19)
Timoma

— Anemia de Blackfan-Diamond (eritroblastopenia congénita)

3. Defectos del metabolismo
— Defectos congénitos del metabolismo del hierro
— Defectos congénitos del metabolismo de la cobalamina o folato
— Otros defectos congénitos del metabolismo

HbS: hemoglobinopatia S.

Meétodos generales de deteccion y diagnostico

Dentro de las anemias poco comunes, las que cursan
con hemdlisis son quiza las mejor conocidas porque,
practicamente siempre, plantean la necesidad de es-
tablecer el diagnéstico diferencial entre mecanismo
adquirido y congénito. Aunque, al igual que en toda
anemia, los aspectos clinicos tienen aqui un papel
relevante, la imposibilidad, a veces, de demostrar la
causa de la hemdlisis constituye un problema clinico
generalmente acuciante''. Junto a la anemia, su carac-
teristica mas destacada es la elevada concentracién
de reticulocitos, lo que permite diferenciarlas inme-
diatamente de las debidas a defectos en la eritropoye-
sis. En adultos, excepto en situaciones muy evidentes,
el mecanismo hereditario de la hemdlisis sélo se con-

Tabla 2. Problemas derivados de la inexistencia
de una red para el estudio de las anemias

Desconocimiento del diagndstico

Remision del paciente a especialistas inadecuados

Realizacion de pruebas y exploraciones inapropiadas

Prescripcion de tratamientos indtiles o contraproducentes

Ansiedad del paciente al no poder ver resuelto su problema
Malestar y preocupacion de las familias afectadas

Dificultades para mejorar la asistencia sanitaria a estas enfermedades
Pérdida de oportunidades en investigacion

© N o oA W

sidera cuando se han descartado las causas adquiri-
das m4s habituales como, por ejemplo, anemia hemo-
litica autoinmune. El diagnéstico de la hemdlisis here-
ditaria, dado el elevado nimero de causas que pueden
producirla, suele ser, a veces, una tarea dificil ya que
obliga a la realizacién de numerosas pruebas analiti-
cas y casi siempre de estudios familiares en caso de
que ello sea posible. Para su estudio las causas de
hemodlisis hereditaria se clasifican en tres grandes gru-
pos: hemoglobinopatias, membranopatias y enzimo-
patias. No se consideran aqui las microcitosis talasé-
micas ya que practicamente nunca constituyen un
problema diagndstico y los avances en el conocimien-
to de su mecanismo molecular ha sido ya objeto de
diversas revisiones'.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la hemo-
globinopatia mas grave y de mayor interés clinico es la
HbS, causante de la anemia falciforme o drepanocito-
sis. Aunque poco frecuente en nuestro pais, su inci-
dencia esta aumentando debido a la inmigracién. La
forma heterozigota o rasgo falciforme (HbS/A) suele
ser asintomadtica pero la homozigota (HbSS), suele
acompafarse de una elevada morbimortalidad debido
a complicaciones diversas tales como tromboembolis-
mo pulmonar, preeclampsia, infecciones de vias uri-
narias, insuficiencia cardiaca congestiva y accidentes
vasculares agudos. Debe sefialarse, no obstante, que
las manifestaciones clinicas propias de la anemia falci-
forme pueden observarse también en portadores do-
ble heterozigotos de HbS y otras hemoglobinopatias
y talasemias que, en su conjunto, constituyen los lla-
mados “sindromes drepanociticos”*?. El creciente im-
pacto de la inmigracién ha conllevado una importante
actualizacién y mejora de los procedimientos para la
deteccién y cribado de hemoglobinopatias, principal
causa de morbilidad y mortalidad de las llamadas ane-
mias poco comunes. Por ello en la actualidad, la clasi-
ca electroforesis sobre soportes con diferentes valores
de pH se complemente con otros procedimientos mas
sensibles y especificos que permiten la deteccién de
hemoglobinopatias que antes podian pasar facilmente
desapercibidas. Entre estos procedimientos destaca la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y mas
recientemente la espectrometria de masa'’. Aunque
todos estos procedimientos presentan ventajas e in-
convenientes, el que parece tener una mejor relaciéon
efectividad/precio es la HPLC (tabla 3).
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Tabla 3. Métodos diagnésticos de las hemoglobinopatias

Electroforesis P
—— [ HPLC ESIMS 0080
Alcalina  Acida
Coste + + 4+ A+ At
Tiempo I e S T
Simplicidad ++ ++  ++  +++ + +
Preparacion
de la muestra ++ ++  ++ + + ++
Especificidad + S T e T
Sensibilidad + + + 44+ 4+ 4+
Diagnéstico en RN + + + 4+
IEE: isoelectroenfoque; ESI-MS: Electrospray lonization Mass Scpectrometry;
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion; RN: recién nacidos.
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Figura 2. Grafica que representa la medida del indice de defor-
mabilidad (ID) eritrocitaria en funcion de la osmolaridad obtenida
mediante ectacitometria. Sobreado de puntos: curvas correspon-
dientes a los limites de referencia; rayas: curvas de situaciones
con alteracion del ID eritrocitario.

Tabla 4. Métodos para el diagnéstico diferencial
de las membranopatias hereditarias

Membranopatia Morfologia VCM  CCMH  FOE  FIE

NoT T T N

Esferocitosis hereditaria  Esferocitos (1-8 %)

Eliptocitosis congénita ~ Ovalocitos (>5%) NoT NoT N N
Eliptocitos

Piropoiquilocitosis Dacriocitos A A I N
Esquistocitos
Microesferocitos

Hidrocitosis congénita  Estomatocitos NoT L T N

Xerocitosis congénita  Codocitos NoT TTT T LI
Excentrocitos

FOE: fragilidad osmdtica eritrocitaria; FTE: fragilidad térmica eritrocitaria; N: normal;
T : aumentada; 1 : disminuida.

Las membranopatias hereditarias constituyen una causa
de anemia, en nuestro medio mds frecuente que la de-
bida a HbS. En general cursan con hemdlisis crénica
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de intensidad leve o moderada cuyo diagndstico pue-
de venir dificultado por la existencia de largos perio-
dos asintomaticos con crisis de agudizacién desenca-
denadas por factores diversos entre los que destacan
las infecciones, los trastornos metabdlicos y el emba-
razo. Como contrapartida, estas anemias suelen
acompanfiarse de alteraciones caracteristicas de la mor-
fologia eritrocitaria que, la mayoria de las veces, cons-
tituyen el criterio diagndstico fundamental (esferoci-
tosis, eliptocitosis o estomatocitosis). A lo largo de los
ultimos 10 afos se han sentado las bases del conoci-
miento molecular de la esferocitosis hereditaria (EH) y
eliptocitosis congénita (EC) y se ha profundizado en la
fisiopatologia de la estomatocitosis congénita (EsC)
como modelo de trastorno de permeabilidad idnica
transmembranosa'®. A pesar de estos avances, no obs-
tante, los procedimientos diagnésticos actualmente
empleados para el diagndstico de las membranopatias
contintan siendo los cldsicamente conocidos de: his-
toria clinica y exploracidn fisica (ictericia y espleno-
megalia), los datos aportados por el hemograma (vo-
lumen corpuscular medio [VCM] y concentracién
corpuscular media de hemoglobina [CCMH]) las
pruebas de fragilidad osmética eritrocitaria (FOE) y la
morfologia eritrocitaria. Sélo se han implementado al-
gunos procedimientos basados en el estudio de la de-
formabilidad eritrocitaria, como por ejemplo, la ecta-
citometria que analiza el indice de deformabilidad
eritrocitaria en funcién de la osmolaridad (fig. 2). Enla
EH y xerocitosis congénita, una forma de EsC, se ob-
serva un desplazamiento caracteristico de la curva ha-
cia la derecha que viene dado por la caracteristica dis-
minucién de la deformabilidad eritrocitaria's. Otro
dato clinicamente Util para el diagnéstico de ambas
entidades es la valoracién de las magnitudes aporta-
das por el hemograma automatizado. En la EH, junto
a una ligera disminucién del VCM debida a la micro-
esferocitosis se aprecia un aumento significativo de la
CCMH (> 350 g/l), practicamente constante incluso
en presencia de intensa reticulocitosis. Los analizado-
res hematolégicos que determinan directamente la
CCMHY muestran un porcentaje elevado de eritroci-
tos hipercromos (CCMH > 400 g/1). La utilidad de la
CCMH y de otras pruebas analiticas en el diagndsti-
co diferencial de las membranopatias se resumen en la
tabla 4.

Las eritroenzimopatias, pueden aparecer en diferentes
edades de la vida aunque lo mas frecuente es que lo
hagan durante la infancia o juventud. A excepcién de
unas pocas, por suerte muy raras, su expresividad cli-
nica puede variar desde una crisis aguda con he-
moglobinuria a una anemia hemolitica crénica de
comportamiento similar al de las membranopatias,
excepto en la presencia de alteraciones caracteristicas
de la morfologia eritrocitaria. La eritroenzimopatia
mas frecuente, el déficit de glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa (G6PD), asintomatico hasta que el porta-
dor entra en contacto con sustancias que generan un
compromiso oxidativo incompatible con la vida del
eritrocito. Entre estas sustancias destacan ciertos me-
dicamentos oxidantes y las habas (favismo). La trans-
misién hereditaria del déficit de GOPD va ligada al
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cromosoma X por lo que las mujeres heterozigotas ca-
recen de expresividad clinica excepto cuando, debido
al fenémeno de seleccién cromosémica aleatoria
(Lyon), sélo se expresa el cromosoma X portador de la
mutacion. Le sigue en frecuencia el déficit de piruva-
to cinasa (PK) que cursa con hemdlisis crénica. EI défi-
cit de PK puede ya expresarse en recién nacidos (he-
moélisis neonatal) y nifios pero no es infrecuente que
su primera aparicién coincida con un embarazo. En
este caso, la expresividad clinica del defecto persiste
después del parto'®. Por detrds, en frecuencia, del défi-
cit de PK se sitian otras enzimopatias de las que se
han descrito algunos casos en nuestro pafs, tales como
el déficit de glucosa fosfato isomerasa (GPI) y pirimi-
dina 5" nucleotidasa (P5’N) y a mucha distancia de és-
tas otras en las que el sindrome hemolitico puede ir
acompanado de miopatia y mioglobinuria o neuropa-
tia con o sin retraso mental. Entre las que cursan con
manifestaciones musculares destaca el déficit de fos-
fofructocinasa (PFK), que puede cursar con mioglobi-
nuria y entre las que se acompanan de neuropatia des-
tacan el déficit de triosa fosfato isomerasa (TPI) en la
que esta es muy grave y causante de la muerte del pa-
ciente, el déficit de fosfogliceratocinasa y el de las en-
zimas relacionadas con la sintesis del glutatién (GSH)
como son la glutationsintetasa (GS) y la gammagluta-
milcistein sintetasa (GGCS). La biologia molecular ha
revolucionado el conocimiento de los mecanismos
que condicionan la pérdida de la actividad enzimatica.
La aplicacién de procedimientos basados en la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) permite dispo-
ner de métodos simples y rapidos para identificar las
variantes moleculares de las enzimopatias mas fre-
cuentes, tales como el déficit de G6PD y PK.
Excluida la hemélisis hereditaria como causa de ane-
mia poco comun, practicamente todas las restantes
causas tienen su origen en defectos de la eritropoye-
sis. Como se ha mencionado anteriormente, en este
grupo de anemias, el recuento de reticulocitos consti-
tuye un criterio diagndstico inicial de gran valor. Junto
a ello, una exploracién obligada es el examen morfo-
légico de la médula 6sea que puede mostrar desde la
practica ausencia de eritroblastos (eritroblastopenia)
como sucede en la APSR a un exceso de ellos con eri-
tropoyesis ineficaz (diseritropoyesis) como sucede en
las anemias diseritropoyéticas congénitas (ADC) y
en la anemia sideroblastica (AS). En todos estos casos
el examen morfolégico de la médula 6sea es funda-
mental y para el diagnéstico de las anemias sidero-
blasticas es imprescindible la tincién del aspirado de
médula 6sea mediante la tincién de Perls'’.

En individuos de mediana edad puede observarse una
forma de anemia rara con hemoglobinuria, signos de
diseritropoyesis y trastornos tromboembdlicos que se
conoce con el nombre de hemoglobinuria paroxistica
nocturna (HPN) y cuya caracteristica mas destacada es
la elevada sensibilidad de los eritrocitos al comple-
mento. La HPN obedece a una mutacién somatica de
la célula madre pluripotente por la que deja de sinte-
tizarse el grupo glucosil fosfatidil inositol imprescin-
dible para la unién a la membrana eritrocitaria de las
proteinas encargadas de degradar el complemento

(CD55 y CD59). La HPN suele acompafiarse de ferro-
penia pero la administracién de hierro puede resultar
perjudicial debido a que estimula la formacién de nue-
vos eritrocitos con el defecto de membrana y, por tan-
to, intensifica la hemolisis. Con relativa frecuencia la
HPN suele ir asociada a una aplasia de médula 6sea®.
Hasta hace pocos afios el diagnéstico de la HPN se ba-
saba en la realizacién de una prueba muy sencilla y
consistente en la observacién de aparicién de hemoli-
sis en eritrocitos del paciente cuando se acidificaba el
medio en que se hallaban suspendidos (prueba de la
hemolisis en medio acido). Actualmente el diagnéstico
consiste en la demostracién del déficit de CD85 y
CD39 en eritrocitos u otras células de la sangre®.

La APSR afecta a personas de cualquier edad y en su
forma primaria suele tener un comportamiento créni-
co. A veces cursa con recuperacion muy rapida como
sucede en la infeccién por parvovirus B19, pero cuan-
do constituye la manifestacién de una enfermedad
inmune subyacente en proceso suele de mas larga du-
racion. En estos casos suele hallarse un inhibidor plas-
matico (IgG) de la eritropoyesis con o sin actividad
citotéxica, Otras veces el proceso es mediado por lin-
focitos Ty con propiedades citotéxicas (linfocitos
grandes granulares) o un timoma. El diagnéstico de
estos trastornos es complejo ya que puede implicar di-
ferentes trastornos de la inmunidad con afectacién de
linfocitos B y T. La forma hereditaria de APSR se co-
noce con el nombre de anemia de Blackfan-Diamond
(ABD) que se manifiesta ya durante el primer ano de
vida y un 10 % de los nifios ya nace con anemia. La
mayoria son casos esporadicos pero en algunas fami-
lias se puede encontrar un patrén de herencia autosé-
mica dominante. La ABD obedece a una mutacién de
un gen situado en el cromosoma 19 (19q.13.3) que co-
difica la proteina ribosomal RPS 19%!. Aunque su etio-
patogenia no es atin bien conocida, se atribuye a un
posible defecto en el proceso de diferenciacién du-
rante la fase BFU-E de la eritropoyesis. En la ABD es
frecuente el aumento de actividad de la enzima ade-
nosina desaminasa (ADA) eritrocitaria, por lo que su
determinacién puede resultar de utilidad diagnés-
tica?.

Finalmente las anemia diseritropoyética puede obede-
cer también a un mecanismo adquirido. En este caso,
mucho mas frecuente que las formas hereditarias, la
anemia suele ir asociada a un sindrome mielodispla-
sico (SMD) caracterizado por afectacion de todas las
lineas celulares hematopoyéticas y a veces dificil de
distinguir de otras causas de anemia, especialmente
en individuos de edad avanzada. En la anemia diseri-
tropoyética congénita (ADC), el defecto de la eritro-
poyesis se manifiesta desde los primeros afos de la
vida y se transmite con cardcter autosémico recesivo.
En general, cursan con signos bioldgicos de hemdlisis
debidos a la eritropoyesis ineficaz (hemdlisis intrame-
dular) y caracter crénico, aunque bien tolerado, por-
que la intensidad de la anemia es generalmente mode-
rada. Segln las alteraciones morfolégicas presentes en
la médula ésea se han descrito tres variantes de ADC
y recientemente, cuatro subtipos mas®. La forma de
ADC maés frecuente es el tipo Il o HEMPAS (siglas en
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inglés de hereditary erythroblastic multinuclearity positive
acidified serum) con prueba de Ham-Dacie positiva y
presencia de alteraciones ultraestructurales caracteris-
ticas de la médula 6sea. Desde no hace mucho se co-
noce el gen responsable del defecto de membrana:
CDANZ2 situado en el cromosoma 20 (20q11.2). Tam-
bién se sabe que los genes responsables de las CDA ti-
pos Iy Il se hallan en el cromosoma 15 (15q15.1-q15.3)
para la CDA tipo Iy (15g21) para la CDA tipo III).

Métodos de prevencién y diagndstico precoz

Es un hecho bien conocido que a través de diferentes
medios de comunicacién, se viene insistiendo en la
necesidad de acercar la red sanitaria de utilizacién pu-
blica a las prioridades de salud y medicina preventiva
a los colectivos de inmigrantes. Los recurrentes flujos
inmigratorios han conducido a la emergencia de mu-
chas anemias antes practicamente desconocidas en
nuestro entorno. Un ejemplo de esta situacién es la
anemia de células falciformes o drepanocitosis y otras
hemoglobinopatias hereditarias causantes de hemoli-
sis. En este sentido, recientes estudios realizados en
inmigracién y salud destacan que en relacién con la
utilizacién y acceso a los servicios hospitalarios y a las
consultas de atencién primaria, hay que dedicar una
especial atencién a las enfermedades transmisibles
(tuberculosis, parasitosis, malaria, etc.) pero también a
las de origen no infeccioso como los dolores musculo-
esqueléticos y ciertas alteraciones hematoldgicas del
tipo de la anemia®!. En este sentido, son diversos los
estudios que demuestran los beneficios derivados del
diagnéstico precoz de hemoglobinopatias durante el
periodo neonatal®.

En Espania, todos los estudios realizados hasta la ac-
tualidad ponen de manifiesto, en poblaciones inmi-
gradas, una elevada incidencia de portadores hetero-
zigotos del gen HbS cuyo estado homozigoto es la
causa de la conocida anemia falciforme®*. Igualmen-
te, en un estudio piloto realizado en la poblacién de
riesgo de Catalufia” nuestro grupo ha puesto de ma-
nifiesto una elevada prevalencia de portadores del gen
HbS (30,16 %), lo que significa una incidencia de ane-
mia falciforme de 1 caso por cada 810 individuos. Este
valor, sensiblemente superior al observado para cier-
tas enfermedades metabdlicas con elevado impacto
sanitario y social (hipotiroidismo, fibrosis quistica y
fenilcetonuria, entre otras), sugiere la necesidad de ha-
cer extensivo el cribado neonatal (CN) de hemoglobi-
nopatias a los programas oficiales de CN ya existentes
para las enfermedades citadas. Con ello se conseguira
realizar su diagnéstico precoz y prevenir un aumento
de la morbilidad y eventualmente mortalidad de la
anemia falciforme en nuestro pais. Creemos final-
mente que la Red ENERCA puede también contribuir
decisivamente a difundir esta necesidad tanto en
Espafia como en otros paises de la UE, promover la
implantacién de programas de CN para hemoglobino-
patias y obtener informacién de elevado interés epi-
demioldgico.
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Celulas dendriticas: biologia, fisiopatologia

y posibles aplicaciones clinicas
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Introduccioén

Las células dendriticas (DC) constituyen una pobla-
cién leucocitaria heterogénea, descrita inicialmente
en los 6rganos linfoides del ratén por R. Steinman en
la Universidad de Rockefeller' durante los anos 1970.
Su localizacidn, en sitios de gran importancia inmu-
nolégica, se debe a su capacidad tnica de capturar y
presentar antigenos de forma 6ptima a linfocitos T
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Figura 1. Origeny vias de diferenciacion de las células dendriticas.
Las vias de diferenciacion se deducen de los distintos estudios
de cultivo ex vivo de células CD34 de cordén umbilical o médula
6sea. Los monocitos y los precursores mieloides CD34+ CLA- son
muy semejantes ya que presentan capacidad bipotencial para
transformarse en macréfagos o en células dendriticas intersticia-
les. Los precursores mieloides CD14-CD11c generaran células
dendriticas tipo epidérmicas (Langerhans like) con granulos de
Birbeck y expresion de langerina. Sin embargo el sistema monoci-
to-macréfago-dendritica podria exhibir in vivo una gran plasticidad.
CLA: antigeno asociado a linfocitos cutéaneos; TGF-B: factor de cre-
cimiento tumoral B; GM-CSF: factor estimulante de colonias gra-
nulomonociticas; TNF-a: factor de necrosis tumoral «; M-CSF: fac-
tor estimulante de colonias monocitarias; IL-3: interleucina 3.
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virgenes, generando respuestas inmunitarias especifi-
cas. Posteriormente, se ha demostrado que su papel
en el control de la respuesta inmunolégica es mucho
maés amplio y versatil, siendo capaces de activar lin-
focitos B, inmunidad natural (células NK [unatural ki-
ller], macroéfagos, células NK-T, eosindfilos) y por el
contrario, generar tolerancia inmunoldgica®. A partir
de los anos 1990, el desarrollo de sistemas de identi-
ficacién y seleccién de DC ha permitido el auge ac-
tual en la investigacién de la compleja biologia de es-
tas células y de su amplio potencial terapéutico en el
campo de la inmunoterapia antitumor o antiinfeccio-
nes asi como para promover tolerancia postrasplante
o en enfermedades autoinmunes.

Biologia

Las DC se originan a partir de progenitores hemato-
poyéticos de médula 6sea CD34+, que generan precur-
sores dendriticos (mieloides y linfoides) que pasan al to-
rrente circulatorio. Estos precursores migran a tejidos
periféricos donde se diferencian en DC inmaduras con
gran capacidad de procesamiento antigénico. Poste-
riormente viajan por los vasos linfaticos aferentes has-
ta los ganglios adquiriendo caracteristicas de DC ma-
duras con gran capacidad de presentacién antigénica y
estimulacién linfocitaria. Una vez iniciada la respues-
ta inmunitaria T especifica sufren un proceso de muer-
te celular programada’.

Origen de las células dendriticas

Con excepcién de las DC ganglionares foliculares
cuyo origen es mesenquimal® (y cuya funcién difiere
también de la clasica DC), las DC se generan a partir
de progenitores medulares CD34+. Aunque en el ra-
tén se ha caracterizado un precursor puramente den-
dritico tanto de DC linfoides (CD8e<*) como de mie-
loides (CD11c*)*?, en el hombre, los progenitores
dendriticos se cree que se entroncan inicialmente con
progenitores de serie mieloide y linfoide® aunque las
vias de diferenciacién no han sido atn dilucidadas’

(fig. 1).



XLVII Reunién Nacional de la AEHH y XXI Congreso Nacional de la SETH. Programa educacional

Los precursores dendriticos mieloides (pre-DC1) se
pueden generar a partir de células progenitoras CD34+
de médula ésea o cordén umbilical, mediante cultivo
ex vivo durante 12 dias, con factor estimulante de co-
lonias granulomonociticas (GM-CSF), interleucina 4
(IL-4) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)®.
A partir del quinto dia es posible diferenciar dos po-
blaciones: una CD14+ CLA-, que genera DC tipo
dérmica intersticial y macréfagos y una poblacion
CD1la+ CLA+, que genera células de Langerhans ti-
picas cuando se adiciona factor de crecimiento tumo-
ral B (TGE-B).

Asimismo, es posible generar precursores dendriticos
linfoides (pre-DC2) mediante cultivo de células proge-
nitoras de médula 6sea CD34+ CD45RA+ CD10+ con
combinacién de citocinas incluyendo FLT3-ligando®*".
Ademas, los progenitores hematopoyéticos CD34+
CD38- presentes en el timo humano poseen potencial
para generar linfocitos T, células NK y DC que per-
maneceran en el ambiente timico'’.

Precursores dendriticos en sangre periférica

La sangre periférica humana contiene principalmente
DC en forma de precursores inmaduros. Los monoci-
tos CD14+ son células precursoras capaces de diferen-
ciarse a macréfagos pero también a DC (Mo-DC) me-
diante cultivo ex vivo durante 7-12 dias con GM-CSE
IL-4 y maduracién final con TNF o lipopolisacarido
(LPS), constituyendo la poblacién generalmente usada
en los protocolos de inmunoterapia'®.

Sin embargo los considerados precursores dendriticos,
se identifican como células que expresan HLA-DR
pero son negativas para marcadores de linea B, T, NK
y granulocitaria-monocitaria'®. Dentro de estas células
Linea™eDRP** se identifican dos poblaciones principa-
les (fig. 2): los precursores mieloides (pre-DC1) que
expresan CD11cy los precursores linfoides (pre-DC2)
que expresan CD123 (receptor « para la interleuci-
na 3, IL-3aR)!*°. Existen también otras poblaciones
periféricas Linea™sDRP*, que expresan los antigenos
BDCA3, CD16+ y CD34 pero con funciones menos
conocidas’®°.

La poblacién precursora circulante mieloide pre-DC1
CD11c+, presenta una morfologia monocitoide, ex-
presa marcadores CD33, CD13, BDCA1 y supone en
sujetos sanos un total de 14,2 + 3,9/pl. Generarda DC
inmaduras tisulares, aunque también puede derivar a
macréfagos?. Tipicamente producird respuestas linfo-
citarias citotoxicas Thl (interferdn e IL-12).

La poblacién circulante precursora linfoide pre-DC2
CD123+ presenta una morfologia plasmocitoide y ha
sido identificada como una célula de gran importancia
en la inmunidad natural al ser productora de grandes
cantidades de interferén tipo I (INF-a/B) en respuesta
a infecciones viricas. Poseen marcadores linfoides
(como CD4, BDCA2, BDCA4, ARN para IgK germi-
nal, receptor o pre-T) y suponen en sangre periférica
de sujetos sanos un total de 8,9 £ 1,7 /pl. Pueden ser
derivadas a DC maduras linfoides mediante IL-3 o
CpG bacteriano'. Producirdn preferentemente res-

puestas linfocitarias Th2 (con secrecién de interleuci-
na-2 [IL-2] e interleucina-4 [IL-4]) o generaran pobla-
ciones linfocitarias T con funciones reguladoras'®. Re-
cientemente se ha identificado que las neoplasias
CD4+ CD56+ (definidas por la clasificacién WHO
como leucemias NK blastoides) son la contrapartida
tumoral de esta poblacién pre-DC2'92°.

La administracién de factor estimulante de colonias
granulocitarias (G-CSF) o Flt-3 ligando, aumenta con-
siderablemente la cantidad de precursores circulantes
especialmente los DC2*%]o cual supone otra fuente
alternativa a las Mo-DC, para generar DC en nimero
suficiente para protocolos terapéuticos.

Células dendriticas inmaduras tisulares:
captura y procesamiento antigénico

Los precursores dendriticos de sangre periférica mi-
gran a tejidos especificos guiados por los llamados re-
ceptores de quimiocinas®**. Se distinguen los grupos
CCR (CC motif chemokine receptor) y CXCR (CX motif
chemokine receptor) (tabla 1). Las DC inmaduras expre-
san CCR1 y CCR3 cuyos ligandos (proteina infla-
matoria de macréfago, MIP-1a) se expresan en los
endotelios activados y en células inflamatorias, pro-
moviendo la migracién hacia piel (fig. 3), bazo (zona
marginal), higado, pulmén, corazén, rifdn y mucosas
constituyendo una red de DC intersticiales en todos
los 6rganos excepto en sistema nervioso central (SNC)
y testiculo®. Estas DC inmaduras tisulares son célu-
las profesionales en la captura y vigilancia antigénica,
debido a su gran capacidad para internar bacterias,
virus, células muertas o fragmentos celulares por fe-
némenos de fagocitosis, endocitosis y picnocitosis. En
su superficie estan dotadas de un amplio repertorio de
receptores (tabla 2) como: receptores Lectina-tipo C
(DC-SIGN para virus, receptor de manosa, langerina,
BDCAZ2), receptores para inmunocomplejos (CD32
para Fcy-RI y CD64 para FcyRIII) e integrinas para
cuerpos apoptéticos y opsonizados?.

Una vez en el interior de las DC, las proteinas exdge-
nas se degradan en endosomas-lisosomas y los pépti-
dos se unen a complejos mayores de histocompatibi-
lidad (HLA) clase II, pero también en moléculas clase
(presentacién cruzada) permitiendo la activacion tan-
to de linfocitos CD4 como de CD8%. Los antigenos de
sintesis endégena son procesados mediante una via
citosélica que incluye su ubiquitinacién, degradacién
por proteasomas y transportados de forma especifica
al reticulo endopldsmico y cargados en HLA clase 1.
Los complejos antigeno-HLA son posteriormente
transportados a la superficie celular. Las DC son las
células presentadoras de antigeno mas potentes debi-
do en parte a la gran densidad antigénica de moléculas
HLA de superficie (10-100 veces mas que los monoci-
tos) y a su capacidad para procesar varios antigenos
simultdneamente. Ademads, las glucoproteinas CD1
(a-d) funcionan como un sistema de presentacién
antigénica no-HLA, con afinidad por antigenos lipidi-
cos y glucolipidos, activando linfocitos T (mediante

CD1b-¢) y células NKT (mediante CD1d).
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Figura 2. Analisis citométrico multiparamétrico y morfologico de precursores dendriticos en sangre periférica. Los precursores dendriti-
cos circulantes en sangre periférica se pueden indentificar mediante citometria multiparamétrica. Constituyen una poblacién sin marca-
dores de linea (Lin-FITC) y con expresion de HLA-DR (HLA-DR PercP) (A). Esta poblacion presenta unas caracteristicas de tamafno y com-
plejidad intermedias entre linfocitos y monocitos. La expresion de CD11c (APC) o la expresion de CD123 (Receptor « de la interleucina 3,
PE) identifica los precursores mieloides (pre-DC1) y los precursores linfoides (Pre-DC2) respectivamente (B). Los pre-DC1 purificados me-
diante sistema inmunomagnético (BDCA-1) presentan rasgos monocitoides (C). Tras cultivo con lisado de blastos y con factor de necro-
sis tumoral a presentan morfologia caracteristica de células dendriticas (D).

Células dendriticas maduras: migracion a organos en una capacidad incrementada de presentar comple-
linfoides secundarios y generacion de respuestas jos antigeno-HLA, expresién de moléculas coestimu-
linfocitarias especificas ladoras de linfocitos T, secrecién de citocinas para

atraer linfocitos, cambios estructurales con aparicién
Ademas de la captura de antigenos, las DC debenre-  de vellosidades citoplasmicas, y expresién del recep-
cibir las llamadas sefiales de peligro, para sufrir un pro-  tor quimiocina CCR7 cuyo ligando (MIP-3B y SLC) se
ceso madurativo que les permitird desplazarse alos  encuentra en las paredes de los ganglios linfaticos y
6rganos linfoides secundarios y estimular de forma  zona paracortical ganglionar.
Sptima los linfocitos virgenes. Estas sefales se produ-  Una vez en las dreas paracorticales ricas en linfoci-
cen por citocinas inflamatorias (factor de necrosis tu-  tos T de los ganglios linfaticos (DC interdigitantes,
moral [TNF], interferén [INF], interleucina 1 [IL-1]) y  fig. 4), bazo o tejido linfoide asociado a mucosas, las
por productos bacterianos que son agonistas de los  DC maduras atraen a los linfocitos T virgenes me-
llamados receptores toll-like*” (TLR). Estos receptores  diante la produccién de MIP-3p. La interaccién inicial
activan MAP cinasas y NF-kB, produciendo enlas DC  DC-linfocito T se realiza mediante las moléculas de
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adhesién ICAM-3, DC-SIGN y semaforinas. La pri-
mera sefial de activacion se realiza mediante la inte-
raccién del complejo antigeno-HLA y el receptor TCR
especifico en el linfocito T. La segunda sefial de acti-
vacién de los linfocitos T se realiza a través de las mo-
léculas coestimulatorias presentes en las DC maduras:
La familia B7 (CD80, CD86) para los receptores linfo-
citarios CD28, y la familia TNF (OX40-L, 4-1BB) para
los receptores linfocitarios R-TNF?. La expresién de
CD40-L en los linfocitos T activados produce una se-
nalizacién bidireccional con mayor activacién de las
DC. Silas DC activadas secretan IL-12, polarizaran los
linfocitos-T a un perfil citotéxico Thl con secrecion
de INF-v. Sin embargo, la ausencia de IL-12 produce la
polarizacién de los CD4 a un perfil Th2 con secrecién
de IL-4,IL-5 y respuestas humorales.

Ademas, las DC activadas interdigitantes gangliona-
res interaccionan con los linfocitos B previamente ac-
tivados via CD40, induciendo su proliferacién, cam-
bio isotipico y diferenciacién a células plasmaticas.
Las DC foliculares, de origen mesenquimal (fig. 4), tie-
nen una funcién particular, ya que presentan inmu-
nocomplejos mediante sus receptores CD21y CD35 a
linfocitos B centrogerminales hipermutados, evitan-
do su apoptosis. A partir de las DC foliculares se de-
sarrollan sarcomas que pueden afectar a érganos no
linfoides®.

Tolerancia inmunoldgica mediada por células
dendriticas:

Las DC promueven la generacién de tolerancia inmu-
nolégica antigeno especifica como control homeosta-
tico de los fenémenos autoinmunes. Las DC timicas
promueven la eliminacién de los linfocitos T autorre-
activos, y las DC periféricas producen tolerancia in-
munolégica principalmente en su estado inmaduro o
semimaduro. En este estado, la presentacién antigé-
nica sin las moléculas coestimulatorias o en ausencia
de produccién de IL-12, inducird la aparicién de linfo-

Tabla 1. Receptores de quimiocinas expresados en las células
dendriticas

Receptores de quimiocinas Ligando Tipo de DC

CCRL MIP-1cx, RANTES, MIP-5 Inmadura

CCR2 MCP Inmadura

CCR4 MDC Inmadura

CCRS MIP-1ox, MIP-13 Inmadura

CCRG MIP-3c Inmadura

CXCR1 IL-8 Inmadura

CXCR4 SDF-1 Madura-inmadura
CCR7 MIP-33 Madura

CCR: CC motif quimioquina receptor; CXCR: CXC motif quimioquina receptor;

MIP: proteina inflamatoria macrofagica; MCP: proteina monocitaria quimioatractante;
MDC: quimiocina derivada de macrdfago; IL-8: interleucina 8; SDF-1: factor derivado
de estroma.

Tabla 2. Receptores para captura antigénica de las células
dendriticas

Clases de receptor Receptor Ligando
Lectina tipo C DC-SIGN VIH, micobacterias
DEC-205
BDCA2 ¢
Langerina
Receptor de manosa Glucanos bacterianos
Integrinas CD11b Agentes
CD11c opsonizados-
VB5 apoptéticos
Receptores Fc (D32 Inmunocomplejos
(D64

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

Figura 3. Células dendriticas dérmicas. Las DC residen en practicamente todos los tejidos en un estado inmaduro con gran capacidad
de captura antigénica. En la piel se distinguen, las células intersticiales (A) localizadas en la dermis (positividad para tinciéon con inmu-
nohistoquimica para S-100) y las células epidérmicas de Langerhans (positividad para CD1a) (B).
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Figura 4. Células dendriticas en 6rganos linfoides secundarios. Una vez capturado el antigeno e iniciado el proceso madurativo mediante
citocinas o activacion de los receptores Toll like, las DC migran a los 6rganos linfoides secundarios donde se localizan en las areas pa-
racorticales T para estimular a los linfocitos virgenes (A con tincion inmunohistoquimica S-100). Ademas existen DC foliculares (B con
tincién inmunohistoquimica para CD21) que se encargan de la seleccion clonal de los centroblastos con mutacién soméatica.

citos CD4 y CD8 reguladores que suprimen la res-
puesta inmunitaria mediante la secrecién de IL-10 y
TGE-B (poblaciones linfocitarias Th3 y Tr, respectiva-
mente). Las DC sufren proceso de parada madurativa
y adquieren caracteristicas “tolerogénicas” median-
te sustancias como esteroides, vitamina D3, IL-10,
TGE-B##" 0 CTLA-4 producido por la poblacién regu-
ladora no-antigeno especifica CD4+ CD25+%. Asimis-
mo las DC linfoplasmocitoides generadas a partir de
precursores CD123+ mediante CD40-L inducen esti-
mulacién T pero también Tr CD8 productoras de
IL-10%. Las DC tolerogénicas o semimaduras expre-
san indolamina 2,3-dioxigenasa que depleciona el
triptéfano con produccién de metabolitos que inhiben
la proliferacién de los linfocitos T#.

Existen actualmente estudios preclinicos en modelos
murinos del empleo de DC tolerogénicas para la pre-
vencién de la enfermedad de injerto contra-huésped
postrasplante alogénico de precursores hematopoy#éti-
cos®, para la prevencién del rechazo en el trasplante
de 6rganos solidos® y para el tratamiento de enfer-
medades autoinmunes®.

Aplicaciones clinicas: inmunoterapia
con ceélulas dendriticas en neoplasias
hematolégicas

El sistema inmunitario humano es capaz de producir
respuestas humorales y citotéxicas frente a antigenos
especificos tumorales®, lo cual ha llevado a desarrollar
protocolos de inmunoterapia para vacunaciones con
proteinas, péptidos y recientemente con DC. A dife-
rencia de las vacunas contra agentes infecciosos exter-
nos, la inmunoterapia antitumoral debe generar res-
puestas contra antigenos propios a los que el huésped
ha estado expuesto. Aun mas, las células neoplasicas
se han desarrollado consiguiendo escapar a la vigilan-
cia de los mecanismos inmunoldgicos. Los sistemas
de escape conocidos? incluyen la pérdida de molécu-
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las HLA clase I, mutaciones o pérdida de los antigenos
tumorales con potencial inmundgeno, alteraciones en
las vias de muerte celular con resistencia a la lisis, y
sintesis de citocinas como IL-10, TGF-B1 y factor de
crecimiento endotelio vascular (VEGEF) que bloquean
la maduracién de las DC convirtiéndolas en tolerogé-
nicas con aparicién de linfocitos T reguladores CD4+
CD25+, Th3 o Tr. Por tanto, los protocolos de inmu-
noterapia con DC deben en primer lugar purificar pre-
cursores dendriticos con gran capacidad de captura
antigénica, posteriormente pulsarlos con antigenos es-
pecificos tumorales y por dltimo proceder a su com-
pleta maduracién ex vivo fuera del ambiente tumoral
que inhibe su funcién. Una vez administradas, las DC
deberan alcanzar 6rganos linfoides secundarios y esti-
mular linfocitos T virgenes para generar respuesta in-
munitaria especificas detectables mediante ELIOS-
POT o tetrdmeros HLA®.

Obtencion de precursores dendriticos

La purificacién de DC a gran escala para protocolos de
inmunoterapia se realizaba inicialmente mediante
centrifugacion en gradiente de densidad para concen-
trar los precursores DC presentes en sangre periféri-
ca pero en muy baja frecuencia. Sin embargo, en los
ultimos afios, es posible obtener un nimero entre
1x10°y 1 x 10° de DC mediante técnicas de cultivo
ex vivo libres de suero pero que requieren condiciones
Good Manufacturing Practice (GMP) con el uso de ci-
tocinas exdgenas y el riesgo de contaminacién bacte-
riana 30,8840

1. Diferenciacion de monocitos de sangre periférica'®. Los
monocitos se purifican principalmente de produc-
tos de aféresis de sangre periférica mediante inmu-
noseleccién, elutriacién o adherencia. Posterior-
mente se diferencian a Mo-DC con GM-CSF y IL-4
(0 IL-183) y maduracién final con TNF o IL-1p, Pros-
taglandina E, (PGE,) e IL-6, todo lo cual requiere
cultivo ex vivo durante 6-10 dias.
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2. Diferenciacion de células CD34 positivas. Las células
se purifican también de productos de aféresis, mé-
dula ésea o cordén umbilical mediante inmunose-
leccién y se cultivan ex vivo con GM-CSF y TNF-a
durante 6-10 dias. Se genera una poblacién mixta
de células DC intersticiales y de Langerhans.

3. Diferenciacion de células leucémicas*'*. Las células
blasticas de leucemia aguda mieloblastica (LAM),
leucemia mieloide crénica (LMC) (blastos 0 mono-
citos), sindromes mielodisplasicos (SMD), leuce-
mia mielomonocitica crénica (LMMC) y excep-
cionalmente leucemia aguda linfoblastica (LAL),
pueden diferenciarse también a células con carac-
teristicas morfoldgicas y fenotipicas de DC, capa-
ces de generar respuestas inmunitarias T. General-
mente se emplean GM-CSE IL-4 y TNF durante
7-14 dias. Poseen la ventaja de estar dotadas intrin-
secamente de todos los antigenos tumorales, pero
pueden presentar defectos en maduracién y fun-
cién*, y para su uso clinico supondrian la reinfu-
sién al paciente de células tumorales.

4. Precursores dendriticos de sangre periférica. El empleo
de citocinas como G-CSF o FIt3L, aumenta consi-
derablemente el nimero de precursores dendriti-
cos en sangre periférica y por tanto en pacientes
afectados de neoplasias hematoldgicas candidatos
a procedimientos de terapia intensiva con rescate
autdlogo, los productos de aféresis pueden tedrica-
mente constituir una fuente atractiva, no sélo de
monocitos, sino de precursores dendriticos que
son facilmente purificables mediante inmunoselec-
cién. Esta estrategia acorta considerablemente el
tiempo de cultivo ex vivo ya que maduran rapida-
mente en 24-48 h. En nuestra experiencia es posi-
ble obtener aproximadamente un 1-2 x 10%kg de
pre-DC1 y pre-DC2% en pacientes con neoplasias
hematoldgicas. Los pacientes afectados de LAM,
movilizados con quimioterapia y G-CSF presentan
un numero incrementado de precursores DC1
(hasta 20 x 10/kg) que no pertenecen al clon tu-
moral ya que poseen caracteristicas policlonales
estudiadas mediante gen HUMARA o citogené-
tica®.

Apenas existen estudios comparativos de la capacidad
estimulatoria de respuesta antitumoral especifica
segun la fuente inicial de células DC (monocitos,
CD34 o precursores dendriticos). En la generacién de
respuestas a agentes externos como toxina tetanica,
las DC derivadas de precursores mieloides pre-DC1
ejercen mayor capacidad estimuladora de linfocitos T
que las Mo-DC*.

Carga con antigenos tumorales y vias de administracion

Las DC inmaduras obtenidas directamente de precur-
sores DC o diferenciadas desde monocitos o CD34
poseen gran capacidad de captura antigénica por lo
que deben ser dotadas con los antigenos tumorales
antes de someterlas al proceso final de maduracién ex
vivo. La exposicidn al antigeno se realiza en forma de

proteinas purificadas, complejos HLA-péptidos, o
transfectando las DC con ARN que codifica el antige-
no deseado permitiendo la presentacién en HLA cla-
se I. Para el desarrollo de protocolos de inmunoterapia

en las neoplasias hematolégicas existen las siguientes
posibilidades®®®:

1. Proteinas de fusién especificas tumorales con ca-
pacidad antigénica: ber-abl (p210 b3a2 y p190
ela2 en LMC y LAL-LAM, respectivamente),
Pml-RARa (leucemia promielocitica), Dek-can
(LAM con t[6;9]), TEL-AML (leucemias agudas con
t[12;21] y CBFB (LAM con Inv16).

2. Proteinas sobre-expresadas por alteraciones gené-
ticas: p53, N-Ras, survivina, WT'1, proteinasa 3,
MUCI.

3. Idiotipos de inmunoglobulinas: reordenamiento
clonal de los genes VD] en neoplasias linfoides B.

4. Cuando se desconoce el antigeno tumoral expresa-
do, las DC pueden exponerse a lisados de células
blasticas, fusionarse con los blastos para crear hi-
bridos, o transfectarse con todo el ARN tumoral®.

Existen pocos estudios comparando la capacidad in-
mundgena de las DC segln la modalidad de carga de
antigeno. La carga de DC mediante lisados tumorales
tiene la ventaja de la sencillez del protocolo, la pre-
sentacion via HLA-II y HLA-I por presentacién cruza-
da, la exposicién a todos antigenos con potencial in-
mundgeno, y la liberacién de proteinas del shock por
calor (hsp70) que inducen maduracién de las DC¥. Es-
tudios en modelos de LAM, demuestran que las es-
trategias de carga tumoral total en forma de hibridos
de fusién son las mas estimuladoras de respuestas
especificas”. En nuestro centro, hemos desarrollado
clones T citotéxicos especificos antileucemia em-
pleando DC mieloides policlonales obtenidas de los
productos de aféresis y cargadas mediante lisados tu-
morales en pacientes afectos de LAM.

La capacidad inmunogénica de las DC puede aumen-
tarse mediante el uso de adyuvantes como KLH y la
transfeccién de ARN para la sintesis de citocinas, prin-
cipalmente IL-12, o moléculas coestimulatorias. En
modelos murinos se infunden aproximadamente
1-5 % 10° DC pero el nimero éptimo de DC a infundir
en humanos no ha sido claramente establecido, em-
pledndose generalmente 1 x 10® DC e infusiones re-
petidas a las 3-4 semanas. La administracién intrave-
nosa tiene como principal inconveniente el rapido
secuestro pulmonar y hepético de las DC infundidas.
La administracién subcutdnea es la mas empleada,
consiguiendo alcanzar los ganglios linfaticos locales
aproximadamente un 2-5 % de las DC. Las DC pue-
den también inyectarse directamente en los ganglios
linfaticos locales o intratumoral para el desarrollo de
respuesta in situ.

Resultados clinicos en neoplasias hematologicas

La generacién a gran escala de DC y su procesamien-
to ex vivo ha permitido su uso en protocolos clinicos,
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principalmente fase I, para el tratamiento inmunote-
rapico de neoplasias hematolégicas***®. En términos
generales, el perfil de tolerancia es muy bueno con
escasas reacciones locales durante la infusién. No se
han producido fenémenos de autoinmunidad que ha-
bian sido comunicados en modelos murinos.

Linfoma no Hodgkin B

En 1996, Hsu et al publicaron el primer ensayo clini-
co con vacuna basada en DC pulsadas con la proteina
idiotipica generada en hibridoma, en 4 pacientes afec-
tados de linfoma folicular” y posteriormente su expe-
riencia global en 35 pacientes™. En total 10 pacientes
fueron tratados en recaida o persistencia de enferme-
dad tumoral. De ellos tres alcanzaron remisién com-
pleta (RC) pero sélo 1 paciente se mantiene 79 meses
posvacunacién. Un paciente consiguié respuesta par-
cial y 6 pacientes presentaron enfermedad progresi-
va. De los 25 pacientes tratados en primera RC tras
quimioterapia, fueron evaluables 22 y de ellos: 8 pre-
sentaron remisién completa 24-56 meses posvacu-
nacioén, 7 pacientes enfermedad estable 23-51 meses
y siete presentaron progresién de la enfermedad
16-51 meses posvacunacién. Debido a la biologia de
la enfermedad y la ausencia de grupo control en el es-
tudio, se puede concluir que las vacunas con DC pul-
sadas con idiotipo de inmunoglobulinas en linfoma
folicular, pueden inducir respuestas celulares e inmu-
nes especificas pero el impacto real sobre la evolu-
cién de la enfermedad atn no est4 establecido.

Mieloma miltiple

En 1998, Wen et al publicaron el primer paciente afec-
tado de mieloma multiple (MM) sometido a inmuno-
terapia con DC pulsadas con la paraproteina especifi-
ca purificada por cromatografia®. Se desarrollaron
respuestas celulares y humorales especificas antipara-
proteina pero con poco impacto sobre la evolucién
clinica. Desde entonces, se han publicado varios ensa-
yos clinicos incluyendo un total de méas de 100 pa-
cientes. A pesar de detectarse respuestas inmunitarias
especificas, la respuesta clinica suele ser pobre con
disminucién de los niveles de paraproteina en aproxi-
madamente un 20 % de los casos y disminucién de in-
filtracién plasmatica sélo excepcionalmente*®%2. La
presencia de paraproteina sérica secretada por las cé-
lulas plasmaticas puede causar neutralizacién de los
linfocitos T citotéxicos especificos y de los anticuer-
pos antiidiotipos. Ademas las DC de los pacientes
afectados de MM, debido a la regulacién anémala de
citocinas como IL-6, IL-10 y TGEF-B, presentan defec-
tos madurativos y poca capacidad inmunogénica®.

Leucemia mieloide crénica

En 1997, Choudhury et al*®, describieron la posibilidad
de generar DC Phi+ de monocitos o blastos de pacien-
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tes afectados de LMC y que poseian capacidad in-
trinseca para generar respuestas citotdxicas especifi-
cas. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado
que pueden presentar alteraciones en su maduracién y
disminucién en su capacidad inmunoestimuladora. Se
han publicado 3 series clinicas de pacientes que recibie-
ron vacunas con DC Phi+ evidencidndose la presencia
de respuestas T citotoxicas especificas pero sin reper-
cusién clinica™?.

Posibles aplicaciones en otras neoplasias
hematoldgicas

Se podrian emplear DC pulsadas con la proteina
LMP2A del virus de Epstein-Barr (VEB) en el trata-
miento de pacientes con enfermedad de Hodgkin ya
que han sido descritas respuestas a linfocitos citoté-
xicos anti-VEB. En leucemia linfdtica crénica, se ha
documentado la presencia de alteraciones cuantitati-
vas y cualitativas de las poblaciones dendriticas circu-
lantes. Se ha descrito el uso de DC pulsadas con li-
sados tumorales en pacientes afectados de linfoma
cutdneos T con respuestas clinicas de corta duracién®.
Recientemente Lee et al®” han descrito el uso de DC
derivadas de monocitos y pulsadas con lisado de blas-
tos leucémicos en 2 pacientes afectados de LMA en
recaida postrasplante autélogo, sin respuesta clinica.

Conclusiones

Los conocimientos adquiridos en la tltima década so-
bre la compleja biologia de las DC y sus capacidades
Unicas estimuladoras y reguladoras del sistema inmu-
noldgico, abren un apasionante campo de investiga-
cién clinica en enfermedades tumorales, infecciosas o
autoinmunitarias. La posibilidad de generar DC a es-
cala clinica, ha permitido disefiar protocolos de in-
munoterapia antitumoral, cuya tolerancia y seguri-
dad ya han sido testadas en ensayos clinicos fase I. Sin
embargo, a diferencia de los resultados en neoplasias
sélidas, principalmente en melanoma con respuestas
clinicas superiores a los protocolos de vacunacién
peptidica®, la respuesta inmunitaria generada posva-
cunacién en las neoplasias hematoldgicas parece ser
actualmente insuficiente para erradicar la enfermedad.
Las estrategias futuras que hay que desarrollar para
mejorar estos resultados incluyen la optimizacién de
los protocolos de pulsado con antigenos tumorales es-
pecificos sin fendmenos de escape, protocolos de cap-
tura antigénica mediante DEC-205, maduracién de las
DC mediante TLR especificos, empleo de DC2 con
gran capacidad de sintesis de INF-y y amplificacién de
la repuesta inmunitaria mediante administracién pos-
terior de péptidos, IL-12 o linfocitos T especificos.
Asimismo, el empleo de vacunas con DC en pacientes
en situacion clinica de remisién pero con altas posibi-
lidades de recaida, permitira a la respuesta inmunita-
ria generada destruir con mayor probabilidad las célu-
las tumorales residuales.
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Leucemia mieloide cronica: controversias terapéuticas actuales

E. OLAVARRIA
Hammersmith Hospital. Londres. Reino Unido.

Introduction

Chronic myeloid leukaemia (CML) is a haematopoi-
etic disorder characterised by the malignant expan-
sion of bone marrow stem cells. Its cytogenetic hall-
mark is a reciprocal t(9;22)(q34;q11) chromosomal
translocation that creates a derivative 9q+ and a small
22q, known as the Philadelphia (Ph) chromosome.
The latter harbors the BCR-ABL fusion gene encod-
ing a chimeric BCR-ABLprotein with a deregulated
tyrosine kinase activity, the expression of which has
been shown to be necessary and sufficient for the
transformed phenotype of CML cells. There has nev-
er been a more difficult time to advise an individual
newly diagnosed with chronic myeloid leukaemia.
Until recently the options comprised non-curative but
relatively non-toxic chemotherapy or potentially cur-
ative allogeneic stem cell transplantation (SCT) with
its attendant substantial toxicity'. The management
of CML has changed dramatically over recent years
with the introduction of specific tyrosine kinase in-
hibitors, the first example of which is Imatinib
(Glivec). Imatinib acts by inhibiting the kinase activi-
ty of the BCR-ABL oncoprotein, thereby blocking the
signal transduction pathways that underlie the
leukaemia; this in turn leads to death of affected cells?.
Imatinib occupies the ATP-binding site of the ABL
tyrosine kinase component of the BCR-ABL oncopro-
tein and maintains it in an inactive conformation. Al-
though in vitro studies have demonstrated selective
killing of CML haematopoietic cells, presumably re-
sulting from BCR-ABL kinase inhibition, its precise
mechanism of action in vivo is still unclear. Imatinib
was first administered to patients with CML in June
1998 in the USA and further clinical trials recruited
patients rapidly?®. As a consequence there is experi-
ence now with the treatment of more than 20,000 pa-
tients worldwide. The drug is administered orally, is
well tolerated, and has a manageable side-effect pro-
file*. Results from phase II/II trials demonstrate that
complete cytogenetic remissions (CCR) could be ob-
tained in many patients in all phases of CML3>%,

One thousand one hundred and six patients were ran-
domised in the Novartis ST1571-0106 study (IRIS
study)?. Newly diagnosed patients were allocated to
treatment with Imatinib alone at a dose of 400 mg
daily or interferon-alpha (target dose 5 MIU/m 2/day)

plus cytosine arabinoside (Ara-C) (20 mg/m 2/day for
10 days per month). At 18 months the rates of major
and complete cytogenetic responses were 92 % and
74 % for Imatinib alone versus 10 % and 2 % for in-
terferon-4 plus Ara-C (p < 0.001). In addition patients
treated with Imatinib had a significantly reduced risk
of progressing to accelerated phase. More recently,
Hughes et al (10) have reported that patients treated
with Imatinib are more likely to achieve a major mo-
lecular remission (> 3 log reduction in BCR-ABL tran-
scripts from baseline levels). These data need to ma-
ture and, although promising, will need confirmation.
The problem for physicians is that we must advise
the newly diagnosed patients with chronic phase
CML according to the facts that we know now and
not the facts that we hope we will know in the future.
It is highly likely that any treatment algorithm will re-
quire revision on more than one occasion over the
next few years.

Controversies

It is highly unusual that the introduction of novel, ef-
fective, and safe therapies for any malignancy results
in controversy regarding the optimal management of
the disease. However, this seems to be the current sit-
uation for CML. The long-term outcome for patients
with CML treated with Imatinib alone is unknown—
hence the dilemma. In advocating Imatinib as the
treatment of choice for all patients with CML we may
deny individual patients the chance of cure by a long-
standing and universally accepted therapy, namely
allo-SCT. As new information becomes available
from patients treated with Imatinib from diagnosis,
we must try to develop a wide range of prognostic
indicators to help distinguish patients for whom the
apparently safe option is not necessarily the correct
option, from those destined to have prolonged sur-
vival with targeted drug therapy:.

In addition, the introduction of Imatinib into clinical
practice has raised a number of other questions, in-
cluding the optimal use of this drug in terms of dose,
dosing schedules, duration of treatment, definitions of
response and conversely failure, and the continuing
management of patients who fail to achieve molecu-
lar responses.
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To transplant or not to transplant

At the present time there are broadly 2 approaches to
the management of the newly diagnosed patient. The
first is to offer all patients a trial of Imatinib and offer
transplant only to those patients who fail treatment
according to a pre-established set of guidelines for
lack or loss of response. The second is to continue to
discuss up-front allogeneic transplant with selected
groups of individuals for whom more aggressive ther-
apy is deemed appropriate.

The advantages of recommending Imatinib as first-line
therapy for all newly diagnosed patients are clear. The
results of the IRIS study of Imatinib alone versus
[EN-a plus Ara-C showed that the chance of remain-
ing progression free at 18 months was 97 % for pa-
tients receiving Imatinib alone versus 93 % for those
given IFN-a plus Ara-C. This was associated with a
considerable increase in the proportion of patients
achieving MCR and CCR at 87 % and 76 % for Ima-
tinib alone versus 34 % and 15 % for IFN-a plus
Ara-C (P < 0.001). By giving all newly diagnosed pa-
tients Imatinib, the immediate morbidity and mortal-
ity of allo-SCT will be avoided, perhaps indefinitely,
for some patients.

The disadvantages are also apparent. Despite the en-
couraging results of the IRIS study, 20-30 % of newly
diagnosed patients fail to achieve such a good re-
sponse. Furthermore, a number of questions concern-
ing Imatinib remain outstanding, not least of which
is whether the occurrence of MCR and CCR will
translate into a survival advantage. As mentioned ear-
lier, although the majority of patients achieve haema-
tological and cytogenetic remission, a very small pro-
portion achieves RT-PCR negativity for BCR-ABL''2,
This is in contrast to RT-PCR results in long-term sur-
vivors of allo-SCT, and raises the possibility that the
effects of Imatinib may not be durable. Furthermore,
an appreciable minority of those patients who re-
spond initially to Imatinib subsequently lose their re-
sponse in association with emergence of an Imatinib
resistant clone'®. The various mechanisms underlying
this resistance are probably heterogeneous but one
that is reasonably well defined is the “acquisition” of
mutations in the BCR-ABL kinase domain that impair
Imatinib binding!*'®. Some studies suggest that iden-
tification of such mutations, especially those present
in the phosphate-binding loop (P-loop) of the kinase
domain, is associated with a high probability of dis-
ease progression and relatively short survival®.

Definitions of success and failure to imatinib

In pursuing a strategy of offering a trial of Imatinib to
all patients it is important to have clear definitions of
both “response to” and “failure of” treatment, and a
plan for managing both of these situations. There are
some patterns of patient response (or lack of re-
sponse) that can be considered failure of treatment
without controversy. Any patient who has achieved a
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degree of response, haematological, cytogenetic, or
molecular, and then loses this response while still on
treatment, should be considered at risk of disease pro-
gression. An individual who fails to achieve haemato-
logical control is also unlikely to do well in the long
term. However, patients who have partial and/or
gradual changes in their cytogenetic responses are
more difficult to classify. Previously, we arbitrarily de-
cided that those patients, who had not achieved an
MCR at 12 months, were Imatinib “failures”. More re-
cently we have altered our definition of treatment
failure to a lack of CCR after 12 months treatment at
(at least) 400 mg/day. This change has been prompted
by the relatively small increase in the proportion of
patients achieving CCR at 18 months (76 %) com-
pared to 12 months (69 %) in the IRIS study and by
the knowledge that the best outcome of allo-SCT is
found in patients transplanted within 1 year of diag-
nosis. It would, therefore, be preferable to reduce the
duration of an Imatinib trial to less than 12 months.
Furthermore, there are data to suggest that the rapid-
ity of response may in itself be a prognostic indicator
of the likelihood of achievement of MCR and there-
fore possibly of progression-free survival.

Predicting survival with transplantation
strategies

With respect to up-front transplantation, a logical ap-
proach would be to restrict this to those patients like-
ly to do extremely well with allo-SCT (and for whom
it might be misguided to offer them an alternative
therapy) and those who are likely to do (or have
done) poorly with Imatinib. The question remains as
to whether these 2 groups can be accurately identi-
fied.

The factors influencing the outcome of allo-SCT are
well recognized. Age, disease status, disease duration,
recipient-donor gender combinations, and the source
of the transplant product have all been identified as
significantly influencing long-term survival. In recipi-
ents of unrelated transplant, CMV serostatus is also
influential. On the other hand, the applicability of
the Sokal and Hasford scores to the outcome of trans-
plantation has remained unclear. Very recently the
International Blood and Marrow Transplant Registry
(IBMTR) has analysed the impact of the two scores
on transplant outcome and found that they were en-
tirely non-predictive for survival. Gratwohl et al' for
the EBMT have developed a risk assessment score for
the outcome of transplant, which involves five prog-
nostic features (age at transplant, disease stage at
transplant, donor type, donor-recipient gender combi-
nation and the interval from diagnosis to transplant).
Using 3142 patients transplanted for CML from
1984-1999, the score was validated for transplant-re-
lated mortality, survival and disease-free survival.
More recently the IBMTR has confirmed the value of
the Gratwohl data using an additional data set com-
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prising 3211 patients. Attempts were made to im-
prove upon the original risk assessment by adding ad-
ditional factors such as Karnofsky performance score,
CMV antibody status of patient and donor, donor age
and donor/recipient ABO blood group compatibility.
Although the addition of the Karnofsky score im-
proved the discriminatory power of the model in the
learning set, it did not add sufficient information to
the validation set to warrant its inclusion in the origi-
nal Gratwohl risk assessment score'®.

Allo-SCT should be discussed with all young patients
with CML in chronic phase within the first year of di-
agnosis that have HLA-identical donors. The area of
debate must be the definition of “young.” For recipi-
ents of sibling transplant, this might be up to 45 years
of age, and up to 35 years for patients with unrelated
donors. If the Sokal or Hasford scores at diagnosis
suggest a good prognosis, then the ages might be
reduced. In contrast, for unrelated transplant if
both donor and recipient are CMV negative and
HLA-matched by high resolution typing, the defini-
tion of “young” might be more liberal.

Predicting survival with imatinib

The early identification of patients likely to do badly
with Imatinib is more problematic and probably im-
possible at this time. The Sokal score has been found
to correlate with outcome of treatment with Imatinib,
and can be used to distinguish groups of patients at
diagnosis. With the advent of gene expression profil-
ing it might be possible to identify a pattern associat-
ed with early disease progression on Imatinib. How-
ever, if this were related to the presence of very small
numbers of resistant cells with point mutations in the
kinase domain of BCR-ABL, the nature of the mi-
cro-array assays would preclude their detection.

We have defined a response to Imatinib as the
achievement of a CCR within 12 months of the on-
set of therapy. Patients who fail to respond or who
lose their response, even though they remain in
chronic phase, should be offered an allogeneic trans-
plant (conventional or RIC-SCT) as soon as possible if
they are of a suitable age and performance status and
have an available donor. However, allo-SCT will be
unsuitable for some of these patients and other ther-
apies should be investigated. Various possibilities in-
clude:

1. Continuing Imatinib at 400 mg/day.

2. Increasing the dose of Imatinib to 600 or 800 mg/day.

3. Adding another agent such as IEN-«, Ara-C, hy-
droxyurea, decitabine, or homoharringtonine.

4. Changing treatment to one or more of these

agents.

Considering an autologous transplant.

Entering the patient in a trial of one of the newly

available tyrosine kinase inhibitors, currently BMS

354825 (Dasatinab) (Bristol Myers Squibb) or

AMN107 (Novartis).

SRS

Biological features at diagnosis

The clinical features at diagnosis must, at least in patrt,
reflect the inherent biology of the individual disease.
A number of recent studies have attempted to identi-
fy factors underlying the molecular heterogeneity of
CML. Telomere length decreases with each division
in somatic cells and can be used as an indicator of the
proliferative history of any cell type. It seems that
telomere length is shorter in leukaemic cells than in
their normal counterparts, and in one study a short-
ened telomere length has been associated with a re-
duction in the duration of phase'. Approximately
70 % of patients express a reciprocal ABL-BCR pro-
tein derived from the derivative chromosome. The
presence or absence of the protein does not seem to
affect the clinical outcome to conventional therapy.
However, more recently the presence of deletions in
the region of the ABL-BCR gene was reported in
some 20 % of patients and appears to identify a sub-
group of patients with a particularly poor prognosis®.
To date the presence of such deletions does not ap-
pear to correlate with the expression of the ABL-BCR
fusion gene. The presence of additional chromosome
abnormalities in a patient who otherwise appears to
be in stable chronic phase is a criterion for accelerat-
ed phase in several disease stage classifications?!.
However the nature of the additional abnormality
may be more important than simply the presence of
additional derangements. An additional Philadelphia
chromosome at diagnosis may be perfectly compa-
tible with chronic phase whereas trisomy 8 and
isochromosome 17 are likely to be more ominous.
Since the introduction of Imatinib there have been
anecdotal reports of additional abnormalities in Ph
negative cells, a phenomenon previously observed
only rarely in patients rendered Ph negative in inter-
feron??. The significance of these changes is, as yet,
unclear. However, these molecular abnormalities may
reflect important information concerning the stability
of the disease and its underlying propensity for trans-
formation. Unpublished data from the Hammersmith
Hospital showed that patients with additional cyto-
genetic abnormalities do not respond to Imatinib and,
perhaps, in these cases treatment with Imatinib has
been detrimental. These and other factors may be
built into scoring systems in the future, further im-
proving individual treatment planning.

Imatinib mesylate in conjuction with stem
cell transplantation

Relatively few patients have received SCT after prior
Imatinib therapy. Those that have done so have pre-
dominantly been treated by both strategies for ad-
vanced phase disease. Although the great majority of
patients have engrafted there are insufficient data re-
lating to transplant related mortality, late graft failure
and disease relapse to assess the advisability of pre-
treatment with Imatinib before any planned trans-

haematologica/edicién espafola | 2005;90(Supl 1) | 23 |



XLVII Reunién Nacional de la AEHH y XXI Congreso Nacional de la SETH. Programa educacional

plant procedure. It should be born in mind that an
initial trial of Imatinib might affect the outcome after
allografting similarly to the impact of prolonged ther-
apy with interferon alpha.

A more interesting possibility is the use of Imatinib
after SCT. There are some data suggesting that Ima-
tinib is well tolerated after autologous and allogeneic
SCT. Donor lymphocyte infusions (DLI) have become
the treatment of choice for patients who relapse after
allogeneic SCT and durable molecular remissions are
achieved in the majority of patients relapsing into
chronic phase. GVHD and marrow aplasia remain the
two most important complications of DLI but when
an escalating dose schedule is used these problems are
greatly reduced®?. In a recent EBMT study, survival
after relapse was related to 5 factors: time from diag-
nosis to transplant, disease phase at transplant and at
relapse, time from transplant to relapse and donor
type”. The effects of individual adverse risk factors
were cumulative so that, patients with 2 or more ad-
verse features had a significantly reduced survival
(35 % vs 65 % at 5 years). Furthermore, DLI was less
effective in patients who developed GVHD after SCT.
The use of Imatinib after allogeneic SCT could po-
tentially offer many advantages. It could achieve re-
mission without GVHD and could be effective when
DLI has failed. It could also be used in combination
with lower doses of DLI to prevent GVHD.

A number of groups have now used Imatinib in the
management of patients relapsing after allogeneic
transplantation?®?. Most of these patients were treat-
ed for relapse into advanced phase disease, as DLI are
of limited value in this situation. Other patients were
treated for cytogenetic relapse or haematological re-
lapse into chronic phase, often in the presence of
on-going immunosuppression for GVHD and/or af-
ter failure of DLI. Some haematological, cytogenetic
and molecular remissions have been achieved al-
though the durability of these responses is as yet un-
known. Some of these patients received Imatinib rel-
atively shortly after DLI and responses could have
been as a result of lymphocyte infusions. Several pilot
studies are currently exploring the efficacy of Imatinib
given prophylactically after conventional or RIC-SCT.

New tyrosin kinase inhibitors

BMS-354825 is a dual abl and src inhibitor that
demonstrates significant efficacy in advanced Ima-
tinib-resistant and intolerant CML patients. It is
300-1000 times more potent than Imatinib in a range
of biochemical and cellular assays. In Phase I studies
for patients with Imatinib-resistant and Imatinib-in-
tolerant CML the agent appeared to be safe and well
tolerated. In addition it resulted in haematological and
cytogenetic responses. Of 36 patients treated in
chronic phase, 86 % (31 patients) achieved a complete
haematological response. 29 were evaluable for a cy-
togenetic response and 13 (45 %) developed CCyR
and a further 8 (28 %) a major cytogenetic response.
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Most BCR-ABL point mutations including P-loop mu-
tations responded to BMS-354825. However the
T315] mutation appears resistant to BMS-354825.
AMN107 is a more potent and more selective in-
hibitor than Imatinib of BCR-ABL autophosphoryla-
tion in BCR-ABL transfected haematopoietic and
leukaemic cells. It was found to increase survival in
murine BCR-ABLMPD models including Imatinib-re-
sistant mutants and it inhibits all tested Imatinib-re-
sistant point mutants of BCR-ABL (32 of 33) with the
exception of T315] mutants. AMN107 also actively
inhibits PDGFRA and B as well as KIT, and may have
a role in the management of patients with systemic
mastocytosis. 66 patients with CML in various phas-
es of the disease have been treated in a Phase [ trial
and were reported at the 2004 ASH meeting. Haema-
tological responses were observed in 91 %, 77 % and
55 % of patients in the chronic, accelerated and blastic
phases respectively. Major or complete cytogenetic
responses were also seen but follow-up was rather
too short to assess the incidence or durability of such
effects. Results in Ph-positive acute lymphoblastic
leukaemia were more disappointing.

Long-term term follow-up

The management of patients who achieve CCR but
who continue to have molecular evidence of disease
is highly controversial. In this context, managing a
clear “failure” might be considerably easier than man-
aging a partial success. These patients are not “cured”
of their disease and are therefore at risk of disease
progression. The simplest approach is to continue
treatment with regular molecular monitoring by
quantitative RT-PCR. If levels of residual disease
show a sustained increase, the patients can be offered
transplant if possible. Alternatively they, like patients
with cytogenetic responses other than complete,
might be suitable candidates for alternative strategies
within carefully conducted Phase II/IIl studies. Such
strategies include those listed above for Imatinib
non-responders with the additional choices of con-
ventional or reduced intensity allo-SCT where possi-
ble and adoptive immunotherapy.

Unanswered questions

Do we need to redefine the criteria for a MCR¢ Clear-
ly, if the vast majority of patients in chronic phase at
diagnosis achieve a complete cytogenetic remission,
then the continuous presence of even a small amount
of Ph+ metaphases may represent clear biologic re-
sistance rather than a partial response and may re-
quire transplantation or an alternative non-transplant
therapy.

Recently, emerging data from microarray studies may
allow for stratification and prediction of response to
Imatinib therapy. In such experiments, CD34 selected
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peripheral blood stem cells from patients in chronic
phase and blast crisis show clear differences in gene
expression patterns. With further validation, these
data at diagnosis would be invaluable, and would ne-
cessitate inclusion into current prognostic models. Ex-
perience with Imatinib has also highlighted a subset
of patients with accelerated disease defined by clonal
evolution only. These patients have rates of haema-
tological remission and MCR similar to chronic phase
patients and better than accelerated phase patients
with other clinical features of advanced disease.
Many groups have recently reported the identification
of additional cytogenetic abnormalities in cells which
are negative for the Philadelphia chromosome, most
commonly trisomy 8, monosomy 7, t(3,10) and oth-
ers. This highlights the importance of performing rou-
tine cytogenetic analysis (even in the presence of a
low and stable PCR value) in patients who have
achieved a complete cytogenetic remission. The true
significance of these finding remains unclear but with
myelodysplasia as a potential complication now de-
scribed during Imatinib therapy, the role of allogeneic
SCT may be revisited.

Summary

Our personal view is that the future management of
CML will continue to depend on a combination of ap-
proaches utilising both allografting and targeted drug
therapy. There is little doubt that the next decade will
witness the introduction of a number of agents capa-
ble of inhibiting signal transduction pathways at a
variety of levels. Combinations of these agents may
be highly effective in long-term control of malignant
cells. Until that time however we are obliged to treat
our patients (especially young ones) with the most ef-
fective therapy currently available. The future of
CML management must lie in devising individual
patient-specific strategies. At the present time, the
long-term outcome of treatment with Imatinib re-
mains uncertain. Patients must be evaluated for ad-
verse features at the time of diagnosis and repeatedly
throughout the course of their disease. Those who are
responding sub-optimally to their current therapy
should be offered alternative approaches in the con-
text of well-designed and well-recorded clinical stud-
ies. The possibilities for management are numerous
and exciting. However, our enthusiasm must be tem-
pered with an objective approach to the problem that
CML is a heterogeneous disease and, therefore, the
various subpopulations of patients differ from each
other in the nature of their response to individual
therapeutic regimens.
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Introduccion

La metilacién del nucleétido citosina es la tnica mo-
dificacién conocida que ocurre de forma endégena en
el ADN de los mamiferos y es debida a la adicién en-
zimatica de un grupo metilo al carbono en posicién
5 de la citosina' (fig. 1). La mayoria de las 5-metilcito-
sinas (6 mC) en el ADN humano estan presentes en
los dinucleétidos 5-CpG-3” (citosina-fosfato-guani-
na, CpG), los cuales no se encuentran uniformemen-
te distribuidos en el genoma ya que han sido deple-
cionados progresivamente de éste a lo largo de la
evolucién®. En el 98 % del genoma, los dinucledtidos
CpG aparecen una vez cada 100 dinucleétidos y se
encuentran fuertemente metilados con objeto de es-
tructurar la cromatina nuclear en un estado represivo
que impida la transcripcién de regiones poco ttiles y
potencialmente peligrosas del ADN, tales como las se-
cuencias repetitivas Alu o transposones®. Por contra,
pequenas regiones del ADN que van desde 200 pb
hasta varias kilobases, denominadas “islas CpG”, con-
tienen la frecuencia esperada de dinucleétidos CpG
(1 por cada 10 dinucleétidos)*®. Estas 4reas estan pro-
tegidas de la metilacién y se encuentran localizadas en
las regiones promotoras proximales de cerca del
50-60 % de todos los genes®, siendo esta ausencia de
metilacién un requisito bédsico para la transcripcién
activa y normal funcionamiento de los mismos.

Hasta hace pocos afos, se pensaba que s6lo una Unica
metiltransferasa del ADN, la DNMT1, era la res-
ponsable del mantenimiento de los patrones de me-
tilacién del genoma de las células adultas’. En la

NH, NH,
\ N \ N
) A ) A
N o N 0
Citosina 5-metil-citosina

Figura 1. La metilacion del ADN ocurre por la adicién enzimética
de un grupo metilo en el carbono 5 del nucleétido citosina.

actualidad, se han identificado otras dos DNMT bio-
légicamente activas, las DNMT3a y DNMT3b. La su-
presién o alteracién de los genes de las DNMT en el
ratén, de forma aislada o en combinacién, causa leta-
lidad embrionaria y ha conducido a la descripcién de
un modelo en el cual DNMT3a y DNMT3b son las
responsables de la metilacién establecida de novo, la
cual es mantenida en el tiempo y transmitida a la pro-

genie celular (la llamada herencia epigenética) por la
accién de la DNMT1E,

Funciones fisiologicas de la metilacion

La metilacion de las citosinas tiene una serie de fun-
ciones fisiolégicas, algunas de las cuales estan sufi-
cientemente probadas, mientras que otras son ain
activamente debatidas. En general, la metilacién de un
gen ejerce una funcién represora de la actividad del
mismo (fig. 2).

Durante el desarrollo, la inactivacién de uno de los
dos cromosomas X de las células femeninas ocurre
gracias a un proceso dependiente de la metilacién’.
Las islas CpG contenidas en la mayoria de los genes
del cromosoma X inactivo, incluyendo genes habitua-
les como HPRT, G6PD y PGK1, se encuentran meti-
ladas y en silencio transcripcional (sin funcién), presu-
miblemente para asegurar unos niveles equivalentes
de expresién tanto en hombres como en mujeres'’.
La metilacién es critica, también, para la expresién de
los llamados genes “impresos”. Mientras que la mayor
parte de los genes son expresados tanto por su alelo
materno como paterno, un nimero pequefo de ge-
nes “impresos” son expresados Unicamente por el ale-
lo procedente de la madre o del padre, pero no por
ambos'!. Este proceso supone la adquisicién de un
estado de cromatina cerrado e hipermetilacién del
ADN en uno de los alelos del gen de forma precoz en
las células germinales del padre o madre, lo que con-
duce a la expresiéon monoalélica del mismo'.

Por otra parte, aunque la metilacién del ADN no es un
sistema ampliamente usado por el ser humano para
regular la expresién normal de los genes, de hecho
disponemos de redes moleculares mas complejas y es-
pecializadas para esto, algunas veces la metilacién
consigue de forma fisiolégica este propésito. Es el
caso, por ejemplo, de aquellos genes cuya expresion
estd restringida a las células germinales del hombre o
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Figura 2. Papel central de la metilacion del ADN en la conducta normal y tumoral de las células.

la mujer y que no son expresados con posterioridad
en ningun tejido adulto, tales como las familias géni-
cas MAGE y LAGE®™. Mucho més debatido es el caso
de los genes especificos de tejidos, algunos de los cua-
les contienen islas CpG, mientras que otros sélo pre-
sentan escasos dinucleétidos CpG parcheados por sus
regiones promotoras. La metilacién se ha postulado
como uno de los mecanismos silenciadores de estos
genes especificos de tejidos en aquellos tipos celulares
donde no deberian ser expresados. Un ejemplo bien
caracterizado de este tipo de regulacién es el propor-
cionado por la adenosiltransferasa de metionina 1A y 2A
en los roedores!.

Finalmente, una de las mds atractivas funciones fisio-
légicas de la metilacién podria ser su papel en la re-
presién de secuencias parasitas del ADN™. Nuestro
genoma estd plagado con transposones y retrovirus
endégenos adquiridos a lo largo de la evolucién de
los hominidos. Nosotros podemos controlar estas se-
cuencias importadas mediante la represién transcrip-
cional directa mediada por varias proteinas del hués-
ped, pero nuestra principal linea de defensa contra
este inmenso nimero de secuencias extranas (mas del
35 % del total del genoma humano) puede ser la meti-
lacién del ADN. La metilacién de los promotores de
nuestros pardsitos intragenémicos inactiva estas se-
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cuencias y posteriormente las 5SmC son mutadas a ti-
minas que acabaran destruyendo las mismas.

Hipermetilacion en el cancer humano

La metilacién de las regiones promotoras de los ge-
nes es, en la actualidad, el evento epigenético (altera-
cién de la expresion de un gen sin que exista cambio
en la secuencia normal de los nucleétidos que lo com-
ponen) mejor caracterizado de las células tumorales;
se encuentra virtualmente en todos los tipos de neo-
plasias humanas y se asocia con el inapropiado silen-
cio transcripcional y pérdida de funcién de estos ge-
nes'®". Sorprendentemente, esta hipermetilacién es,
al menos, tan frecuente como las mutaciones o dele-
ciones que se presentan en los genes supresores de
tumores cldsicos y su importancia en la carcinogénesis
puede ser apreciada por los siguientes hechos:

1. Durante los Gltimos afios se ha constatado que la
metilacién anémala de los promotores se asocia a
una pérdida de la funcién del gen, la cual propor-
ciona una ventaja selectiva a las células neopldsicas
de la misma forma que lo hacen las mutaciones.
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Por ejemplo, los genes del sindrome de Von Hip-
pel-Lindau (VHL)'®, del cdncer de mama de comienzo
temprano 1 (BCRA1)" y de la cinasa serina/treonina
11 (STK11)*, cuyas mutaciones en la linea germi-
nal causan formas familiares de cancer renal, de
mama y de colon, respectivamente, son inactiva-
das epigenéticamente en las formas esporadicas de
los mismos.

2. Elsignificado funcional de la hipermetilacién de
los promotores de los genes supresores de tumores
puede ser también apreciada examinando las con-
secuencias de la inactivacién de copias individuales
de tales genes. El modelo en “dos golpes” de Knud-
son (two hits model) establece que las consecuencias
fenotipicas de la pérdida de funcién de un gen
supresor de tumores no pueden ser observadas a
menos que ambos alelos del gen se encuentren
inactivados en las células tumorales. Numero-
sos estudios demuestran que los tumores pueden
mantener mutaciones de forma estable en uno de
los alelos del gen, mientras que el otro alelo se en-
cuentra hipermetilado, conduciendo a la inactiva-
cién funcional del mismo?!??. De hecho, cuando
uno de los dos alelos estd mutado en un paciente
con una forma familiar de cancer, la hipermetila-
cién es frecuentemente observada como el segun-
do cambio inactivador.

3. La metilacién en el ADN predispone a la aparicién
de mutaciones durante la progresién tumoral. Esto
se observé inicialmente en el gen reparador del
ADN, MLH1?%, el cual se encuentra frecuentemen-
te hipermetilado en los tumores esporadicos que
presentan inestabilidad de microsatélites (inesta-
bilidad en el genoma ocasionada por un alto indi-
ce de mutaciones localizadas en pequenas regiones
repetitivas del ADN). La O%-metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT) es otro gen reparador
del ADN que es silenciado por metilacién en los
tumores de colén, pulmén y linfomas?%. La pro-
teina MGMT elimina las O°-metilguaninas induci-
das por agentes cancerigenos ya que éstas originan
mutaciones de G a A si no son reparadas. Los tu-
mores que presentan inactivacién del gen MGMT
estan predispuestos a la mutacién de genes supre-
sores de tumores, tales como p53 o K-RAS.

4. Otra importante observacién respecto a los ge-
nes supresores de tumores que son alterados por
mecanismos genéticos o epigenéticos es que se
encuentran, a menudo, en regiones genémicas ca-
racterizadas por su frecuente delecidn. Estas dele-
ciones cromosémicas causan pérdida de heterozigo-
cidad (LOH), la cual se emplea en el laboratorio para
la basqueda de genes supresores. Es interesante des-
tacar que existen regiones LOH en las cuales los
eventos epigenéticos, mas que las alteraciones gené-
ticas, parecen definir los genes importantes, tal y
como ocurre con los genes RASSF1A o HIC1 en los
canceres de pulmén, préstata y mama?’.

Ademads del efecto silenciador génico asociado a la
metilacién, es importante reconocer que la metila-
cién de las citosinas puede influenciar la tumorogéne-

sis por otros mecanismos. Esto ocurre porque las 5SmC
son por si mismas mutagénicas ya que sufren desa-
minacién hidrolitica espontédnea, causando transicio-
nes C-T%. De este modo, hasta el 50 % de las muta-
ciones puntuales que ocurren en la regién codificante
del gen supresor p53 acaecen en las 5mC?. La pre-
sencia de un grupo metilo en los dinucleétidos CpG
de este gen incrementa de forma sustancial la tasa de
mutaciones inducidas por las radiaciones ultravioletas
durante el desarrollo del cancer cutdneo®. Los dinu-
cleétidos CpG metilados son, también, las dianas pre-
feridas para las mutaciones de G a T, las cuales son in-
ducidas en las células de los mamiferos por los
benzopirenos del tabaco®.

Genes hipermetilados en el cancer

La metilacién de genes relacionados con el cancer apa-
rece en la mayoria de las vias moleculares que carac-
terizan la actividad tumoral. Genes implicados en la
regulacion del ciclo celular, reparacién del ADN, resis-
tencia a drogas, diferenciacién, apoptosis, angiogéne-
sis, metdstasis e invasién se encuentran patolégica-
mente silenciados por metilacién. Eventos similares
pueden ser inducidos quimica o genéticamente en
modelos murinos, que junto con estudios dindmicos y
funcionales muestran evidencias suficientes de que la
metilacién de las islas CpG contribuye directamente a
la aparicién de las neoplasias®?*. Esta metilacién abe-
rrante puede influenciar, también, la expresién de ge-
nes “impresos” en las células cancerigenas. La expre-
sién regulada por metilacién de una serie de genes
“impresos” es critica para el desarrollo embrionario,
pero en el microambiente de una célula tumoral, la
disregulacion de estos genes puede tener consecuen-
cias oncogénicas®.

La metilacién de los promotores génicos se ha obser-
vado en células que no son abiertamente malignas.
Por ejemplo, una extensa metilacién de islas CpG esta
presente en el tejido no displasico de pacientes con
eséfago de Barrett y adenocarcinoma asociado®. En
pacientes con cdncer gastrico, los promotores de los
genes p16'y E-cadherina se encuentran metilados tanto
en células tumorales como en mucosa gastrica nor-
mal®¢. Metilacién de p16, p14, MGMT y APC ocurre
en adenomas colorrectales® y de hAVILH1 en hiper-
plasias endometriales y colitis ulcerosa, ambas, lesio-
nes precursoras de canceres uterinos y colorrecta-
les37. Por tanto, la metilacién de las islas CpG no
puede considerarse una consecuencia del propio tu-
mor y su deteccién en tejidos de apariencia normal
antes de la conversiéon maligna ofrece la oportunidad
de usarla como marcador de lesiones precancerosas.
Un aspecto de extraordinaria importancia es el hecho
de que no todos los genes se encuentran metilados en
cada tipo de tumor, sino que el patrén de genes meti-
lados difiere en cada tipo de entidad maligna, deter-
minando un patrén de metilacién especifico de tu-
mor*. Entre el 70-90 % de las neoplasias humanas
presentan, al menos, un gen metilado. Algunos ge-
nes, como el inhibidor del ciclo celular p16, se en-
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Tabla 1. Genes frecuentemente metilados en las neoplasias
hematolégicas

Tipo de tumor Genes

Linfoma no Hodgkin DAPK, P57, P16, MGMT, GST, RARB2, CRBP1.
Mieloma miiltiple P16, S0CS-1, CDH1, P73, DAPK.
Leucemia mieloide crénica  ABL, BCR, CDH13.

Leucemia mieloblastica aguda P15, CDH1,SOCS-1, P73, DAPK, HIC1, RARB2, CRBP1

Tabla 2. Genes metilados en la leucemia linfoblastica aguda

Gen Localizacion Funcidn
ADAMTST 219212 Metaloproteasa
ADAMTSS ~ 21q21.3 Metaloproteasa
APAF-1 12923 Regulacion de la apoptosis
ASPP-1 6p22.1 Coestimulador de p53. Regulacion de la apoptosis
CDH1 16q22 Adhesion celular
CDH13 16¢24 Adhesion celular
DAPK 9q34 Regulacion de la apoptosis
DIABLO 12924.31 Regulacion de la apoptosis
DKK-3 11p15 Antagonista de la via de sefiales WNT
LATS-1 6q23-25 Control ciclo celular en G2-M
LATS-2 13q11-12 Control ciclo celular en G2-M/G1-S
NES-1 19913 Control del crecimiento y diferenciacion
P14 9p21 Control ciclo celular. Regulacion de la apoptosis
P15 9p21 Control ciclo celular en G1-S
P16 9p21 Control ciclo celular en G1-S
P57 11p15 Control ciclo celular en G1-S
P73 1p36 Control ciclo celular en G1-S
PARK-2 6q25-27 Ubiquitinacién
PTEN 10923 Adhesion celular/motilidad. Apoptosis. Angiogenesis.
Control ciclo celular. Transduccién de sefiales
SFRP-1 8p12-11.1  Antagonista via de sefiales Wnt
SFRP-2 4q31.3 Antagonista via de sefiales Wnt
SFRP-4 7pl4.1 Antagonista via de sefiales Wnt
SFRP-5 10q24.1 Antagonista via de sefiales Wnt
SHP-1 12p13 Inhibidor de la via Jak/STAT
SYK 9q22 Transduccion de sefiales
TMS-1 16p11-12 Regulacion de la apoptosis
WIF-1 12q14.3 Antagonista via de sefiales Wnt

cuentran metilados en una gran variedad de tumores
que incluyen los colorrectales, pulmonares, de mama,
vejiga, gliomas y melanomas, reflejando la extensa
contribucién de la disrupcién de la via de control celu-
lar ciclina D-retinoblastoma en el cancer humano. Otros
cambios, tales como la metilacién del gen reparador
MGMT o del gen proapoptético DAPK, también tie-
nen una amplia distribucién, mientras que la metila-
cién de p14 o APC son maés prevalente en los tumores
gastrointestinales, la de GSTP1 en neoplasias relacio-
nadas con esteroides y la metilacién de p73, p15 o p21
son casi exclusivas de las hemopatias* .
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Metilacion en Ias neoplasias hematologicas

Esta metilacién especifica de tumor también es evi-
dente en las neoplasias hematolégicas (tabla 1), siendo
en la leucemia linfobléstica aguda (LLA) donde mejor
se encuentra caracterizada (tabla 2). En los Gltimos
afios, nuestro grupo ha mostrado que la metilacién
de multiples genes es un fendmeno comun en las cé-
lulas LLA humanas y constituye el mecanismo mas
importante para inactivar genes relacionados con el
cancer en esta enfermedad**?. La metilacién en la
LLA participa en la inactivacién de tres vias molecu-
lares esenciales: eventos que disregulan la prolifera-
cién celular alterando: a) el punto de control tardio en
la transiciéon G1-S del ciclo celular, bien directamente
(inactivando p21, p15, p16 y p57) o indirectamente
(inactivando p73, PTEN, NES-1y LATS-2); b) alteran-
do también la transicién G2-M (inactivando LATS-1
y LATS-2), y ¢) inhibiendo los antagonistas de la via de
sefiales WNT/B-catenina (DKK-3); el programa apop-
tético (a través de la inactivacién de DAPK, p14,
TMS1, APAF-1, DIABLO y ASPP-1) y la adhesion ce-
lular (inactivando H-cadherina, E-cadherina, ADAMTS1
y ADAMTSS5). Todas estas anormalidades no deben
sorprendernos ya que, subyacente a la complejidad de
cada tumor, todos ellos presentan un cierto nimero
de “misiones criticas” que conducen a la célula tumo-
ral y a su progenie hacia la expansién incontrolada.
Una de estas es la disregulacién de la proliferacién ce-
lular, que junto a la obligada supresién de la apoptosis,
crean una plataforma minima necesaria para el de-
sarrollo neoplasico®. Nuestros datos demuestran que
enla LLA, esta plataforma comin se obtiene a través
de un mecanismo epigenético de metilacién. Mas
aun, aunque las anormalidades del gen supresor p53
son las mas frecuentes observadas en los tumores s6-
lidos™, estas lesiones son raras en la LLA®. Una hipé-
tesis que nace a la luz de nuestros resultados es que la
metilacién de los promotores en la LLA inactiva las
respuestas apoptdticas y de control de la proliferacién,
bien por encima (p14, DAPK, ASPP-1) o por debajo
(p21, APAF-1) de p53. Esto implica que en la LLA,
también existe una fuerte seleccién celular para perder
la funcionalidad de p53, pero en este caso, mediante
una via epigenética alternativa.

La metilacién no sélo interviene en la génesis de las
hemopatias, sino que esta claramente involucrada en
la progresién a la fase aguda de la leucemia mieloide
crénica (LMC) donde aparecen metilados los genes de
la calcitonina, ABL y BCR® y en las agudizaciones
de los sindromes mielodisplasicos, caracterizados por
la hipermetilacién de p15~.

Mecanismos por los que la metilacion génica causa
silencio transcripcional

Aunque la importancia funcional de la metilacién en
la pérdida de funcién génica estd claramente estable-
cida, los mecanismos moleculares implicados en este
proceso no estan totalmente dilucidados. Reciente-
mente, se ha demostrado la implicacién funcional de
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Figura 3. A) Célula normal. Configuracion tipica de una transcripcion activa (flechas al comienzo del exén 1), tres exones (rectangulos
ndmeros 1, 2 y 3) con una regiéon promotora no metilada en las islas CpG (circulos blancos). Las islas estan constituidas por una region
rica en CpG que esta protegida de la metilacién, mientras que las areas inmediatas debajo de la cadena, tanto dentro del cuerpo del gen
y en direccion 3’, muestran deplecion de CpG y fuerte metilacion (circulos negros) tipica de la mayor parte del genoma. La constitucion
de la cromatina en las islas es favorable a la transcripcion y se caracteriza por estar ampliamente distendida y presentar nucleosomas
no compactos con histonas acetiladas (6valos claros sobre el ADN). A diferencia de esto, las regiones sin islas CpG tienen cromatina es-
casamente distendida y nucleosomas compactos con histonas desacetiladas (6valos oscuros). Las islas son accesibles a los comple-
jos habituales de transcripcién constituidos por una acetilasa de histonas (HAT), un coactivador (CA) y factores de transcripcion (TF), pero
no interaccionan con las metiltransferasas del ADN (DNMT). Por el contrario, el complejo de transcripcion no interacciona con las regio-
nes metiladas que sin embargo son plenamente accesibles a las DNMT y presentan complejos proteicos constituidos por proteinas
que se unen a las citosinas metiladas (MBR halo oscuro) y desacetilasas de histonas (HDAC). B) Célula cancerigena. El gen muestra me-
tilacién aberrante y silencio transcripcional (X). La isla CpG esta ahora fuertemente metilada (circulo negros), plenamente accesible a las
DNMT y los nucleosomas contienen histonas desacetiladas y estan ain mas compactos con cromatina menos distendida (6valos oscu-
ros). Las islas CpG metiladas interactian ahora con los complejos MBP-HDAC y el complejo de transcripcion esta excluido de la region.
El area por debajo de la isla muestra la hipometilacion tipica del genoma de la célula tumoral, con débil interaccion con DNMT, con un
descenso del nimero de nucleosomas y pocos complejos MBP-HDAC.

la asociacién entre metilacién y una cromatina nuclear
inactiva desde el punto de vista transcripcional. Esta
misién esencial se realiza a través de proteinas que se
fijan de forma preferente a las 5SmC y que participan
en complejos que contienen desacetilasas de las histo-
nas®-% (fig. 3). Se han descrito al menos, dos o tres
complejos independientes. Uno constituido por la
proteina de unién a CpG metiladas, denominada
MECP2 y otros constituidos por las proteinas MBD2
y MBD3. Estos complejos contienen, a su vez, las de-
sacetilasas de histonas HDAC1 y/o HDAC2 y tam-
bién, algunos represores de la transcripcién. MECP2 y
MBD?2 son, ademas, capaces de reprimir la transcrip-
cién por si mismas y adicionalmente, MBD3 puede
residir en un complejo con Mi2/CHD que es una

proteina remodeladora de la cromatina nuclear. La
demostracion de estos complejos implica que la meti-
lacién del ADN actia sobre los genes a través de di-
versas vias: mediante el remodelaje de la cromatina
hacia un estado represivo y convirtiendo las histonas
y otras proteinas a un estado de no acetilacién.

Todo esto sugiere que la metilacién trabaja en coordi-
nacién con las proteinas con capacidad de unién a las
5mC y con las desacetilasas de las histonas para pro-
ducir el silencio transcripcional de los genes hiperme-
tilados en el cancer. Esto se realiza de la siguiente for-
ma dindmica (fig. 4): Normalmente, los promotores
de la mayoria de genes que se transcriben activamen-
te estdn ocupados simultdneamente por complejos
activadores y represores (fig. 4A)%. Los niveles de ex-
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Figura 4. A) Promotor no metilado. Se muestran las interacciones entre los complejos transcripcionales de activacion y represion para
una isla CpG promotora normal no metilada (las islas CpG estan representadas como estrellas blancas sobre el ADN) asociados con
“transcription-ready gene” [flecha negra dentro del circulo de la polimerasa Il (POL Il). Como se discute en el texto, tanto los factores ac-
tivadores de la transcripcion [(los activadores directos, A1, A2 y A3; coactivadores con actividad acetilasa de histonas y de otras protei-
nas, CBP (proteina que se une al AMP ciclico) y P/CAF (factor asociado a p300/CBP)] como los factores activadores de la represion (re-
presores directos, R1 y R2; correpresores, Sin3; histonas desacetilasa, HDAC) son representados cuando se unen a la regién promotora
en una situacion lista para la transcripcion. El nivel relativo de transcripcion es determinado por las senales celulares (flechas negras)
que influyen en la cantidad de los complejos y en el estado postranslacional, especialmente el estado de acetilacion de histonas y
otras proteinas. B) Promotor en un estado aberrante de hipermetilacion en una célula cancerigena (las estrellas negras representan
las islas CpG metiladas). Los signos de interrogacion indican la posibilidad de que senales celulares para transcribir un gen dado afec-
ten la vulnerabilidad del promotor CpG a la metilacion aberrante. En este escenario, el complejo de activacion de la transcripcion se re-
presenta como disperso y no tiene acceso al ADN, y un nuevo complejo represor es atado fuertemente al ADN por la presencia de una
proteina que se une a la citosina metilada (MBR representada por un halo claro alrededor de las CpG hipermetiladas). El exceso de HDAC
en el complejo represor mas la metilacion previenen el acceso de acetilasas, resultando en un incremento de la cromatina desacetilada,
el cual origina un silenciamiento del estado adecuado para la trancripcion (X sobre la Pol Il en lugar de comienzo de la transcripcion) del
gen. En este modelo, la inhibicién de la actividad desacetilasa de histonas por drogas como el tricostatin (TSA) no incrementaran la ex-
presion del gen a no ser que un grado de desmetilacion tal permita el reacceso de los complejos de activacion con actividad acetilasa.

presion del gen son determinados por sefiales intrace-
lulares que influencian, no sélo la cantidad de estos
complejos, sino de manera mas importante, las modi-
ficaciones postranslacionales tales como el estado de
acetilacién de las histonas. En este modelo, los pro-
motores metilados en las células malignas sufre una
desviacion hacia el silencio transcripcional mediante
2 eventos (fig. 4B). Primero, la metilacién puede ex-
cluir a los complejos activadores que presentan acti-
vidad acetilasa y segundo, las proteinas con capacidad
de unién a las 5mC pueden fijar complejos que con-
tienen represores de la transcripcién y desacetilasas de
las histonas.

Causas que originan la metilacion de las islas CpG

Una cuestién fundamental es saber si la hipermetila-
cién de las islas CpG aparece como un efecto esto-
céstico o si existen eventos predisponentes, tal y
como sugieren observaciones recientes. Los genes con
mayor densidad de metilacién en el cancer de colon
parecen predispuestos a este cambio como conse-
cuencia del envejecimiento®. Los promotores de estos
genes estan minimamente metilados en la mucosa co-
[6nica normal de los individuos jévenes incrementan-
dose con la edad y siendo maxima cuando aparece la
neoplasia. Incluso los genes supresores de tumores
clasicos, tales como p16 cuya metilacién no es depen-
diente de la edad, pueden estar predispuestos a la me-
tilacién. Tanto en la leucemia aguda mielobldstica

| 32 | haematologica/edicién espafiola | 2005;90(Supl 1)

como linfoblastica*®%%® aparece una metilacién coor-

dinada de varios genes, sugiriendo que la metilacién
de islas CpG esta relacionada con defectos especificos
de la metilacién en un subgrupo de pacientes, mas
que la metilacién de cada CpG individual represente
un evento al azar seguido por la seleccién de la célula
afectada®.

Dos modelos se han propuesto para explicar la meti-
lacién de las islas CpG:

1. El primero implica la pérdida de factores que nor-
malmente protegen a las islas CpG de la metila-
cién. Estos factores protectores podrian competir
de manera exitosa con las DNMT por las regiones
CpG. En estudios realizados en el promotor del
gen de la adenina fosforribosil transferasa (APRT),
los sitios de unién para el factor de transcripcién
Sp1 parecen ser criticos para la proteccién frente a
la metilacién®7°. Sin embargo, en el ratén knock-
out para Sp1, las islas CpG se encuentran no meti-
ladas, sugiriendo que esta proteina por si misma
no es capaz de ejercer una total protecciéon’’. Otros
factores candidatos incluyen coactivadores de la
transcripcién y los modificadores de la cromatina.
Entre los primeros se encuentran la proteina
CBP/p300 y el pCAF”? y entre los segundos, la fa-
milia proteica SWI/SNF”3.

2. Un segundo modelo considera que la metilacién
de las islas CpG es un proceso activo causado por
la accién coordinada de las diferentes DNMT,
como queda demostrado por dos eventos genéti-
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cos de las células tumorales, uno que ocurre de for-

ma natural y otro inducido experimentalmente:

—La translocacién que produce la proteina PML-
RARa en las células de la leucemia promielociti-
ca aguda induce represién en la transcripcién y
anormal metilacién del receptor B del 4cido reti-
noico (RARB). Esta metilacién ocurre de forma
concomitante con la aparicién de complejos que
contienen cada una de las tres DNMT en el pro-
motor RARB”.

— La inactivacién somatica del gen DNAMT1 en las
células del cancer de colon tiene poco efecto so-
bre la metilacién del ADN celular’®. Ademas, la
metilacién y silencio de genes tales como p16
persiste en estas células. Del mismo modo, cuan-
do DNMT3Db es inactivada en las células del can-
cer de colon, los promotores génicos contintian
metilados’. Sin embargo, cuando ambas, DNMT1
y DNMT3Db son delecionadas simultdneamente,
las células pierden practicamente su actividad
DNMT y la metilacién desaparece.

Uso practico de Ia metilacion

La metilacién de las islas CpG puede ser usada como
un marcador bioldgico de la transformacién maligna.
El desarrollo de la técnica de PCR especifica de meti-
lacién (MSP)”” ha popularizado estos estudios, ofre-
ciendo una forma rapida, sencilla y sensible de detec-
tar la metilacién génica (fig. 5). Esta estrategia es
interesante por tres aspectos: la sefial de la PCR es una
seflal positiva que no es enmascarada por las células
normales; la metilacién de los promotores aparece de
forma temprana en la evolucién tumoral, permitiendo
un diagndstico precoz y ademads, todos los tumores
parecen tener uno o mas /oc/ hipermetilados cuando
un panel de genes son estudiados de forma conjunta.
La metilacién aberrante de las islas CpG se ha em-
pleado como instrumento para la deteccién de células
neopldsicas en los lavados bronquioalveolares’®, gan-
glios linfaticos”, esputo® y suero®'.

La metilacién de los promotores de ciertos genes pue-
de emplearse para definir el prondstico, la respuesta al
tratamiento y establecer de forma mds precisa el gru-
po de riesgo en el que incluir al paciente. Por ejemplo,
la metilacién del gen p15 y p16 constituyen datos de
mal pronéstico en la LAM y en el mieloma multiple,
respectivamente® . Recientemente, nuestro grupo
ha analizado el estado de metilacién de 15 genes en
251 pacientes afectados de LLA*2848 En este estu-
dio, la metilacién simultdnea de un elevado nimero
de genes se asoci6 a una significativa reduccién de la
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia ge-
neral, tanto en nifos como en adultos. En adicién, en
grupos seleccionados de riesgo estratificados por alte-
raciones genéticas, la metilacién fue capaz de redefinir
el prondstico de los mismos. De este modo la metila-
cién génica empeora el prondstico de los pacientes
TEL-AMNL1 positivos, mientras que la ausencia de me-
tilacién mejora el pronédstico de la LLA BCR-ABL posi-
tiva*®. Esto sugiere que el patrén de metilacién es un
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Figura 5. Ejemplo representativo de MSP del gen de la cadheri-
na-E (CDH1) en muestras de pacientes con leucemia aguda linfo-
bastica. EI ADN es tratado con bisulfito que tiene la propiedad de
cambiar las citosinas no metiladas a timinas, mientras que las ci-
tosinas metiladas permanecen invariables. La amplificacion se
realiza sobre este ADN modificado empleando cebadores especi-
ficos para las secuencias metiladas y no metiladas.

nuevo marcador de riesgo en la LLA y que puede
complementar los andlisis inmunofenotipicos, citoge-
néticas y moleculares habituales. En la LMC, la metila-
cién de la cadherina-13, un gen que controla la adhesién
célula a célula se correlaciona significativamente con
una ausencia de respuesta citogenética al interferén®.
Una aplicacién directa de la metilacién en la toma de
decisiones terapéuticas proviene del silencio epigené-
tico del gen reparador del ADN MGAMT en pacientes
con linfoma difuso de células grandes®. La metila-
cién de este gen en pacientes con linfoma que recibian
regimenes que contenian ciclofosfamida se asocié a
un incremento significativo en la supervivencia gene-
ral y en la supervivencia libre de progresién. De este
modo, el silencio del gen MGAMT contribuye a una
mayor sensibilidad de las células linfomatosas a los
agentes alquilantes ya que las lesiones inducidas en el
ADN por la quimioterapia no pueden ser reparadas
adecuadamente llevando finalmente a las células de-
fectuosas a morir por apoptosis.

Finalmente, a diferencia de los cambios genéticos que
ocurren en el cancer, los cambios epigenéticos son po-
tencialmente reversibles y por tanto, existe la posibili-
dad de reactivar los genes silenciados por metilacién
con objeto de obtener un beneficio terapéutico. Los
agentes desmetilantes como la azacitidina o la 5-aza-
2-desoxicitidina (decitabina), son capaces de inducir la
expresion de genes silenciados por metilacién en cul-
tivos de lineas celulares malignas. Estos compuestos
deben incorporarse al ADN como un andlogo de las
citosinas y por tanto, pueden inducir efectos téxicos
inespecificos cuando se utilizan a altas dosis proba-
blemente por la induccién de dano en el ADN. Sin
embargo, su principal mecanismo de accién es por
una inhibicién irreversible de las DNMT®. En sindro-
mes mielodisplasicos (SMD) el empleo de 5-azaciti-
dina subcutdnea consigue una tasa de respuestas del
60 % y una significativa prolongacién del tiempo me-
dio hasta la transformacién®. En el mismo sentido, la
administracién prolongada de bajas dosis de decitabi-
na en infusién continua se asocia a una tasa de res-
puesta en SMD del 65 %*°. En LMC, el empleo de de-
citabina consigue respuestas objetivas en el 28 % de
los pacientes en crisis bléstica, en el 55 % de las fases
aceleradas y en el 63 % de los pacientes en fase coni-
ca’. Por otra parte, el empleo secuencial de agentes
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desmetilantes seguidos de inhibidores de las desace-
tilasas de las histonas (fenilbutirato) esta siendo inves-
tigado en la actualidad. Resultados preliminares indi-
can que dicha asociacién es capaz de inducir mejoria
en el 50 % de los pacientes con SMD o leucemia se-
cundaria a SMD?.

Hipometilacion del ADN en el cancer

La hipometilacién del ADN asociada al cancer huma-
no es tan prevalente como la hipermetilacién, pero es-
tos dos tipos de anormalidades epigenéticas afectan
secuencias gendmicas diferentes. La metilacién se ob-
serva con mayor frecuencia en las islas CpG de los
promotores de los genes, mientras que la hipometila-
cién afecta a las regiones repetitivas del ADN, espe-
cialmente a transposones y retrovirus endégenos (los
cuales constituyen la mayor parte de todas nuestras
secuencias gendmicas).

El significado biolégico de la hipometilacién en el can-
cer es menos conocido que el de la hipermetilacién,
sin embargo, estudios realizados en ratones demues-
tran que la hipometilacién inducida es capaz de pro-
ducir tumores en éstos”. En humanos, la alta frecuen-
cia de hipometilacién ligada al cancer, la naturaleza de
las secuencias afectadas y la ausencia de una asocia-
cién clara con la hipermetilacién hablan a favor de un
papel importante e independiente de la hipometila-
cién en la génesis y progresion tumoral®. La hipome-
tilacién del ADN podria favorecer la oncogénesis a
través de un aumento de la inestabilidad genémica o
mediante la activacién de oncogenes por una accién
cis o trams.

Aunque existen pocos trabajos que valoren el estado
de hipometilacién en neoplasias hematolégicas, nues-
tro grupo ha demostrado recientemente que la hipo-
metilacién del retrotransposén humano LINE-1 se
asocia a la transformacién de la LMC a crisis blastica y
ademds, constituye un factor de alto riesgo durante la
fase crénica asociandose a una falta de respuesta al in-
terferén e imatinib y a un acortamiento del tiempo

medio hasta la progresién®.

En conclusidn, la disrupcién de la maquinaria metila-
dora y sus consecuencias constituye un marcador
esencial del cancer humano situado al mismo nivel de
importancia que los eventos genéticos o ambientales.
Muchos aspectos son todavia desconocidos pero el
escenario presentado es prometedor para el mejor co-
nocimiento biolégico y manejo de las neoplasias.
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Alorreactividad en el trasplante alogénico

de progenitores hematopoyeticos
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Introduccion

El concepto de alorreactividad debe incluir a todas
aquellos fenémenos bioldgicos y clinicos que tienen
lugar como consecuencia de la interaccién entre célu-
las inmunocompetentes procedentes de dos indivi-
duos genéticamente distintos. Por tanto, si bien el
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
(alo-TPH) constituye el marco ideal para dichos fené-
menos, también se van a producir en trasplantes de
6rganos sélidos y en el intercambio feto-materno.
Los fendémenos alorreactivos que tienen especial tras-
cendencia en el alo-TPH son: el reconocimiento inmu-
ne que va a dar lugar a la enfermedad del injerto con-
tra el huésped (EICH) o al rechazo del inéculo, y el
establecimiento de quimerismo y de tolerancia pos-
trasplante. Esto se asocia tanto a factores genéticos
como clinicos.

Factores genéticos responsables de la EICH
en el alo-TPH a partir de un donante familiar
HLA-A-B-DRBL1 idéntico

Disparidades en genes HLA no tipificados
rutinariamente

Es raro entre hermanos HLA-A-B-DRB1 idénticos. La
disparidad en HLA-C es practicamente inexistente,
dado que la herencia en forma de haplotipo del brazo
corto del cromosoma 6 hace que sea dificil una doble
recombinacién entre los genes de HLA-A y HLA-B. La
disparidad en HLA-DQB1 es rara (< 1 %), debido al
estrecho desequilibrio de ligamiento entre HLA-DRB1 y
HLA-DQBI1. Sin embargo, la posibilidad de una recom-
binacién entre los genes del complejo HLA-DR-DQ y
el gen de HLA-DPB1 es mas posible, debido a la dis-
tancia entre dichos genes y a la presencia de un punto
de alta tasa de recombinacién. Cuando analizamos la
frecuencia de disparidad HLA-DPB1 entre hermanos
HLA-A-B-DRB1 idénticos, esta fue del 6 % aproxi-
madamente'. Al analizar la relevancia clinica de esta
disparidad, encontramos una mayor incidencia acu-
mulada de EICH aguda estadios II-IV en aquellos pa-

Trabajo realizado dentro del proyecto financiado con la beca FIS
P1020148.

cientes que tenian disparidad (66,7 % frente a 35,7 %),
pero no se observé efecto sobre la supervivencia glo-

bal?.

Antigenos menores de histocompatibilidad

Se trata de péptidos procedentes de la degradacién na-
tural de proteinas endégenas en el proteasoma. Para
actuar como antigenos menores de histocompatibili-
dad, estos péptidos deben ser polimérficos y ser capa-
ces de generar respuestas inmunitarias en caso de dis-
paridad®. Suelen tener dos alelos, uno de los cuales
serd capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria
cuando es presentado a los linfocitos del donante de
forma restringida por una molécula de HLA (siempre
y cuando el donante no tenga ese alelo en su dota-
cién genética). La tabla 1 muestra los antigenos meno-
res de histocompatibilidad conocidos en la actualidad.
El mecanismo por el cual uno de los alelos es capaz
de resultar inmunogénico es variable: en el caso de
HA-1 se debe a una mayor afinidad por la molécula
de HLA-A*0201, mientras que en el caso de HA-8 se
debe a una incapacidad del transporte del péptido no
inmunogénico por el sistema TAP, lo cual se traduce

Tabla 1. Antigenos menores de histocompatibilidad
humanos identificados

Antigeno menor  Péptido Elemento de restriccion Localizacion
HA-1 VLHDDLLEA HLA-A*0201 Tejido hematopoyético
HA-2 YIGEVLVSV HLA-A*0201 Tejido hematopoyético
HA-3 VTEPGTAQY HLA-A*0101 Todas las células
HA-8 RTLDKVLEV HLA-A*0201 Todas las células
H-Y (SMCY) FIDSYICQV HLA-A*0201 Todas las células
H-Y (SMCY) SPSVDKARAEL HLA-B*0702 Todas las células
H-Y (UTY) LPHNHTDL HLA-B*0801 Todas las células
H-Y (UTY) RESEEESVSL HLA-B*4001 Todas las células
H-Y (DBY) HIENFSDIDMGE ~ HLA-DQB1*05 Todas las células
H-Y (DFFRY) IVDCLTEMY HLA-A*0101 Todas las células
HB-1 EEKRGSLHVW HLA-B*44 Linfocitos B
ACC1 (BCL2A1)  DYLQYVLQI HLA-A*2402 Tejido hematopoyético
UGT2B17 AELLNIPFLY HLA-A*2902 APC, higado, intestino
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Figura 1. Impacto de la presencia de un mismatch HA-1 sobre la
incidencia de EICH aguda estadios IV tras trasplante alogénico a
partir de hermano HLA idéntico sin deplecion T. Andlisis basado en
225 trasplantes realizados a pacientes adultos entre 1995 y
2002 con acondicionamiento mieloablativo de la serie del Grupo
Espafiol de TPH (GETH).

Tabla 2. Implicacion de distintos polimorfismos en genes
productores de citocinas en el desarrollo de EICH

Polimorfismo Efecto Referencia
IL1 RaVNTR Aumenta la EICH crénica Cullup 2003
IL2(-330G/T)  Aumenta la EICH aguday crénica MacMillan 2003
IL6 (-174) Aumenta la EICH crénica Cavet 1999

Socié 2001
IFN+y Intron 1 Aumenta la EICH aguda Cavet 2001
TNFd3 Aumenta la EICH aguda Middleton 1998

Cavet 1999
TNFRII 196R Aumenta la EICH crénica Stark 2003
1L10-1064 Aumenta la EICH aguda y cronica  Lin 2003

Rocha 2002
TGF-B Aumenta la EICH aguda Hattori 2002

EICH: enfermedad injerto contra el huésped; TGF-3; factor transformador del crecimiento.

en una ausencia de este péptido a nivel de la superficie
celular. En el caso de los péptidos codificados por el
cromosoma Y, el mecanismo de inmunogenicidad se
debe, obviamente, a su ausencia en células femeninas.
Conocemos el impacto clinico de algunos de los anti-
genos menores de histocompatibilidad conocidos.
Asi, sabemos que una disparidad en el antigeno me-
nor HA-1 se asocia a una mayor incidencia de EICH
aguda estadios II-IV tras un alo-TPH emparentado sin
manipulacién del inéculo (fig. 1). Sin embargo, no se
ha podido demostrar una mayor incidencia de esta-
dios severos de EICH aguda ni un impacto sobre la su-
pervivencia®®.

También es conocido el efecto negativo sobre la su-
pervivencia postrasplante de una disparidad de sexo
entre donante y receptor (cuando el receptor es varén
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y su donante es mujer). Este efecto negativo viene me-
diado por la presentacién de los péptidos derivados
del cromosoma Y por las células presentadoras de an-
tigeno del receptor.

Otro de los antigenos menores que ha sido estudiado
en relacién a la aparicién de EICH aguda es HA-8. El
grupo de Seattle describié un aumento en la inciden-
cia de EICH estadios II-IV en presencia de una dispa-
ridad HA-86. Recientemente, nuestro grupo ha hecho
un estudio retrospectivo en pacientes adultos, demos-
trando un aumento de la incidencia de estadios seve-
ros (III-IV) de EICH aguda y una peor supervivencia
postrasplante en aquellos casos en que se detecté esta

disparidad.

Polimorfismos en genes productores de citocinas

Una vez se ha producido el fenémeno de alorrecono-
cimiento, la reaccién que da lugar a la EICH aguda
estd mediada por la secrecién de citocinas proinflama-
torias, tales como la IL-1, IL-2, TNF-a o IEN-y. Es por
ello que la presencia de polimorfismos en los genes
que codifican estas citocinas pueden dar lugar a un au-
mento o descenso en la secrecién de las mismas, in-
fluyendo en el desarrollo de la EICH’"°. Estos poli-
morfismos pueden estar presentes tanto en el donante
como en el receptor.

La tabla 2 muestra los polimorfismos en genes pro-
ductores de citocinas que se han asociado a EICH tras
trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Polimorfismos en genes relacionados con el sistema
inmunitario o con el metabolismo de farmacos

Se han descrito polimorfismos en los genes del recep-
tor de estrégenos y del receptor de la vitamina D. Es-
tos receptores tienen importantes efectos en el de-
sarrollo del sistema inmunitario. Asi, el polimorfismo
del intrén 8 del gen del receptor de la vitamina D' y el
polimorfismo del intrén 1 del gen del receptor de es-
trégenos'? se han asociado a una mayor incidencia de
EICH aguda y a una peor supervivencia tras alo-TPH.
Otros genes implicados con los mecanismos de defen-
sa ante microorganismos, como el gen de la mielope-
roxidasa, el gen MBL (mannose binding lectin) o los ge-
nes de los receptores para Fcy (Feylla, Illa y IIIb) se
han asociado con la tasa de infecciones tras alo-TPH.
Recientemente se ha descrito la relacién entre poli-
morfismos del complejo NOD2/CARD15 en el recep-
tor o en el donante con el desarrollo de EICH aguda®.
Este gen codifica un sensor intracitoplasmatico para
muramil-dipéptido, lo cual supone un mecanismo de
defensa antibacteriana en el epitelio intestinal. Poli-
morfismos de este gen se asocian a un descenso de la
actividad de respuesta antibacteriana del factor nu-
clear kB (NF-kB), facilitando el desarrollo de EICH.

Los polimorfismos en genes implicados en el meta-
bolismo de fadrmacos usados como profilaxis de la
EICH, tales como el metotrexato, pueden aumentar la
incidencia de EICH aguda al aumentar la capacidad de
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metabolizacién de determinadas enzimas (como la
metilén-tetrahidrofolato reductasa, MTHFR). Otros
polimorfismos en genes de la familia del citocromo
P450 (CYP2B6) se asocian a aumento de riesgo de mu-
cositis o de enfermedad venooclusiva hepatica.

Factores genéticos relacionados con EICH
en el alo-TPH a partir de un donante no
emparentado o familiar haploidéntico

Disparidades en genes HLA no tipificados
rutinariamente

Cléasicamente, la tipificacién HLA previa a trasplante
alogénico no emparentado se ha basado en técnicas
de baja resolucién para HLA de clase I (serologia) y
de alta resolucién para HLA-DRB1. Posteriormente,
estudios retrospectivos han demostrado una elevada
incidencia de disparidades ocultas a nivel de HLA de
clase I por alta resolucién y una elevada tasa de dis-
paridades en genes HLA de clase Il no tipificados ru-
tinariamente (HLA-DQB1 y -DPB1). Todos los estu-
dios ademds mostraron un aumento de incidencia de
EICH aguda y de mortalidad asociada con el procedi-
miento cuando se hacia un trasplante con disparida-
des HLA ocultas'™.

Actualmente se hace una tipificacién HLA de alta re-
solucién para los loci HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1,
lo cual hace que sea més dificil encontrar donantes
“idénticos”, pero probablemente favorezca la supervi-
vencia de los pacientes sometidos a este tipo de tras-
plantes. Por otra parte, se estan dedicando muchos es-
fuerzos en la deteccién de “mismatches permisibles”,
ya que sabemos que hay casos en que una Unica dis-
paridad HLA no se ha asociado a EICH.

Disparidades en genes KIR

Los genes del complejo KIR (killer inhibitory receptors)
pertenecen a la superfamila de las inmunoglobulinas y
codifican glucoproteinas de membrana que se expre-
san en células NK. Su funcién es la de reconocer alelos
concretos de HLA de clase I (basicamente HLA-C y
HLA-B), que actian como ligandos de los receptores
KIR, dando lugar a una sefal inhibitoria en la célula
NK. De esta manera, cuando una célula presenta un
alelo HLA propio a la célula NK, ésta no se activara.
En cambio, cuando el alelo de HLA que se presenta no
pertenece al mismo grupo, o bien si no se expresa
HLA en superficie (lo cual es un mecanismo de escape
tumoral), la célula NK se activard, ante la ausencia de
interaccién entre el receptor KIR y su ligando.

Cuando se hace un trasplante con disparidad HLA,
bésicamente en HLA-C, puede conllevar una falta de
reconocimiento de las células del receptor por las cé-
lulas NK del donante, lo que podria dar lugar a su des-
truccién por activacién NK. Por otra parte, dicha
incompatibilidad favoreceria la eliminacién de enfer-
medad minima residual. De hecho, se ha comunica-

do una menor tasa de recidiva leucémica en pacientes
trasplantados a partir de un donante no emparentado
con incompatibilidad KIR'.

NIMA

El concepto de NIMA (non-inherited maternal antigens)
se define como aquellos alelos HLA maternos que no
han sido heredados, pero ante los cuales puede haber
un cierto grado de tolerancia desencadenado por la
coexistencia de los sistemas inmunitarios de la madre
y del feto in utero. Basado en este concepto, se hipote-
tiza que un mismatch HLA que involucre a estos alelos
podria ser mejor tolerado que una disparidad de otro
tipo, y todo ello se correlaciona también con la posi-
ble existencia de microquimerismo hematopoyético a
largo plazo por intercambio feto-materno bidireccio-
nal. Recientemente, un grupo japonés ha publicado su
experiencia en trasplante alogénico haploidéntico, co-
municando una menor tasa de EICH aguda grave para
aquellos pacientes que fueron trasplantados a partir
de un donante dispar para los NIMA™.

Quimerismo y tolerancia postrasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos

Para que se inicie una reaccién del injerto contra el
huésped aguda es necesaria la existencia de dos con-
diciones desde el punto de vista del quimerismo: pri-
mero, que exista quimerismo completo del donante
en linfocitos T, y segundo, que hayan células presen-
tadoras de antigeno del receptor.

El hecho de que pacientes con quimerismo mixto de-
sarrollen raramente EICH supone que la coexistencia
de dos sistemas inmunitarios (el del receptor y el del
donante) da lugar a tolerancia, si bien puede asociarse
a un aumento de riesgo de recidiva de enfermedad
neoplésica.

En esta misma linea, se ha sugerido que el desarrollo
de microquimerismo hematopoyético después de un
trasplante de 6rgano sélido se asocia a una menor tasa
de rechazo del érgano trasplantado?.

Por el contrario, se ha descrito una mayor frecuencia
de microquimerismo hematopoyético de origen
feto-materno en pacientes afectados de enfermedades
autoinmunitarias. Se ha hipotetizado que este micro-
quimerismo linfoide seria el responsable del cuadro
clinico. En este sentido, la similitud clinica entre estas
enfermedades (esclerodermia, sindrome de Sjogren)
y la EICH crénica apoyaria esta teoria.

Consideraciones finales

Los fenémenos de alorreactividad son un pilar funda-
mental del trasplante alogénico de progenitores he-
matopoyéticos, tanto en su vertiente “positiva” (el
efecto del injerto contra la leucemia) como “negativa”
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(la EICH aguda). Hay factores genéticos asociados a
donante y receptor que no son modificables, excepto
cuando existen varios donantes HLA idénticos que
permitan escoger el mejor donante. Sin embargo, el
mejor conocimiento de estos factores puede ser util
para predecir el riesgo de EICH aguda de forma indi-
vidualizada, adaptando el régimen de inmunosupre-
sién o la manipulacién del indculo a cada paciente en
concreto.

El mejor conocimiento de los antigenos menores de
histocompatibilidad también favorecera el desarrollo
de estrategias de inmunoterapia dirigida contra anti-
genos restringidos a tejido hematopoyético o contra
antigenos tumorales como tratamiento de recidivas
postrasplante alogénico.
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Tratamiento del linfoma de células grandes B
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Introduccion

Ellinfoma difuso de células grandes (LCG) es el linfoma
no hodgkiniano (LNH) mas frecuente. Se origina en los
linfocitos B y es muy heterogéneo en sus caracteristicas
bioldgicas y clinicas. Esta diversidad ha sido reconocida
gracias a los avances moleculares, derivados de los
estudios de microarrays de expresién, lo que nos ha
permitido conocer, con mas detalle, los mecanismos
oncogénicos responsables que ponen en marcha el de-
sarrollo del linfoma. En base a las caracteristicas mo-
leculares, se han identificado dos subgrupos de LCG,
uno originado en linfocitos B del centro germinal (GCB)
y otro en linfocitos B activados (ACB). Cada subtipo
tiene una expresion de genes diferentes, lo que explica
la diversidad desde el punto de vista prondstico y clini-
co. Se ha reconocido un tercer tipo de linfoma, que no
expresa ni los genes del tipo GCB, ni los del tipo ACB.
El pronéstico y la clinica difieren notablemente de
unos casos a otros. En 1993, se publicé el Indice Pro-
nostico Internacional (IPI), basado exclusivamente en
variables clinicas, que nos permitié identificar cuatro
diferentes grupos prondsticos, lo que ha tenido una
gran repercusion en los nuevos protocolos terapéuti-
cos. Por otra parte, la incorporacién de las nuevas téc-
nicas radioldgicas, nos ha ayudado a conocer, con mas
detalle, la extension de la enfermedad y, sobre todo, la
respuesta terapéutica precoz, lo que tiene un gran in-
terés prondstico. Asi, el estudio de la tomografia de
emision por positrones (PET), realizado después del
tercer ciclo de quimioterapia tiene un gran valor pre-
dictivo prondstico, que, en la practica clinica, nos sir-
ve para modificar precozmente el tratamiento de los
pacientes con una PET-positiva.

Los factores de crecimiento granulomonociticos
(G-CSF y GM-CSF) han sido fundamentales para que
podamos aumentar la dosis de los quimioterapicos.
De esta forma, podemos aumentar la intensidad de
dosis de los antineoplasicos, ya sea escalando la dosis
en un periodo de tiempo dado, o acortando el tiempo
entre los ciclos, lo que nos permite “concentrar” la
dosis estandar de los farmacos. La escalada de dosis
puede llegar, en ocasiones, a niveles mieloablativos,
que requieren el rescate con células progenitoras he-
matopoyéticas.

La revolucién mas destacada en los altimos afios en
el tratamiento de los LCG, ha sido debida a los anti-
cuerpos monoclonales (AcMo), especialmente los

anti-CD20. El empleo de los AcMo en la clinica ha
cambiado las estrategias terapéuticas empleadas y,
ahora, es obligado contar con dichos agentes en el tra-
tamiento de muchos linfomas.

Tratamiento
Principios generales

El primer objetivo del tratamiento del linfoma de cé-
lulas grandes B es alcanzar una remisién completa
(RC) tan rdpidamente como sea posible, ya que sélo
los pacientes que alcanzan la RC tienen posibilidades
de curacién con la quimioterapia inicial. Para ello,
debe utilizarse el tratamiento de primera linea més
apropiado a la dosis maxima tolerada, porque una re-
duccién de dosis se acompana de una respuesta signi-
ficativamente mas baja.

Antes de iniciar el tratamiento debemos tener en
cuenta la edad del paciente, la situacién clinica y el
grupo prondstico al que pertenece. La supervivencia
de los LCG depende de diversos factores prondsticos
relacionados con las caracteristicas del enfermo, con la
masa tumoral y con la respuesta terapéutica. El IP],
basado en criterios clinicos, es una herramienta efi-
caz para definir diferentes grupos pronésticos de pa-
cientes con LCG, por lo que se ha mostrado dtil para
evaluar y comparar los diversos tratamientos.

La incorporacién de nuevas variables prondsticas,
como la B,-microglobulina y las alteraciones molecu-
lares, nos ayudara a definir mejor los grupos de riesgo
asi como el tratamiento mas apropiado para cada gru-
po prondstico. Un aspecto muy importante que debe
considerarse siempre en el tratamiento de los pacien-
tes con un LCG, es la respuesta precoz evaluada al ter-
cer ciclo de quimioterapia mediante una PET. La im-
portancia prondstica de este estudio es grande porque
tiene un alto poder predictivo negativo.

Tratamiento de primera linea

Enfermedad localizada

Se considera que un paciente tiene un linfoma locali-
zado cuando después de la valoracién de extension de
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la enfermedad, la masa tumoral es pequena (< 10 cm),
no presenta sintomas sistémicos y el estadio es [ o IE.
También se considera que la enfermedad esta locali-
zada en los estadios II o IIE cuando las dos areas gan-
glionares afectas son contiguas. Este grupo de pacien-
tes representa el 20 % de los LCG.

Los pacientes con enfermedad localizada tienen mas
posibilidades de curacién que los pacientes con enfer-
medad diseminada. El tratamiento estdndar hasta
1980 era la radioterapia local, pero la supervivencia li-
bre de enfermedad a los 5 afos era sélo del 50 %. Pos-
teriormente se demostr6 que la quimioterapia era,
también eficaz, pero los mejores resultados se han ob-
tenido cuando se combina la quimioterapia con la ra-
dioterapia de los campos afectados. El tratamiento
con 3 ciclos de CHOP seguido de radioterapia local a
la dosis de 45-50 Gy proporciona una supervivencia
superior al 80 %. Los resultados pueden mejorarse
s6lo con quimioterapia. En un estudio aleatorizado
del grupo GELA demostraron que tanto la supervi-
vencia global (SG) como la supervivencia libre de en-
fermedad (SLE) eran significativamente mejores en el
grupo que recibia quimioterapia basado en el esque-
ma ACVBD, comparado con la quimioterapia tipo
CHOP x 3 y radioterapia local.

Los pacientes con enfermedad localizada extranodal
deben estadiarse de forma muy precisa para estar se-
guros de que realmente la enfermedad estd localizada.
Los pacientes con linfoma géstrico o intestinal pueden
tener enfermedad oculta en otros lugares del tracto di-
gestivo o en el anillo de Waldeyer. En estos pacientes
la cirugfa cumple una funcién importante en el diag-
néstico y puede ser Gtil en el tratamiento. Sin embar-
go, no existe un modelo habitual de recidiva, por lo
que la quimioterapia se utiliza como forma primaria
de tratamiento.

Enfermedad avanzada

Un paciente tiene un LCG en estadios avanzados
cuando después de la valoracién de extensién presen-
ta un estadio II con dreas ganglionares afectadas no
contiguas, un estadio III o IV. El tratamiento de elec-
cién de estos pacientes se basa en las combinaciones
quimioterdpicas que incorporan una antraciclina, ha-
bitualmente la adriamicina. El régimen mas utilizado
es el CHOP con el que se han descrito RC en el
50-70 % de los pacientes tratados y supervivencias
prolongadas en el 30-40 % de los casos.

Para mejorar los resultados del CHOP, intentando
evitar la resistencia a los fadrmacos, se han descrito
nuevos esquemas quimioterdpicos que incorporan
farmacos nuevos y dosis mds elevadas. De esta forma
se desarrollaron los regimenes quimioterdpicos de se-
gunda y tercera generacién. El CHOP ha sido com-
parado en una prueba intergrupos, aleatorizada y
prospectiva con el m-BACOD, MACOP-B y ProMA-
CE-CytaBOM. Los resultados mostraron una res-
puesta terapéutica y supervivencia global similares
con una toxicidad mayor de los regimenes multifar-
macos, lo que sugiere que la adiccién de otros farma-
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cos a los componentes del CHOP no mejor6 los re-
sultados. Esto podria explicarse en parte por una re-
duccién en la intensidad de dosis de los dos farma-
cos mas activos, la ciclofosfamida y la doxorubicina,
en los esquemas terapéuticos de segunda y tercera
generacion para intentar evitar una toxicidad inacep-
table relacionada con el uso de muchos farmacos.
Actualmente el tratamiento de los LCG con enferme-
dad avanzada se realiza de acuerdo con el grupo pro-
néstico del IPI al que pertenecen. Los pacientes que
pertenecen a los grupos prondsticos favorables debe-
ran tratarse con los esquemas quimioterapicos con-
vencionales, con los que se consigue una RC en el
67-87 % de los casos y una posibilidad de curacién del
51-73 % para el grupo total, independientemente de la
edad, y del 69-83 % para los pacientes menores de
60 afos. Por el contrario, los pacientes de mal pro-
néstico alcanzan la RC en el 44-55 % y la probabilidad
de supervivencia a los 5 anos es del 26-43 % para to-
das las edades y del 32-46 % para los pacientes con
menos de 60 afos. Estos resultados son malos por lo
que se considera que los pacientes de mal prondstico
son buenos candidatos para investigar en ellos nuevos
tratamientos.

Progresos en el tratamiento en la era pre-rituximab

La forma de mejorar los resultados del CHOP ha sido
aumentar la dosis total de los farmacos administrando
o escalando la dosis en un intervalo de tiempo especi-
fico (intensidad de dosis) o reduciendo el intervalo de
tiempo entre los ciclos (densidad de dosis). De Vita ha
destacado la importancia de la intensidad de dosis en
los linfomas de células grandes, especialmente cuando
la enfermedad es sensible a los farmacos. En su estu-
dio comparé los resultados del CHOP a dosis plenas
con CHOP a mitad de dosis demostrando que los pa-
cientes que reciben menos dosis tienen una supervi-
vencia significativamente mads corta. En esta misma li-
nea, el grupo francés GELA ha demostrado que
cuando un paciente recibe menos del 70 % de la do-
sis programada, la evolucidn es significativamente
peor. Por el contrario, el incremento de la dosis de
adriamicina en los regimenes CHOP, m-BACOD y
MACOP-B tiene implicaciones pronésticas favora-
bles, segin el grupo de Stanford.

Grados maés altos de escalada de dosis han sido ex-
plorados en pacientes con LCG de mal prondstico, en
unos casos con dosis elevadas, pero no mieloablati-
vas, y en otros casos con dosis mieloablativas con so-
porte de CPH. Un primer intento de la escalada de do-
sis de los alquilantes y/o de las antraciclinas hasta
niveles no mieloablativos, sin soporte de células pro-
genitoras hematopoyéticas ha sido posible gracias a la
utilizacién de factores de crecimiento granulocitico
(G-CSF) o granulomonocitico (GM-CSF) en pacientes
con LCG de mal pronéstico con una toxicidad acep-
table. Esta estrategia ha sido eficaz en los pacientes j6-
venes de mal prondstico.

Una segunda posibilidad de intensificar la dosis es
administrar la dosis total en menos tiempo (densidad
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de dosis). Esto ha sido posible, también, gracias a la
utilizacién de los factores de crecimiento, que favore-
cen la recuperacién granulocitaria. El grupo aleman ha
demostrado que esta estrategia es posible adminis-
trando el CHOP convencional cada 14 dias, en vez de
cada 21 dias. Los resultados de sus trabajos demues-
tran la ventaja del CHOP-14 en los pacientes con LCG
de més de 60 afios y en los jévenes de buen pronés-
tico.

Otra opcién para aumentar la intensidad de dosis con-
siste en administrar quimioterapia hasta niveles mie-
loablativos seguida del rescate con CPH. El TCPH nos
permite administrar la maxima intensidad de dosis to-
lerada de los agentes quimioterapicos. De esta forma,
en ocasiones se puede vencer la resistencia a los far-
macos y conseguir algin tipo de respuesta en pacien-
tes refractarios. Los resultados del TCPH son mejores
que los de la quimioterapia y dependen de la quimio-
sensibilidad o resistencia de las células linfomatosas.
La tasa de respuesta completa es del 20 % para los
trasplantados con enfermedad resistente y del 80 %
para los que se trasplantan con enfermedad quimio-
sensible. La supervivencia global (SG) en los pacientes
trasplantados con enfermedad resistente es del 4 %, la
probabilidad de recaida es del 65 % y la mortalidad re-
lacionada con el trasplante es del 25 %. Los resulta-
dos son significativamente mejores cuando la enfer-
medad es sensible a la quimioterapia, la SG es del
45 %, la tasa de recidiva del 40 % y la mortalidad t6-
xica del 8 %. Estos resultados han sido confirmados
por un estudio prospectivo internacional realizado por
el grupo de Parma en pacientes con enfermedad qui-
miosensible. La tasa de respuesta fue significativa-
mente mas elevada en el grupo de pacientes trasplan-
tados que en los que recibieron quimioterapia con el
régimen DHAP 84 % frente a 44 %, respectivamente.
La SLE y la SG a los 5 aflos también fueron significa-
tivamente mejores en el grupo trasplantado que en el
de quimioterapia 46 % frente a 12 % (p = 0,001) y
53 % frente a 32 % (p = 0,03), respectivamente.

Una cuestion controvertida es la utilizacién del tras-
plante como consolidacién en pacientes que estan en
RC o formando parte del tratamiento inicial en pa-
cientes de mal prondstico. En diversos estudios re-
trospectivos se han descrito largas SLE en torno al
50 % en los pacientes trasplantados en 20 RC y por
encima del 70 % en los trasplantados en 10 RC. El gru-
po francés GELA ha publicado sus resultados compa-
rando una quimioterapia secuencial con el trasplante
en 541 pacientes que alcanzaron la RC. La SLE fue si-
milar en las dos ramas, pero habia diferencias signifi-
cativas a favor del trasplante cuando el andlisis se rea-
lizaba sélo en los pacientes con IPI de mal prondstico.
Gianni et al han demostrado que una quimioterapia
secuencial seguida de TCPH es superior al MACOP-B
en 98 pacientes con LCG de mal pronéstico. Sin em-
bargo, otros autores no han encontrado diferencias
entre la quimioterapia y el TCPH. En consecuencia,
el papel del TCPH como consolidacién sigue siendo
una cuestién abierta aunque parece ser que es mas efi-
caz en aquellos pacientes con un IPI de mal prondstico.

Importancia de los anticuerpos monoclonales

El rituximab es un anticuerpo monoclonal (AcMo)
quimérico, anti-CD20, aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) en 1997. Es eficaz cuando
se utiliza como tratamiento Unico en pacientes con
linfomas de células B refractarios a la quimioterapia o
en recaida.

La asociacién del rituximab con CHOP o con regime-
nes similares al CHOP se ha realizado en varios estu-
dios en pacientes con menos y con mds de 60 anos. El
grupo francés GELA ha realizado un estudio aleatori-
zado en pacientes con mas de 60 aflos comparando
8 ciclos de CHOP cada 3 semanas con y sin rituximab,
administrado el dia 1 de cada ciclo. La tasa de RC fue
significativamente mds alta en el grupo de pacientes
que recibié el AcMo (76 % frente a 63 %; p = 0,005).
La supervivencia libre de evento (SLE) y la supervi-
vencia global (SG), con una mediana de seguimiento
de 2 afos, fue, también, significativamente mejor en
el grupo que recibi6 rituximab, p < 0,001 y p = 0,007,
respectivamente. Ademds, en el grupo de pacientes
que recibi6 el AcMo, se redujo el riesgo de fallos del
tratamiento y de muertes. La actualizacién de los re-
sultados, con una mediana de 5 afios de seguimiento,
sirvi6 para confirmar el beneficio del rituximab en la
SG (58 % frente a 45 %; p = 0,007). Igualmente, han
demostrado que el CHOP-R es mas efectivo que el
CHOP sélo en los pacientes bcl-2 positivos, pero no
en los bcl-2 negativos.

En otro estudio intergrupos (MINT), se evalué la efi-
cacia del rituximab en pacientes j6venes (entre 18 y
60 afnos). Se incluyeron en el estudio a pacientes con
LCG-B, IPI 0-1, estadio II-IV y estadio I con masa
“bulky”. Los pacientes fueron aleatorizados para reci-
bir 6 ciclos de CHOP u otros similares a este régimen
con o sin rituximab a las dosis habituales. Se incluye-
ron a 828 pacientes, 413 en la rama del CHOP + R y
410 en la del CHOP. La tasa de RC (81 % frente a
67 %; p <0,0001), la progresién de la enfermedad du-
rante el tratamiento (4 % frente a 15 %; p < 0,00001),
el tiempo hasta el fallo del tratamiento (76 % frente a
60 %; p < 0,00001) y la supervivencia global a los
2 afos (94 % frente a 87 %; p < 0,001) fueron signifi-
cativamente mejores en el grupo de pacientes que re-
cibié rituximab. El problema fundamental de este
estudio es que no se incluyeron pacientes de IPI des-
favorable.

En un estudio intergrupos americano, se incluyeron a
632 pacientes en dos ramas que recibieron 6-8 ciclos
de CHOP-R (318) o CHOP (314). Se administraron
5 dosis de rituximab (375 mg/m?) los dias 7 y 3 ante-
riores al primer ciclo y 2 dias después de los ciclos 3,
5y 7.Los pacientes que respondieron (415), fueron
aleatorizados para recibir rituximab de mantenimien-
to (207) (4 dosis semanales de 375 mg/m? cada 6 me-
ses durante 2 afos) o nada (208). El estudio es com-
plicado y estd comunicado provisionalmente en
forma de abstract. Los resultados mas destacados son
que el rituximab mejora la supervivencia libre de pro-
gresién cuando se administra en la induccién con el
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CHOP o cuando se utiliza como tratamiento de man-
tenimiento, pero no existia ningtn beneficio del man-
tenimiento en los pacientes que ya habian recibido el
rituximab en la induccién. En un segundo andlisis, in-
tentado eliminar la influencia del rituximab del man-
tenimiento, la SG a los 3 afos era mejor en los pacien-
tes que recibieron el AcMo en la induccién (67 %
frente a 58 %; p = 0,05)

Los investigadores de la British Columbia realizaron
un estudio retrospectivo comparando 140 pacientes
de la era pre-rituximab con 152 del periodo post-ritu-
ximab. La SG a los 2 afos era significativamente mds
larga en la era post-rituximab para todos los pacien-
tes (78 % frente a 52 %; p < 0,001) y se mantenia las
diferencias en los menores de 60 anos (85 % frente a
67 %; p =0,02) y en los mayores de 60 afios (73 %
frente a 42 %; p = 0,0003).

En resumen, el rituximab ha mejorado las tasas de
respuesta y la supervivencia en los pacientes con
LCG, cuando se utiliza como tratamiento inicial en
combinacién con la quimioterapia de primera linea.
Sin embargo, en el momento actual no se conoce el
impacto que pueda tener en la supervivencia de los
enfermos cuando se utiliza como tratamiento de
mantenimiento.

Tratamiento de los pacientes en recaida
o refractarios

La evolucién de los pacientes que fallan al tratamiento
de primera linea o que recaen después de una remi-
sién inicial, es muy mala. El pronédstico de estos pa-
cientes, que representan mas del 50 % de los LCG, de-
pende de la sensibilidad de las células neoplasicas a la
quimioterapia. Los pacientes que tienen una enferme-
dad quimiosensible suelen responder bien a los trata-
mientos de segunda linea, sin embargo, cuando la en-
fermedad es refractaria, la respuesta es muy mala y
son muy pocas las opciones de curacién de estos en-
fermos.

Los regimenes de rescate utilizados en estos pacientes
se basan en la incorporacién de farmacos no inclui-
dos en los regimenes de primera linea tales como el
DHAP (dexametasona, citarabina y cisplatino), ES-
HAP (etopésido, cisplatino, metilprednisolona y cita-
rabina) y el ICE (ifosfamida, carboplatino y etopédsi-
do). En general, la tasa de respuesta oscila entre el
30-40 %, son de corta duracién y la supervivencia es
inferior al 10 %. En la actualidad, estos esquemas se
utilizan como parte inicial del tratamiento que acaba-
r4 con la utilizacién de altas dosis y rescate con células
progenitoras. En los pacientes quimiosensibles, el tra-
tamiento estandar ha sido el trasplante autélogo de
células progenitoras hematopoyeéticas (TACPH). En
un estudio aleatorizado prospectivo, estudio de Par-
ma, los pacientes fueron tratados con dos ciclos de
DHAP y los que respondian, respuesta completa o
buena respuesta parcial, se aleatorizaban para recibir
4 ciclos mas de DHAP o un TACPH con BEAM. La SG
a los 5 afios fue significativamente favorable al tras-
plante 53 % frente a 32 % (p = 0,03).

| 44 | haematologica/edicién espafola | 2005;90(Supl 1)

Los AcMo anti-CD20, ha mejorado notablemente la
tasa de respuesta, incluso en los pacientes refractarios
a la quimioterapia. La incorporacién de estos AcMo a
los esquemas quimioterapicos, mejora las opciones de
respuesta de estos pacientes. Los radioinmunoconju-
gados, AcMo unidos a is6topos radiactivos, es una
nueva opcién de tratamiento, muy atractiva, para es-
tos pacientes.
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Introduccioén

En el siglo x1x la “fraccién acuosa” de la sangre co-
menzé a considerarse de gran interés terapéutico, al
ser fuente de una serie de nuevos compuestos que no
podian ser sintetizados mediante los métodos quimi-
cos clésicos, debido a su complejidad estructural. Des-
de que en 1888, el cientifico aleman Hofmeister publi-
cara articulos que trataban sobre el comportamiento y
solubilidad de las proteinas plasmaticas usando sulfa-
to de amonio, continta aplicdndose el principio de
esta técnica de precipitacién-separacién para la puri-
ficacién de los componentes plasmaticos. Fue a partir
de la Segunda Guerra Mundial cuando més se han de-
sarrollado los métodos de separacién y concentracion
que permiten el aprovechamiento de la sangre hu-
mana para la preparacién de valiosos compuestos
biofarmacéuticos. Estos incluyen, entre otros, las in-
munoglobulinas para la inmunizacién pasiva; concen-

trados de factores de coagulacién para el tratamiento
de pacientes con hemofilia y enfermedades relacio-
nadas; albimina, para la restauracién de volumen; an-
titrombina para el manejo de deficiencias adquiridas y
congénitas; a-antitripsina para el tratamiento de pa-
cientes —enfisematosos y potencialmente aquellos con
fibrosis quistica— con deficiencias en esta antiprotea-
sa; y sistema adhesivo de fibrinégeno para aplicacio-
nes vasculares y quirtrgicas (tabla 1).

El potencial terapéutico del plasma, no obstante, se ha
oscurecido por dos hechos durante la década de los
afios 1980. En primer lugar, la aparicién del virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y su transmisién
a partir de hemoderivados, hizo que se priorizaran es-
fuerzos en garantizar la seguridad de estos compues-
tos, en lugar de continuar la investigacién y desarro-
llo de nuevos productos. En segundo lugar, el progreso
de la tecnologia de recombinacién genética ha abier-
to la perspectiva de que la extraccién de derivados

Tabla 1. Principales indicaciones de los derivados plasmaticos

Producto Indicacion
Plasma fresco congelado Revertir anticoagulacidn; déficit de factores coagulacion; recambio plasmético en PTT
Crioprecipitado Hipofibrinogenemia, déficit de factor XIII
Albiimina Paracentesis, sindrome hepatorrenal, recambio plasmético

Inmunoglobulina sérica inmune, IM
Inmunoglobulina IV
Inmunoglobulina hiperinmune

Fibrindgeno

Factor Vil

Factor VIIl

Factor IX

Concentrado de complejo protrombinasa
Concentrado de complejo protrombinasa activado
Factor von Willebrand

Factor XIll

Sistema de sellado de fibrina

Concentrado de proteina C

Antitrombina
Inhibidor de o;-antitripsina
Inhibidor de C1-esterasa

Profilaxis VHA o de otros agentes
Inmunodeficiencias, PTI, TPH alogénico, enfermedades de Kawasaki y de Guillain-Barré
Ver tabla 2

Hipofibrinogenemia; disfibrinogenemia congénita

Déficit congénito

Tratamiento de hemofilia A

Tratamiento de hemofilia B

Deficiencia de Fll, FVII, FIX o FX, sobredosis anticoagulantes

Inhibidores de FVIIl

Enfermedad de von Willebrand

Déficit de FXII

Promover hemostasia local en trastornos congénitos y adquiridos de la coagulacion
Deficiencia congénita de proteina C

Deficiencia de antitrombina
Deficiencia de antitripsina
Angioedema hereditario

PTT: pdrpura trombdtica trombocitopénica; VHA: virus de la hepatitis A; PTI: purpura trombocitopénica autoinmune; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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plasmaticos pueda pronto quedar obsoleta, ante la po-
sibilidad de tener acceso a cantidades ilimitadas de
equivalentes proteicos libres de virus, a un bajo coste.
Sin embargo, a pesar del optimismo inicial, existen
productos como las inmunoglobulinas que dificilmen-
te podran ser desplazados por alternativas recombi-
nantes. Ademads, la disponibilidad de los productos re-
combinantes puede estar limitada por el bajo nimero
de productores (en ocasiones un Gnico para un deter-
minado producto), mientras que la sangre humana
permite la produccién de varias proteinas a partir de
una tnica fuente. Adicionalmente, el desarrollo conti-
nuado de técnicas de eliminacién viral, ha posibilitado
que los derivados plasmaticos actualmente disponi-
bles cumplan con estandares muy exigentes de seguri-
dad. Asi la situacién actual justifica que se revise el fu-
turo de los hemoderivados plasmaticos.

Fuentes

Los hemoderivados plasmaticos, bien procedentes de
donaciones de sangre total o de plasmaféresis, pueden
ser divididos en dos grupos:

1. Productos derivados de donaciones individuales o
de pequefas mezclas del material original. Estos
derivados, por ejemplo los concentrados celulares
y los crioprecipitados, se fraccionan y distribuyen
en los centros de transfusién, y su calidad y segu-
ridad dependen casi exclusivamente de ellos.

2. Derivados plasmaticos producidos a escala indus-
trial de “pooles” del material inicial, a través de va-
rios procedimientos de separacién, y cuya calidad
y seguridad incluyen procesos que inactivan o eli-
minan contaminantes microbianos.

Proceso de fraccionamiento

El proceso de fraccionamiento comienza cuando la
sangre total se separa entre concentrados de hematies
y plasma. El componente plasmatico se congela y pos-
teriormente descongela. Los factores de coagulacién
se separan entonces del plasma en una serie de pasos
que incluyen la centrifugacién y el plasma residual se
fracciona en albimina, inmunoglobulinas inespecifi-
cas e hiperinmunes, y otros factores, como ay-anti-
tripsina y antitrombina. De 1 [ de pool de plasma se
obtendran 2 U (50 ml) de albimina al 25 %, 180-200 U
de factor VIII, 250-450 U de factor IX, y o bien 2,5 g
de inmunoglobulinas o globulinas hiperinmunes (p. ej.,
tétanos, hepatitis, o RhD).

Nivel de autosuficiencia de plasma en Espafia

Las recomendaciones de la Organizacién Mundial de
la Salud y del Consejo de Europa en el campo de la

sangre y hemoderivados en aras de una mayor segu-
ridad en su utilizacién, han promovido desde hace
afos la consecucion del autoabastecimiento en cada
pais, y un mayor control y seguridad de la sangre y
plasma procedentes de donantes altruistas. Actual-
mente, con la creacién de los Centros de Transfusién
Comunitarios, se ha alcanzado la autosuficiencia en
hemoderivados primarios (concentrados de hema-
ties, de plaquetas, y plasma fresco congelado), aunque
no en el caso de los hemoderivados procedentes de
plasma. Asi, un pais se considera autosuficiente en de-
rivados sanguineos cuando supera el indice de 43 a
45 donaciones por mil habitantes (s6lo alcanzado en
el afio 2003 en Navarra, Euskadi, Galicia y Cantabria),
presentando Espafa, una media de 38 donaciones por
mil habitantes. Aproximadamente el 71 % del plas-
ma disponible en nuestro pais se deriva a la industria,
calculandose que cada afo se importan entre 200.000
v 300.000 1. Los hemoderivados que condicionan pre-
ferentemente el que no se cubran todas las necesida-
des terapéuticas son el factor VIII de origen plasmati-
co (porcentaje de cobertura con plasma de origen
espafiol del 20 %), albamina (porcentaje de cobertura
del 53 %), e inmunoglobulinas intravenosas (porcen-
taje de cobertura del 65 %).

Hemoderivados
Plasma fresco congelado y crioprecipitado

El plasma fresco congelado (PFC) es la fuente primaria
de factores de coagulacién en pacientes con déficit de
éstos. Es el plasma que se obtiene de donaciones in-
dividuales de sangre y procesado en las primeras 6 h
de recoleccién. Este plasma se mantiene congelado a
-20 °C y una vez descongelado tiene una vida util de
24 h. Contiene aproximadamente 400 mg de fibriné-
geno y otros factores de coagulacién (V, VII, IX, XI,
antitrombina, proteina C o S). Cuando se lleva a cabo
la descongelacion lenta del plasma a temperatura dis-
cretamente por encima de la de congelacién se pro-
duce un depésito o crioprecipitado. Cada unidad de
crioprecipitado es un concentrado de factor VIII
(80-120 U), fibrinégeno (150-250 mg/dl), factor de von
Willebrand (FvW) (125-200 U), fibronectina, y factor
XIIL

EI PFC es el componente sanguineo que maés frecuen-
temente se emplea de forma inadecuada en la practica
clinica, lo que dificulta la autosuficiencia y encarece
el coste de los derivados de este producto. El resultado
de diversas auditorias llevadas a cabo en diversos pai-
ses muestra un empleo inadecuado de este hemoderi-
vado que oscila entre el 32 % en 15 centros escoce-
ses’, el 45 % en 2 hospitales canadienses?, el 60 % en
un hospital indio®, hasta el 96 % en un hospital mexi-
cano”. La guia recientemente publicada por el Comité
Britanico de Estandarizacién en Hematologia® refleja
la inadecuada indicacién del uso de PFC en el contex-
to de la coagulacién intravascular diseminada (CID)
sin sangrado, en revertir la anticoagulacién en ausen-
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Tabla 2. Principales indicaciones de las inmunoglobulinas
inespecificas

Diagndstico Dosis

Inmunodeficiencias
Deficiencias inmunes congénitas
0 adquiridas (p. €j., LLC, mieloma)
VIH avanzado e infecciones graves que
no responden a antivirales

100-400 mg/kg mensual, durante
3 meses. Después ajustar dosis
seg(in niveles de IgG

Enfermedades hematologicas

Trombocitopenia inmune idiopética (PTI)
0 asociada a VIH con plaquetas
<20x 10%1,0 <50 x 10%1
con sangrado

PTl en embarazo con plaquetas
<10 10%1,0 de 10-30 x 10%I
y sangrado

Trasplante hematopoyético alogénico,
para mitigar infecciones, neumonia
intersticial y EICH

1g/kg

Enfermedades neuroldgicas

Sindrome de Guillain-Barré

Polirradiculopatia desmielinizadora
cronica inflamatoria

Neuropatia motora multifocal

Miastenia gravis (en circunstancias
seleccionadas)

2 g/kg durante 2-5 dias

Enfermedades reumatoldgicas
Dermatomiositis
Sindrome de Kawasaki

2 g/kg durante 2 dias

LLC: leucemia linfatica crdnica; VIH: virus de inmunodeficiencia humana;
EICH: enfermedad injerto contra el huésped.

cia de hemorragia, y una utilidad limitada en la profi-
laxis de la biopsia hepatica. La indicaciones para el
empleo del PFC son revertir con urgencia el trata-
miento con anticoagulantes si existe hemorragia gra-
ve, corregir deficiencias tnicas de factores de coagula-
cién (fundamentalmente factor V) para los cuales no
haya disponibilidad del factor especifico y déficit de
varios factores de coagulacién asociados o no a CID
en presencia de sangrado; y para reemplazo en inter-
cambio plasmatico exclusivamente de pacientes con
purpura trombética trombocitopénica (para la cual
también se puede emplear el criosobrenadante). El
crioprecipitado se emplea para incrementar los niveles
de fibrindgeno en disfibrinogenemias e hipofibrinoge-
nemias congénitas, y en las presentes debidas a trans-
fusién masiva o a CID. Si se emplean para el sangrado
quirdrgico o traumatico, las dosis de PFC y de criopre-
cipitado deben ajustarse de acuerdo con los niveles
de coagulacién.

Albiimina

La albimina es la molécula presente en mayores con-
centraciones en el plasma. Puesto que no puede salir
de los capilares en las personas sanas, tiene un papel
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importante en el mantenimiento de la presién oncéti-
ca vascular. Cada 500 ml de albtimina al 5 % inyecta-
da incrementard en 750 ml el volumen intravascular.
En Espafa, el consumo de albimina en el afio 2002
fue de 217 g/1.000 personas (41,5 millones de euros),
superando al de paises como Canadé o Reino Unido.
Enjulio de 1998 se publicé un metaanalisis de ensayos
clinicos en enfermos criticos tratados con albimina,
que mostré un incremento de la mortalidad del 7 %
comparado con pacientes que no habian sido trata-
dos, o que recibieron cristaloides®. En la actualidad
no existe evidencia de que la albimina sea superior a
los cristaloides en los subgrupos de pacientes con hi-
povolemia, hipoalbuminemia, ni en pacientes con
sangrados graves’, y no se dispone de datos suficien-
tes que indiquen una superioridad de este tratamiento
en el contexto de la hipotensién durante la dialisis o
en cirugia cardiaca. Teniendo en cuenta el coste de la
albimina (117 € por 500 ml), comparado con el de
otros expansores de volumen que no son derivados
sanguineos, como el hidroxialmidén (56 €), o el suero
salino (2 €), habria que limitar el uso de la albumina a
aquellas situaciones en los que existe evidencia cienti-
fica del beneficio de su uso. Esto es, en el contexto de
paracentesis evacuadoras de mds de 5 1, sindrome he-
patorrenal, y en intercambio plasmatico, a excepcién
de la purpura trombética trombocitopénica.

Inmunoglobulinas

El uso de las inmunoglobulinas inespecificas (prepara-
cién al 90 %) ha experimentado un incremento signi-
ficativo en los Gltimos afios. Las inmunoglobulinas
humanas para uso intravenoso tienen como principa-
les indicaciones clinicas la terapia sustitutiva en défi-
cit congénitos o adquiridos y la terapia inmuno-
moduladora en una gran variedad de patologias
autoinmunes (tabla 2). Una de las principales limita-
ciones del uso de las inmunoglobulinas es su coste,
que se sitUa en torno a los 75 €/g. Asi, un curso Unico
de tratamiento de un paciente de 70 kg con la dosis
habitualmente prescrita de 1 g/kg/dia durante 2 dias
cuesta 10.000 €, lo que supuso en Espafa en el afo
2002 un gasto de 112,5 millones de euros. Otro de los
aspectos que hay que valorar con el empleo de inmu-
noglobulinas intravenosas es la posibilidad de reaccio-
nes adversas, que van desde ansiedad, inestabilidad
hemodindmica, nduseas, eventos tromboembdlicos,
fallo renal, meningitis aséptica o anafilaxia.

Las globulinas inmunes séricas (preparacion al 16 %),
de empleo intramuscular, contienen titulos eleva-
dos de anticuerpos contra numerosos agentes infec-
ciosos. Este producto continta siendo el principal tra-
tamiento en la prevencion de los brotes de hepatitis A,
en militares, y para aquellas personas que viajan a re-
giones endémicas de hepatitis A.

Existen también preparaciones de inmunoglobulinas
especificas, que son productos plasmaticos que con-
sisten fundamentalmente en anticuerpos contra un
material extrafio ajeno. Para preparar estos productos
se precisa de plasma, generalmente mediante selec-
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Tabla 3. Inmunoglobulinas especificas

Inmunoglobulina especifica Via Indicacion Dosificacion
Antitetanica M Profilaxis 250-500 U
Tratamiento 3.000-6.000 U

Antihepatitis B M Profilaxis postexposicion en asociacion a vacuna hepatitis B 0,06 mi/kg,y repetir la dosis a los 28-30 dias de la exposicion
Antirrébica M Profilaxis postexposicion, en asociacion a vacuna antirrdbica Adultos y nifios: 20 U/kg
Anti-Rh(D) M Profilaxis pre y postexposicion 200-300 g

Sca (1.000-1.500 U)

IV
Anti-CMV v Profilaxis en trasplantes Dosis inicial 150 mg/Kg
Anti-VRS v Profilaxis infeccion por VRS en lactantes y nifios de alto riesgo 750 mg/kg/mes
Antivaricela-zoster IM Profilaxis preexposicion en pacientes de riesgo 10 U/kg

aVia subcutdnea en pacientes con trombocitopenia o alteraciones graves de la coagulacion.
bPirpura trombocitopénica idiopatica.
CMV: citomegalovirus; VRS: virus respiratorio sincitial.

cién de donantes que son hiperinmunes a determi-
nados microorganismos o al antigeno RhD. Tras la
administracién de la gammaglobulina especifica (ta-
bla 3), se consigue asi la inmunizacién pasiva del
sujeto.

Factores de coagulacion

En los paises desarrollados, el tratamiento de eleccién
para la hemofilia A y B son los concentrados de fac-
tores de coagulacién recombinantes. No obstante, in-
dependientemente de consideraciones de coste y dis-
ponibilidad de estos, todavia se requiere la terapia de
reemplazo derivada del plasma para pacientes con in-
hibidores, con enfermedad de von Willebrand, en la
induccién de la tolerancia inmunitaria, y para el trata-
miento de deficiencias poco frecuentes de proteinas
procoagulantes o anticoagulantes (tabla 4°).

Puesto que el tratamiento con concentrados de facto-
res de la coagulacién derivados del plasma ha causado
la transmisién de enfermedades virales, como la hepa-
titis y el VIH, es importante asegurar que los produc-
tos que se emplean sean seguros y libres de carga
virica. Desde la década de los afios 1980, las agencias
reguladoras y los productores de derivados plasmati-
cos para uso clinico se han hecho eco de esta preocu-
pacién, y han desarrollado una serie de medidas, para
reducir —si no eliminar— este riesgo. Basicamente, es-
tas se basan en:

1. Seleccionar adecuadamente la sangre y los donan-

tes.

Realizar un cribado riguroso del plasma.

. Eliminacién de los virus contaminantes durante el
proceso de produccién.

0 1

Fibrinégeno

Los concentrados de fibrin6geno se obtienen de la pri-
mera fraccién precipitada del proceso de Cohn. Se
emplea para el control de las hemorragias en las defi-

ciencias congénitas de fibrinégeno. Teniendo en cuen-
ta la larga semivida del fibrinégeno (2-4 dias), se pue-
de llevar a cabo una profilaxis regular con infusiones
semanales del concentrado. Esto se recomienda en pa-
cientes que sangran frecuentemente y en érganos cri-
ticos, como musculos, articulaciones, tracto gastroin-
testinal y sistema nervioso central. En Espafa, no
existe ningtn concentrado de fibrinégeno comercia-
lizado, debiéndose obtener como medicamento ex-
tranjero.

Concentrados de complejo protrombinasa (CCP)
y concentrados de complejo protrombinasa
activados (CCPa)

Los concentrados del complejo de la protrombinasa
(CCP) consisten en un producto que contiene los fac-
tores II, IX, y X. El factor VII también puede estar pre-
sente segin el método de produccién. Su indicacién
es en el tratamiento del sangrado o en la profilaxis
perioperatoria de pacientes con: a) deficiencias congé-
nitas de factores de la coagulacién dependientes de la
vitamina K, cuando el producto de factor de coagula-
cién especifico purificado no esta disponible, o 4) de-
ficiencias adquiridas de factores de la coagulacién de-
pendientes de la vitamina K (p. ej., en tratamientos
anticoagulantes, cuando se requiere una reversién ra-
pida del efecto). Los concentrados de complejo pro-
trombinasa activados se emplean para tratar hemofili-
cos con inhibidores. Este producto es efectivo en
controlar el sangrado de articulaciones y tejidos blan-
dos en el 80 % de estos pacientes’.

La terapia con CCP o CCPa resulta cara, genera res-
puestas hemostaticas poco predecibles, carece de mé-
todos para la monitorizacién de la eficacia clinica, y
conlleva riesgo de complicaciones importantes, como
trombosis incluyendo infarto se miocardio. Como
guia general, la dosis efectiva de CCPa se sitta en ran-
gos entre 75-100 U/kg, con administracién cada 12 h,
puesto que dosis mds frecuentes pueden incrementar
el riesgo trombético.
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Tabla 4. Tratamiento de sustitucion de deficiencias de proteinas de coagulacion

Deficiencia Cirugia mayor Cirugia menor Sangrado espontaneo Comentarios

Fibrinégeno  Concentrado (20-30 mg/kg) PFC (15-20 mi/kg) PFC (15-20 ml/Kg) Profilaxis con concentrado semanal
PFC (15-20 ml/kg) Nivel: > 50 mg/dl, 2-3 dias  Nivel: > 50 mg/dl hasta cese (20-30 mg/kg) si el sangrado
Crioprecipitado (1/10 kg) hemorragia espontaneo es frecuente y severo
Nivel: > 50 mg/dl hasta cicatrizacion

Protrombina  CCP (20-30 U/kg) PFC (15-20 mi/kg) PFC (15-20 mi/kg) Tras CCP, FVII, FIX, y FX no deberfan
PFC (15-20 ml/kg) Nivel: > 30 %, 2-3 dias exceder el 150 %

Nivel: > 30 % hasta cese hemorragia
Nivel: > 30 % hasta cicatrizacién

) PFC (15-20 mi/kg) Como en cirugia mayor
Nivel: > 20 % hasta cicatrizacion Nivel: > 20 %, 2-3 dias
Vil FVilar (15-30 pg/kg) a Como en cirugia mayor
intervalos de 12 h) Nivel: > 20 %, 2-3 dias
Concentrado (30-40 U/kg a
intervalos de 12 h)
Nivel: > 20 % hasta cicatrizacion
Vil Leve: DDAVP (0,3 j.g/kg) Leve: DDAVP (0,3 j.g/kg)
Grave: concentrado (40-50 U/kg) Severa: concentrado
Nivel: Inicial del 60-100 %, (25 U/kg)
seguido del 50 % Nivel: inicial del 50 %, 2-3 dias
IX Concentrado (60-80 U/kg) Concentrado (40 U/kg)
Nivel: inicial del 60-80 %, Nivel: inicial del 40 %, 2-3 dias
seguido del 30 %
X CCP (20-30 U/kg) PFC (15-20 mi/kg)
PFC (15-20 mi/kg) Nivel: > 30 %, 2-3 dias
Nivel: > 20 % hasta cicatrizacion
Xl PFC (15-20 ml/kg) Como en cirugia mayor
Nivel: > 20 % hasta cicatrizacion Nivel: > 20 %, 2-3 dias
X Concentrado(10-20 U/kg) Como en cirugia mayor
PFC (15-20 ml/kg) Nivel: > 5%, 2-3 dias
Crioprecipitado (1/10 kg)
Nivel: > 5 % hasta cicatrizacion
W Tipo 1: DDAVP (0,3 g/kg) Tipo 1: DDAVP (0,3 g/kg)
Tipos 2y 3: concentrados Tipos 2y 3: concentrados
de FVIll/FwW (50 U/kg) de FVIIl/FwW (40 U/kg)
Nivel: FVIIl > 50 % hasta cicatrizacion ~ Nivel: FVIIl > 30 %, 2-3 dias
PC Concentrados (40 U/kg/12 h) hasta ~ —

Antitrombina

reinicio de anticoagulacion oral

Concentrados (60 U/kg/24 h)
Niveles > 80-100 %

Como en cirugia mayor

Como en cirugia mayor
Nivel: > 20 % hasta cese hemorragia

Como en cirugia mayor
Nivel: 40-100 % dependiendo
de localizacion de hemorragia

Como en cirugia mayor
Nivel: 30-80 % dependiendo
de localizacion de hemorragia

Como en cirugia mayor
Nivel: > 20 % hasta cese hemorragia

Como en cirugia mayor
Nivel: > 20 % hasta cese hemorragia

Como en cirugia mayor
Nivel: > 5 % hasta cese hemorragia

Tipo 1: DDAVP (0,3 jug/kg)

Tipos 2y 3: concentrados de
FVIIl/FWW 25U/ kg

Nivel: FVIIl > 30 % hasta cese
de hemorragia

No hay concentrados disponibles
Nivel: > 20 % hasta cese hemorragia

Monitorizar con ensayos de actividad FVII

En pacientes con inhibidores, administrar
FVilar (90 j.g/kg),
CCP (30-50 U/kg/12 h), CCPa
(75-100 U/kg)

En pacientes con inhibidores, administrar
FVllar (90 g/kg),
CCP (30-50 U/kg/12 h),
CCPa (75-100 U/kg)

Tras CCP, FVII, FIX, y FX no deberian exceder
el 150 %

Los niveles de FXI generalmente pueden
conseguirse con infusiones a dias
alternos

Profilaxis en todos los pacientes.
La reposicion se puede llevar a cabo
cada 20-30 dias

En pacientes con inhibidores,
FVIIl recombinante o FVllar

Administrar también concentrados al inicio
del tratamiento con cumarinicos

PFC: plasma fresco congelado; CCP: concentrado de complejo protrombinasa; CCPa: concentrado de complejo protrombinasa activado; FVllar: FVII activo recombinante;
DDAVP: desmopresina.

Modificada de Mannucci et al®,

FVIIl y FIX

Durante los tltimos 30 afos se han producido avan-
ces significativos en el desarrollo y produccién de es-
tos factores de la coagulacién, para el tratamiento
de las hemofilias A y B. La metodologia de los siste-
mas de purificacién ha experimentado un notable
desarrollo, con la produccién de concentrados de pu-
reza “intermedia” o “alta”. Se ha establecido un con-
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senso bastante generalizado para el uso prioritario
en los enfermos con hemofilia A o B severa de con-
centrados plasmaticos de “alta pureza”. Los concen-
trados de FVIII de “pureza intermedia”, junto con
algunos de “alta pureza” que mantienen un alto con-
tenido cuantitativo y cualitativo de FvW, pueden
indicarse en aquellos casos de enfermedad de von
Willebrand (EvW) donde el tratamiento con desmo-
presina (DDAVP) es ineficaz.
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La eleccién entre el empleo de FVIII y FIX derivados
de plasma o recombinante, tiene que tener en cuenta
que los primeros cada vez son mas seguros, y que los
segundos son un 20-50 % mas caros y ademas, su pro-
duccién es limitada. En EE.UU., aproximadamente el
60-70 % de los hemofilicos graves usan factores re-
combinantes, mientras que en Europa este porcentaje
es menor. Asi, en Espafia, en el afo 2002, este supuso
el 40 % del total consumido. Debido a la necesidad de
priorizar las indicaciones de FVIII recombinante, en
los paises desarrollados, se prefiere el empleo de este
factor en pacientes de reciente diagnéstico. No obs-
tante, a nivel mundial, los factores derivados del plas-
ma posiblemente seguirdn siendo la Gnica opcién
terapéutica en el 80 % de los hemofilicos que en el mo-
mento actual tienen acceso nulo o muy limitado a cual-
quier terapia de reemplazo'?. Actualmente, el concep-
to general es a aceptar que la incidencia de inhibidores
es similar en pacientes con hemofilia que reciben trata-
miento con factores recombinantes o derivados del
plasma, tanto en lo que se refiere a FIX"', como a
EVIII™. No obstante, también existen datos que apoyan
que el uso de concentrados que contengan FvW resulta
en una menor incidencia de inhibidores, y en una mejor
respuesta en pacientes en los que se lleva a cabo una to-
lerancia inmunitaria'®**.

Factor von Willebrand

La mayoria de pacientes con EvW tipo 1 expresan sélo
un sangrado moderado y requieren tratamiento en
caso de traumatismos o de cirugia, siendo el DDAVP
es el tratamiento de eleccién, al igual que en pacientes
con hemotfilia A leve. Los pacientes que no responden
al DDAVP, los que exhiben efectos adversos importan-
tes, y aquellos en los que el DDAVP esta contraindica-
do, son candidatos para una terapia de reemplazo con
productos que contengan FvW (20-30 % de pacientes
con EvW). Los derivados plasmaticos de FVIII/FvW
purificados y sometidos a inactivacién viral, son los
mads frecuentemente empleados en este contexto. Ade-
mas, ha sido desarrollado un FvW derivado del plas-
ma, purificado, casi totalmente deplecionado de FVIIL
Hay que tener en cuenta que la hemostasia no puede
llevarse a cabo hasta que la actividad del FVIII coagu-
lante ha alcanzado el 40 %, y que la infusién de FvW
sélo no aumenta los niveles de este durante al menos
6-12 h, por lo que en situaciones de emergencia hay
que administrar FVIII junto a la primera infusién de
FvW. En la actualidad se esta desarrollando una prepa-
racién de FvW de origen recombinante, que aunque
todavia no esta disponible para su empleo en huma-
nos, contiene un amplio espectro de multimeros y ni-
veles adecuados de antigeno y funcionales.

Factor VII

La indicacién clinica de este producto es para el trata-
miento o profilaxis de sangrado en situaciones de ries-
go, de pacientes con deficiencias congénitas de factor
VII y niveles de FVII:C por debajo del 25 %. No obs-

tante, el empleo de forma satisfactoria del rFVIla en
este contexto' lleva a considerar como adecuado el
empleo de este producto en este tipo de pacientes. El
factor VII derivado de plasma, a diferencia del rFVIla
no contiene FVII activo, por lo que no debe ser admi-
nistrado en pacientes con hemofilia A y B e inhibi-
dores.

Factor XII1

Los concentrados de factor XIII se utilizan como tra-
tamiento sustitutivo para el sangrado de pacientes
con déficit congénito de factor XIII, favoreciendo
también la cicatrizacién de heridas en estos enfer-
mos. Debido a la larga vida media del FXIII infundido
(11-14 dias), estos concentrados pueden ser infundi-
dos a intervalos largos de tiempo (20-30 dias). Se han
llevado ya estudios de fase 1 de una preparacién de
EXIII recombinante en personas sanas'.

Concentrados de proteina C

Desde el afio 2001 la Agencia Europea del Medica-
mento ha aprobado el uso de concentrados de protei-
na C como terapia de sustitucién en pacientes con
problemas severos de coagulacién ligados a una defi-
ciencia congénita de proteina C. No se debe confundir
este hemoderivado, con los concentrados de protei-
na C activada de origen recombinante, cuya indica-
cién es la reduccién de la mortalidad por sepsis grave
asociada a fallo orgénico en adultos con riesgo eleva-
do de muerte (indice APACHE II = 25).

Sistema adhesivo de fibrina

El término sistema hemostatico de fibrina se refiere a
un producto que contiene factores de coagulacién a
ser administrados de forma local para producir un
coagulo de fibrina. De forma tipica, el sistema adhe-
sivo de fibrina consiste en al menos dos componentes,
uno de ellos fibrin6geno con/sin FXIII y/o aprotinina,
y el otro trombina, que se mantienen separados hasta
que su mezcla, en presencia de calcio, induce la for-
macién de fibrina. El sistema adhesivo de fibrina se ha
venido empleando en los Gltimos 30 afios, y cada vez
su uso se expande, al haberse demostrado una reduc-
cién significativa de pérdida sanguinea en el periodo
perioperatorio, en la exposicién a sangre alogénica, y
en la cantidad de sangre transfundida’. Sin embargo,
al no haberse observado beneficios en otros eventos
clinicamente importantes, como en mortalidad, rein-
tervencion, tiempo de hospitalizacién, infecciones de
la herida o eventos adversos, este producto no debe
ser empleado como un sustituto a las medidas quirtr-
gicas hemostaticas. En concreto, este producto estd in-
dicado en situaciones donde: a) existe un deficiente
sistema coagulativo en el paciente; b) no es posible la
aplicacién de presidén mecanica; ¢) tejidos dificiles de
suturar (p. ej., el pulmén o el higado), y 4) es critico
una adecuada hemostasia (p. ej., cerebro) (www.
emea.eu.int).
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Inhibidores de proteasas

El plasma humano contiene una gran variedad de in-
hibidores de proteasas designadas para inhibir, o mo-
dular, la activacién de la coagulacién, la fibrindlisis, la
activacién del complemento, y otras funciones. Se dis-
pone comercialmente de tres inhibidores de proteasas
aislados del plasma que tienen importantes aplicacio-
nes clinicas. Estos incluyen la antitrombina, el inhibi-
dor de Cl-esterasa, y el aj-antitripsina.

Auntitrombina

El concentrado de antitrombina es un derivado del
plasma humano sometido a inactivacién viral, ha-
biéndose también desarrollado una nueva preparacion
de antitrombina obtenida por tecnologia recombinan-
te?. Los concentrados de antitrombina se administran
en pacientes con deficiencias congénitas de antitrom-
bina y situaciones como en trombosis establecida, en
el periodo periparto, o en cirugias. En deficiencias ad-
quiridas de antitrombina su empleo es mas controver-
tido, existiendo pocos estudios clinicos realizados en
este contexto. Asi, existen dos ensayos clinicos con-
trolados en pacientes con shock séptico, en los que o
bien se muestra un beneficio de este tratamiento en
la reduccién de la mortalidad!?, o se objetiva un in-
cremento en el riesgo de hemorragia si este se admi-
nistra junto a heparina®.

Inhibidor C1-esterasa

Elinhibidor de C1-esterasa limita la actividad de la es-
terasa C1 en la activacién del complemento; una defi-
ciencia de este factor se asocia con angioedema here-
ditario. La transfusién del inhibidor de C1-esterasa (o
de plasma fresco congelado) es eficaz para el trata-
miento de emergencia del edema de glotis.

a-antitripsina

La ay-antitripsina preparada del plasma humano ha
sido empleada para tratar el defecto autosémico
caracterizado por enfisema panacinar y enfermedad
hepética. La escasa disponibilidad de este derivado
plasmatico ha llevado al desarrollo de este agente an-
tiinflamatorio por tecnologia recombinante y a su
aplicacidn en otras enfermedades, bien de forma té-
pica en la psoriasis o en la dermatitis atdpica, o en for-
ma de aerosol en enfermedades respiratorias como el
enfisema o el asma.

Conclusiones

Los nuevos métodos de produccién de los derivados
plasmaticos han proporcionado productos de mayor
pureza, a la vez de que la tecnologia de inactivacién
virica ha resultado en compuestos mds seguros. A pe-
sar de que las tendencias terapéuticas actuales se diri-
gen al empleo de agentes obtenidos mediante tec-
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nologia de recombinacién genética, por una parte
existen productos que dificilmente podran ser despla-
zados por alternativas recombinantes, y por otra par-
te, la capacidad de produccién de éstos limita la capa-
cidad de satisfacer las demandas existentes. Por ello,
continua siendo imprescindible el fraccionamiento de
todos los productos derivados del plasma. Adicional-
mente, en su empleo deben considerarse razones
como coste, disponibilidad, aspectos relacionados con
la seguridad y la existencia de evidencia que establez-
ca la eficacia de estos derivados en situaciones clinicas
especificas.
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Patogenia, diagnostico y tratamiento de la purpura trombeética

trombocitopénica
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Introduccioén

La puarpura trombética trombocitopénica (PTT) es
un sindrome hematolégico caracterizado por trom-
bocitopenia y anemia microangiopética, con for-
macién de trombos de predominio plaquetario en la
microcirculacién que pueden dar lugar a manifesta-
ciones isquémicas en diversos érganos y tejidos, sien-
do tipicas las del sistema nervioso central. El diagnés-
tico es clinico-hematoldgico y debe sospecharse ante
la combinacién de trombocitopenia y anemia con es-
quistocitos en la extensién de sangre que no se expli-
quen por otras causas. El tratamiento de eleccidn es el
recambio plasmaético masivo con infusién de plasma
fresco.

La PTT puede ser idiopatica, que es lo mds comun, o
secundaria a otros procesos. En este Gltimo caso las
asociaciones mas frecuentes se dan con la ingesta de
ciertos farmacos (ciclosporina, tacrolimus, citostati-
cos, quinina, ticlopidina, clopidogrel, etc.), la infec-
cién por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), el trasplante alogénico de médula 6sea y el em-
barazo o el parto. Existe una forma familiar que es
poco frecuente y que suele manifestarse en la infan-
cia y adoptar un curso crénico recidivante. El sindro-
me urémico hemolitico (SUH) es una entidad préxi-
ma a la PTT en la que el fenémeno trombético se
circunscribe a la microcirculacién renal. En compara-
cién con la PTT, en el SUH predomina la insuficiencia
renal, los sintomas neuroldgicos son menos frecuen-
tes, la trombocitopenia no es tan intensa y la respues-

Tabla 1. Mecanismos patogénicos postulados para la PTT

Déficit de prostaciclina

Autoanticuerpos contra la glucoproteina IV plaquetaria (CD 36)
Defectos de la fibrindlisis

Factor plasmético agregante plaquetario (p37)

Factor plasmético que induce apoptosis de la célula endotelial
Factor plasmético que induce activacion de granulocitos y monocitos
Autoanticuerpos anticélula endotelial

Toxinas activadoras del endotelio

ULvWFM y déficit de ADAMTS-13

PTT: purpura trombdtica trombocitopénica.
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ta al recambio plasmatico es mds incierta. En esta cla-
se del curso educacional se revisardn las caracteristi-
cas mas destacadas de la PTT idiopatica y se presen-
taran los Ultimos avances que se han producido en el
conocimiento de la patogenia y en el tratamiento de
esta rara entidad.

Etiopatogenia y fisiopatologia

Los hallazgos anatomopatolégicos caracteristicos de
la PTT consisten en un engrosamiento del endotelio
de las arteriolas terminales y de los capilares, con for-
macién de trombos hialinos intraluminales, sin que se
observe el infiltrado celular perivascular que es tipico
de las vasculitis. La inmunohistoquimica muestra que
los trombos son ricos en plaquetas y factor von Wi-
llebrand (FvW) y pobres en fibrina'.

Se han postulado diferentes mecanismos patogénicos
para explicar la trombosis de predominio plaquetario
tipica de la PTT (tabla 1). La mayoria de estos meca-
nismos se basan en hallazgos de laboratorio o en ex-
perimentos in vitro con plasma de pacientes y resulta
dificil distinguir si lo observado posee una relacién
causal con la enfermedad o es simplemente un epife-
némeno. No obstante, el conjunto de estas observa-
ciones apunta a una secuencia patogénica en la que
existiria una lesién o sobrestimulacién del endotelio
de los pequenos vasos que, en presencia de algtn fac-
tor o factores favorecedores, darfa lugar a la trombosis
de predominio plaquetario. Los esquistocitos se for-
man por fragmentacién de los hematies en las zonas
de flujo turbulento adyacentes a los trombos plaque-
tarios. Estos tltimos pueden dar lugar a sintomas y
signos neurolégicos de origen isquémico, que tipica-
mente son fluctuantes, o a manifestaciones en cual-
quier otro érgano, como el intestino, el pancreas o el
rinén. De hecho, los estudios necrépsicos muestran
que la trombosis microvascular afecta a multiples 61-
ganos y tejidos, incluso aunque los sintomas hayan
sido exclusivamente neuroldgicos. La trombocitope-
nia se debe al consumo acelerado de plaquetas en esta
microtrombosis difusa. Por su parte, la lactato deshi-
drogenasa (LDH) sérica estd muy elevada como con-
secuencia tanto de la hemdlisis como de su liberacién
desde las zonas isquémicas.
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ADAMST-13, factor de von Willebrand y PTT

En 1982 Joel Moake comunicé 4 casos de PTT recidi-
vante que, en las fases tempranas de los episodios,
presentaban en el plasma multimeros del FvW de
peso molecular extraordinariamente alto (ULvWEFM
o Ultra-Large von Willebrand Factor Multimers), similares
a los que se encuentran en los depdsitos intraendote-
liales de este factor?. Estos multimero de gran peso
molecular confieren al FvW una mayor afinidad por la
subunidad o del complejo glucoproteico Ib-IX de las
plaquetas, lo que los convierte en proagregantes pla-
quetarios en condiciones de flujo con alto coeficiente
de cizallamiento como las que se dan en las arteriolas
terminales®. Moake postulé que la presencia de
ULvWEM se deberia a un déficit en el procesamiento
enzimatico del FvW recién secretado y que podrian
desempenar un papel patogénico en la PTT. Quince
afos después, Furlan et al en Berna*® y Tsai y Lian® en
Nueva York describieron algunos pacientes con PTT
que presentaban un déficit de la metaloproteasa encar-
gada de degradar los ULvWEM. La actividad metalo-
proteasa se normalizaba cuando la enfermedad entra-
ba en remisién. En algunos casos, el déficit se debia a
la aparicién transitoria de autoanticuerpos inhibidores
de clase IgG. La metaloproteasa del FvW fue poste-
riormente caracterizada como la nimero 13 de una fa-
milia de enzimas que poseen en comun una actividad
proteasa dependiente de cationes metélicos y una es-
tructura con 8 dominios similares a la trombospondi-
na, por lo que recibié el nombre de ADAMTS-13 (a
desintegrin and metalloprotease with eight thrombospon-
din-1-like domains). Estos estudios y otros muchos que
les han seguido han permitido construir una de las hi-
potesis mas robustas sobre la patogenia de la PTT”.
En condiciones normales, el FvW es secretado desde
los cuerpos de Weibel-Palade hacia la matriz suben-
dotelial donde desempena su funcién hemostatica fi-
siolégica. Parte de él, al parecer unido a la P-selectina,
pasa a la regién luminal del vaso sanguineo donde se
adhiere a la membrana de la célula endotelial. Aqui, la
ADAMTS-13 degrada los ULvWFM mediante la hi-
drélisis especifica del enlace peptidico 842 Tyr-843Met
de algunas subunidades monoméricas del FvW. Cuan-
do existe un déficit grave de ADAMTS-13 esta hidré-
lisis no tiene lugar y los ULvWEM permanecen sobre
la superficie del endotelio, expuestos al flujo sangui-
neo, donde capturan las plaquetas circulantes a través
del complejo glucoproteico Ib-IX. La unién de nuevas
plaquetas a este tapén inicial da lugar a un trombo
plaquetario que puede llegar a ocluir el vaso o rom-
perse y embolizar distalmente. Desde 1998 se han pu-
blicado mas de 150 articulos sobre el significado de la
ADAMTS-13 en la patogenia y la evolucién de la PTT
(revisado por Sadler’, Fontana!' y George'?). Los ha-
llazgos mas significativos pueden resumirse en las si-
guientes conclusiones:

1. Una mayoria de pacientes con PTT idiopatica “ti-
pica” presentan un déficit grave (actividad < 5 %)
de ADAMTS-13 en el plasma. En cambio, en el
SUH o en la PTT postrasplante de médula dsea la

actividad ADAMTS-13 es normal o estd sélo dis-
cretamente disminuida.

2. Los pacientes con PTT idiopatica y déficit grave
de ADAMTS-13 responden al recambio plasmati-
co con mas facilidad que aquellos en quienes los
niveles de ADAMTS-18 son normales o estan sélo
discretamente disminuidos.

3. En la PTT familiar existe un déficit grave de
ADAMTS-13 como consecuencia de mutaciones
homozigotas o heterozigotas dobles en los alelos
del cromosoma 9q34 que codifican la ADAMTS-13.

4. Los pacientes con PTT y déficit de ADAMTS-13 se-
cundario a autoanticuerpos inhibidores de alta ti-
tulacién responden peor al recambio plasmatico y
presentan una mayor probabilidad de recidiva que
aquellos que carecen de inhibidor o en los que éste
es de baja titulacion.

No obstante lo anterior, la asociacién entre el déficit
de ADAMTS-13, con o sin presencia de anticuerpos
inhibidores, y el curso clinico de la PTT dista de ser lo
suficientemente sélida como para basar el prondstico
y las decisiones terapéuticas en este marcador biolégi-
co. Por una parte, muchas de las comunicaciones co-
rresponden a observaciones aisladas o de pequefias
series de pacientes, y es posible que hayan existido
sesgos de seleccién y publicacién a favor de los resul-
tados que concordaban con las expectativas previas.
Ademas, la determinacién de la ADAMTS-13 no esta
aln estandarizada y pueden darse diferencias entre la-
boratorios, aunque parece existir un grado de concor-
dancia bastante alto. Por otra parte, en algunas series
amplias de pacientes con PTT se ha visto que la pre-
sencia de déficit grave de ADAMTS-13 no se asocia
con diferencias en la presentacién clinica de la enfer-
medad, que este dato bioldgico no permite predecir
la respuesta al recambio plasmadtico, y que no todos
los pacientes con inhibidores de alta titulacién presen-
tan recidivas'®!*. Por dltimo, el estudio de los pedigries
de pacientes con PTT familiar ha demostrado que
existen individuos con déficit grave de ADAMTS-13
que han vivido muchos afios, o incluso toda su vida,
sin haber presentando la enfermedad’.

Es evidente, pues, que el déficit grave de ADAMTS-13
no es condicién necesaria ni suficiente para que apa-
rezca el sindrome clinico de la PTT. Los datos de que
disponemos hasta ahora sugieren que el déficit de
ADAMTS-13 constituiria un factor predisponente
para la PTT, seguramente no el dnico, y que seria ne-
cesaria la concurrencia de otros factores para que se
desencadenase la enfermedad. Asi, procesos que cur-
san con la liberacién de sustancias estimulantes del
endotelio, como histamina, factor de necrosis tisular «
(TNF-w), diversas interleucinas, etc., y que habitual-
mente no desencadenan la enfermedad, serian capa-
ces de producir la PTT cuando existiera un déficit per-
manente o transitorio de ADAMTS-13 que impidiese
el procesamiento normal de los ULvWEFM liberados
en exceso por la estimulacién del endotelio. Es muy
posible, pues, que la etiopatogenia de PTT remede la
de la trombosis vascular, donde existen factores biol6-
gicos predisponentes (déficit de antitrombina III, mu-
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tacién Leiden del factor V, mutacién G20210A del gen
de la protrombina, etc.) que requieren de un desenca-
denante (estasis, cirugia, embarazo, anticuerpos anti-
fosfolipido, etc.) para que aparezca la enfermedad cli-
nica.

Diagndstico

Coémo se ha comentado, el diagnéstico de la PTT es
clinico-hematoldgico y debe sospecharse ante cual-
quier paciente que se presente con trombocitopenia y
anemia microangiopatica (con esquistocitos en la ex-
tension de sangre periférica) que no se expliquen por
otras causas. La mitad de los pacientes no presentan
manifestaciones neurolégicas inicialmente, los signos
de afeccién renal son infrecuentes y la fiebre es rara. El
test de Coombs es negativo y el resultado de las prue-
bas de coagulacién plasmatica suele ser normal. La
marcada elevacién de la LDH sérica, muy superior a la
que suele verse en la hemolisis autoinmune, debe aler-
tar sobre la posibilidad de una PTT. Puesto que no
existe una prueba diagnéstica patognomonica, es obli-
gado hacer un diagndstico diferencial cuidadoso con
otras entidades que puedan confundirse con la PTT,
sobre todo con aquellas que posean un tratamiento
especifico (tabla 2).

Tratamiento

El tratamiento estandar de la PTT es el recambio plas-
matico masivo con infusién de plasma fresco como
fluido de reposicién (revisado recientemente por Fonta-
na'!, George® y Rock!). El volumen de plasma infundi-
do en cada proceso ha de ser elevado (= 40 ml/kg) y
los procesos han de realizarse a diario, sin interrup-
cién, hasta conseguir una remisién estable. Algunos
autores recomiendan que la retirada de los recambios
sea paulatina con el fin de disminuir el riesgo de reci-
divas tempranas. No es raro que la interrupcién del
tratamiento antes de que se haya alcanzado una remi-
sién estable se siga inmediatamente de una recurren-

Tabla 2. Diagnéstico diferencial de la PTT

Enfermedades hipertensivas del embarazo
Sindrome antifosfolipidico

Valvulas cardiacas disfuncionantes
Prétesis intravasculares

Hipertensién maligna

Crisis renal de la esclerodermia
Carcinomatosis diseminada

Aspergilosis diseminada (en TMO)
Coagulacion intravascular diseminada

PTT: pdrpura trombdtica trombocitopénica; TMO: trasplante de médula dsea.
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cia de la PTT. Es muy frecuente que se afiadan corti-
coides a dosis de 1-2 mg/kg, que se retiraran de modo
escalonado tras haberse alcanzado la remisién. No
esta claro si la adicion de vincristina al tratamiento ini-
cial ofrece alguna ventaja, aunque una revisién recien-
te parece apuntar una mayor tasa de remisiones soste-
nidas?. El tratamiento con recambio plasmatico debe
instaurarse lo mds pronto posible, pues el retraso en el
inicio de esta terapéutica influye negativamente sobre
el prondstico'®. La progresién a estupor o a coma
constituye un signo ominoso que augura un desenlace
fatal'®. Cuando no sea posible iniciar los recambios de
inmediato estard indicada la infusién de plasma fresco
a las dosis mds altas que pueda tolerar el paciente
(p. €j., 15-20 ml/kg/d1a).

Con este esquema terapéutico se consigue una remi-
sién sostenida en el 75-80 % de los pacientes. Tipica-
mente, la cifra de plaquetas empieza a subir entre el
tercer y el séptimo recambio plasmatico, se alcanza la
remision entre el sexto y el onceavo y puede suspen-
derse el tratamiento o iniciar su retirada progresiva
tras varios recambios adicionales. El retraso en el ini-
cio de la respuesta o la aparicién de recurrencias au-
guran que el recambio plasmatico solo no va a ser su-
ficiente para producir la remisién, por lo que debera
afadirse algin tratamiento coadyuvante'®". Entre és-
tos, el méas extendido es la infusién de vincristina a
dosis de 1,4 mg/m? (méximo 2 mg), que se repite al
cabo de unos dias. No esta claro cudl es la mejor acti-
tud terapéutica ante los pacientes que no responden a
este esquema, si bien existe un cierto consenso sobre
la eficacia de la esplenectomia, seguida a veces de una
nueva serie de recambios plasmaticos, para rescatar a
algunos de estos pacientes.

El plasma sobrenadante de crioprecipitado es igual de
eficaz que el plasma fresco congelado para el trata-
miento de la PTT?. Algunos estudios con series cortas
de pacientes parecen indicar que el plasma inactivado
para virus con solvente-detergente es tan efectivo
como el plasma fresco. En cuanto al plasma inactiva-
do con azul de metileno, dos estudios realizados en
nuestro pais encontraron que este producto es menos
eficaz que el plasma fresco???. Cuando se compara-
ron con series histéricas de pacientes tratados con
plasma fresco congelado, los que habian recibido plas-
ma inactivado con azul de metileno alcanzaron la re-
misién mas tarde, presentaron mads recurrencias, los
ingresos hospitalarios fueron mas prolongados, la pro-
babilidad de remisién disminuyé y la mortalidad de-
bida a PTT resistente fue més elevada.

El recambio plasmatico masivo es un tratamiento
agresivo que no estd exento de morbilidad y mortali-
dad. En la serie del registro de Oklahoma, que inclu-
ye 149 pacientes tratados entre 1996 y 2002, 54 (28 %)
presentaron complicaciones importantes y tres (2 %)
fallecieron como consecuencia directa del tratamiento
(la mayoria por problemas relacionados con la inser-
cién de catéteres centrales)!'. En la experiencia del
autor de esta revision, que ha participado directamen-
te en el tratamiento de mds de 40 casos de PTT-SUH,
el tnico fallecimiento atribuible al recambio plasmati-
co ocurrié como consecuencia de un hematoma rapi-
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damente disecante tras la colocacién de un catéter
central por via yugular. Desde entonces, cuando se
requiere un acceso venoso central para el recambio
plasmatico, se coloca bajo control angiorradiolégico
y profilaxis con transfusién de plaquetas. Nunca he-
mos observado un agravamiento brusco de la PTT
atribuible a la transfusién de plaquetas.

La mayoria de los pacientes que alcanzan la remisién
pueden considerarse curados. Algunos presentan una o
dos recidivas, tipicamente en los meses siguientes al
primer episodio, aunque pueden ser mas tardias, y que
habitualmente responden al mismo esquema terapéu-
tico que se empled en el episodio inicial. En una mi-
noria de pacientes, la PTT adopta un curso recidivante,
con repetidas recaidas tras el primer episodio. Esta for-
ma evolutiva parece asociarse a la persistencia tras las
remisiones de ULvWEM, déficit de ADAMTS-13 y
anticuerpos inhibidores de esta metaloproteasa, si
bien la asociacién no es tan fuerte como para que es-
tos pardmetros biolégicos sirvan, de momento, para
indicar alguna terapéutica de mantenimiento. La es-
plenectomia es la tnica medida que ha demostrado
ser eficaz en la PTT recidivante. Antes de recurrir a
este tratamiento quirdrgico conviene descartar la exis-
tencia de factores precipitantes de las recaidas, como
infecciones o exposicidn repetida a compuestos qui-
nados (p. €j., bebidas ténicas).

En los dos dltimos afos se han comunicado algunos
casos de PTT refractaria o recidivante en los que se
ensayd con éxito el rituximab. La mayoria de estas co-
municaciones corresponden a casos aislados o series
cortas de pacientes que habian recibido otros trata-
mientos ademads del rituximab, por lo que es dificil ex-
traer alguna conclusién firme. En la mayoria de los ca-
sos comunicados se habia demostrado la existencia de
anticuerpos inhibidores contra la ADAMTS-13 y el
rituximab fue efectivo después de varias tandas sema-
nales.
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Coagulacion intravascular diseminada.
Un viejo concepto para un hecho clinico complejo
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Introduccioén

La coagulacién intravascular diseminada (CID) se ca-
racteriza por la activacién global de la coagulacién
que resulta en la formacién de fibrina y en la oclusién

Tabla 1. Enfermedades que pueden asociarse a coagulacion
intravascular diseminada

Infecciones (potencialmente todas)

Gramnegativos (Neisseria meningitidis, enterobacterias, Salmonella, Haemophilus,
Pseudomona)

Grampositivos (Staphylococcus pneumoniae, estafilococos)

Anaerobios (Clostridia)

Mycobacterium tuberculosis, rickettsias

Hongos (Aspergillus, histoplasma, Candida)

Virus (varicela, citomegalovirus, hepatitis, rubéola)

Protozoos (Plasmodium falciparum)

Neoplasias malignas
Tumores solidos (adenocarcinomas, linfomas)
Leucemias (cualquier tipo, pero especialmente promielocitica)

Complicaciones obstétricas
Embolia de liquido amnidtico, abrutio placentae, rotura uterina, eclampsia, feto
muerto retenido, 6bito fetal, aborto séptico

Insuficiencia hepatica
Hepatitis aguda fulminante, shunt de LeVeen, HELLP syndrome, higado graso del
embarazo, cirrosis, sindrome de Reye

Dario tisular

Traumatismos (craneoencefalicos, aplastamientos)

Grandes quemados

Hipertermia, hipotermia, asfixia, rabdomidlisis, electrocucion, etc.

Reacciones inmunitarias intravasculares

Anafilaxia, reacciones hemoliticas transfusionales, rechazo trasplante renal,
reacciones a farmacos, etc.

Enfermedades vasculares
Hemangiomas gigantes, tumores vasculares, aneurismas adrticos, cirugia vascular,
tumores y trombos intracardiacos, hipertensién maligna, vasculitis, etc.

Dispositivos artificiales

Cirugia con bypass cardiopulmonar, asistencia ventricular, balén de
contrapulsacién adrtico

Férmacos

Concentrados de factor IXy de complejo protrombinico, anticoagulantes orales (en
caso de déficit de proteina Co S)

Miscelanea

Déficit congénito homozigoto de proteina C o S, pancreatitis, sindrome de distrés
respiratorio, etc.

Venenos y toxinas

| 58 | haematologica/edicién espafiola | 2005;90(Supl 1)

trombdtica de vasos de mediano y pequeno calibre’.
La coagulacién intravascular compromete el aporte
de sangre a los tejidos que, junto a la alteracién
hemodindmica y metabdlica, contribuye a la insufi-
ciencia de mdltiples 6rganos. Simultdneamente, el
consumo de factores de la coagulacién y plaquetas
causan manifestaciones hemorragicas. La CID sucede
en aproximadamente 1 de cada 1.000 pacientes hos-
pitalizados. Se presenta como complicacién en situa-
ciones clinicas muy concretas e implica que pacientes
con entidades tratables, sufran complicaciones criti-
cas o mortales como consecuencia de la disfuncién de
multiples érganos (fallo multiorganico [EMO)]). La le-
sién tisular es el resultado de una activacién incon-
trolada del sistema hemostético y de los procesos in-
flamatorios. La terminologia empleada puede ser
confusa: los términos CID, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS) y FMO cubren un nt-
mero de entidades estrechamente relacionadas y con
frecuencia se emplean de manera indiscriminada. La
CID y el SRIS, sin embargo, son conceptos fisiopato-
légicos mientras que el FMO describe el resultado de
los procesos?.

Factores etiologicos

La CID se asocia a entidades clinicas bien definidas
y es una respuesta del organismo frente al agente cau-
sal. Puede existir una accién directa sobre el sistema
hemostatico (toxinas y venenos de animales, superfi-
cies artificiales, etc.). Dependiendo de la magnitud y
la velocidad de la activacién del sistema coagulativo,
puede ser aguda y muy grave, o cursar de forma cré-
nica, con manifestaciones trombdticas o hemorragias
leves o ausentes®. La CID se puede asociar a la sepsis,
a neoplasias malignas, complicaciones obstétricas, he-
patopatias y politraumatismos (tabla 1). En estas si-
tuaciones la CID es mas pronunciada si existen, ade-
mads, hipotensidn, acidosis, hipoxemia o shock.

Fisiopatologia

En la CID, la formacién sistémica de fibrina se pro-
duce porque existe un exceso de generacién de trom-
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Figura 1. Vias patogénicas implicadas en la CID. En la CID, la fibrina se forma como resultado de la generacion de trombina mediada por
el factor tisular (TF). EI TF se une al factor VIl y lo activa. El complejo FVIla/TF activa directamente el FX o indirectamente a través de la
activacion del FIXa (+ FVIlla). EI complejo FXa/FVa genera trombina a partir de protrombina. Simultdneamente, las vias anticoagulantes
(antitrombina, TFPI y sistema de la proteina C) estan alteradas. La formacion de fibrina intravascular no esta equilibrada con la adecua-
da eliminacién porque la fibrinélisis esta disminuida por niveles elevados de PAI-1 y aumento de TAFI. La combinacién de un aumento
de la formacion de fibrina con una eliminacion inadecuada ocasiona trombosis intravascular y lesion tisular.

bina, una supresién simultdnea de los mecanismos
anticoagulantes fisioldgicos y una eliminacién retar-
dada de la fibrina por alteracién de la fibrindlisis
(fig. 1)". Estas alteraciones estan mediadas por varias
citocinas proinflamatorias. Las mas importantes pare-
cen ser la interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a). En la CID secundaria a infeccio-
nes, la endotoxina induce la sintesis y liberacién de
IL-1 y el TNE Estas citocinas estimulan la sintesis y
expresién de factor tisular en los monocitos y en las
células endoteliales. El factor tisular es el principal ini-
ciador de las reacciones de la coagulacion en estas cir-
cunstancias. El hecho central en la CID es la genera-
cién incontrolada de trombina. El consumo de los
inhibidores fisioldgicos, puede ocasionar un incre-
mento de la coagulacién y fibrindlisis con la imposi-
bilidad de restringir estos procesos a los lugares de la
lesién vascular. El exceso de trombina produce: dis-
minucién de los factores que son sustratos de esta en-
zima (factores V, VIII, X1II, fibrindgeno), activacién y
agregacion de las plaquetas, y liberacién de t-PA en-
dotelial. En presencia de mondémeros de fibrina solu-
ble, se forma plasmina a partir del plasminégeno, lo
que resulta en una hiperfibrinélisis secundaria. La
generacion anormal de proteasas produce una altera-
cién de otros sistemas’**.

Mecanismo de inicio

La CID se inicia cuando fracasan los mecanismos que
limitan la generacién de trombina a las zonas donde
es necesaria. La via predominante de la activacién de
la coagulacién en la CID estd mediada por el factor ti-
sular. Existen tejidos que expresan constitutivamente
factor tisular que en condiciones normales no estan
expuestos a la sangre: adventicia de los vasos sangui-
neos, mucosas, piel, tejido nervioso, glomérulo renal,
liquido amnidtico®. La exposicién del factor tisular
puede ocurrir por traumatismo (sobre todo encefali-
co), problemas obstétricos o dafio endotelial difuso. El
factor tisular puede aparecer en sangre por células
neopldsicas o por activacién de células endoteliales o
monocitos. En otras ocasiones son enzimas proteoliti-
cas los causantes de CID ya sean de origen endégeno
(enzimas pancredticos, de células neoplasicas, de neu-
tréfilos) o exdgeno (venenos de serpiente, etc.). La ac-
tivacién de la coagulacién por la via intrinseca clasica
no parece tener ningin papel importante en la CID®.

Lesion endotelial

El endotelio vascular regula la formacién del codgulo y
su lisis. Se puede alterar por gérmenes, toxinas, me-
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Figura 2. Papel del endotelio en los mecanismos que intervienen en la coagulacion intravascular diseminada (CID). El endotelio normal
presenta propiedades antitrombéticas: libera prostaciclina (PGl,), 6xido nitrico (NO), activador tisular del plasminégeno (t-PA), expone
heparan-sulfato (HS), trombomodulina (TM) e inhibidor de la via del factor tisular (TFPI). El endotelio lesionado o estimulado se convier-
te en protrombético: libera PAF (factor activador de las plaquetas), factor von Willebrand (FYW), inhibidor de los activadores del plasmi-
négeno (PAI). Asimismo expresa factor tisular (TF) y se inhiben los mecanismos anticoagulantes como la via de la proteina C (PC). Tr
trombina; PS: proteina S; AT: antitrombina; Fgno: fibrindgeno; Los factores de la coagulacion se representan por su ndmero (con una a si

estan activados).

diadores inflamatorios (endotoxina, complemento, ci-
tocinas proinflamatorias o proteasas granulocitarias) o
por lesion fisica'”. Los agentes infecciosos (bacterias,
virus, hongos, protozoos y rickettsias) pueden produ-
cir lesién directa del endotelio vascular (incluso denu-
dacidn), o perturbacién de las células endoteliales, lo
cual ocasiona un desequilibrio de diferentes sistemas
biolégicos. La infeccién por bacterias gramnegativas
puede provocar un shock séptico con hipotensién,
CID y disfuncién de 6rganos®. La sepsis es la enfer-
medad que mas frecuentemente puede cursar con
CID y su mortalidad oscila entre el 40 y el 90 %'. En
estas situaciones el endotelio se torna en procoagulan-
te ya que expone factor tisular, disminuye la expre-
sién de trombomodulina, libera PAI-1, PAF (factor ac-
tivador de las plaquetas), endotelina y factor von
Willebrand (FvW) y disminuye la sintesis de 6xido ni-
trico (fig. 2)°. La exposicién del subendotelio a la san-
gre produce adhesién y agregacién de las plaquetas y
la puesta en marcha de los mecanismos de la coagula-
cion. Estas alteraciones, por si solas, pueden desenca-
denar una CID, o bien, rebajar el umbral para que ésta
se inicie en respuesta a un estimulo subsiguiente.

| 60 | haematologica/edicién espafiola | 2005;90(Supl 1)

Incremento de la actividad procoagulante!

Los leucocitos participan de una manera importante
en la CID de la sepsis. Los leucocitos estimulados por
la endotoxina, el TNF o la IL-1 participan en la lesién
endotelial. Ademads los monocitos y macréfagos sinte-
tizan factor tisular en respuesta a la endotoxina, ex-
presan factor tisular en su superficie e inician la via de
la coagulacién por activacion del factor VII. La pro-
duccién de factor tisular estd mediada por la IL-1 y el
TNE. Las células endoteliales responden de manera
similar. Las plaquetas aportan superficies fosfolipidi-
cas, factor V, lipoproteinas, etc., que participan como
cofactores en la generacién de factor Xa y en la activa-
ci6én de la protrombina a trombina.

Disminucion de las actividades anticoagulantes’

Las actividades anticoagulantes estan representadas
por los inhibidores plasmaticos (antitrombina, a,;-ma-
croglobulina, TFPI), los inhibidores celulares (PGI,,
6xido nitrico) y la via de la proteina C. Las células en-
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doteliales sintetizan sustancias heparinoides (proteo-
glicanos) que unen antitrombina. La antitrombina
desciende en la CID por consumo. En condiciones de
exposicién masiva de factor tisular, el TFPI es insufi-
ciente para inhibirlo. En modelos experimentales, la
infusién de endotoxina, IL-1 o TNF reduce la expre-
sién de trombomodulina en las células endoteliales y
aumenta el factor tisular. Esto produce un desequili-
brio procoagulante. La proteina C activada (PCa) ejer-
ce un importante efecto anticoagulante y estimulante
de la fibrindlisis. En la CID hay una intensa disminu-
cién por consumo. La administracién de PCa a anima-
les de experimentacién previene la CID y el efecto
letal de la infusién de cepas de Eecherichia coli*. Recien-
temente su utilizacién en pacientes con sepsis ha de-
mostrado una disminucién de la mortalidad'**’.

Activacion de Ia fibrinolisis

La fibrindlisis esta activada en el curso de la CID, por
ello encontramos productos de degradacién del fibri-
négeno y de la fibrina (PDF) en estos pacientes'?. La
activacion de la fibrindlisis es un mecanismo compen-
satorio en la CID, secundario a la activacién de la coa-
gulacién. Cuando se estimula el endotelio con endo-
toxina el PAI se libera del endotelio. El incremento de
la sintesis y liberacién de activadores del plasmindge-
no enla CID, que puede estar mediado por la trombi-
na, produce activacién de la fibrindlisis con una rdpida
lisis de los trombos microvasculares. La persistencia
de los trombos puede explicarse por un mayor predo-
minio procoagulante que supere a los activadores del
plasminégeno liberados, porque el PAI liberado blo-
quea los activadores del plasminégeno y por un in-
cremento del inhibidor de la fibrindlisis activable por
trombina (TAFI). El uso de farmacos antifibrinoliticos
puede favorecer la persistencia de los trombos y el
dano tisular.

Interaccion de los diversos factores

La CID tiene lugar si tres procesos suceden simultdnea
o consecutivamente: activacién de la coagulacidn,
reacciones vasomotoras e inhibicién de la fibrindlisis.
Excepto en algunos estados patolégicos (toxinas ani-
males, venenos, dispositivos artificiales, etc.) las acti-
vidades procoagulantes estan suprarreguladas y las
anticoagulantes infrarreguladas. La expresion del fac-
tor tisular en los monocitos es importante para de-
sencadenar una coagulacién intravascular. Se produ-
cen mondémeros de fibrina y la formacién de fibrina
soluble. La fibrina soluble puede eliminarse de la
circulacién o ser lisada por la accién del sistema fibri-
nolitico activado. Pero cuando se confina en algunas
zonas, puede precipitar y polimerizar. Si las activida-
des fibrinoliticas estdn inhibidas, los microtrombos ri-
cos en fibrina pueden persistir, dando como resultado
lesién endotelial, lesién tisular y, finalmente, insufi-
ciencia organica. Dependiendo de la intensidad de la
reaccién del organismo hacia el agente causante, o de-

pendiendo de la prevalencia de los diferentes desenca-
denantes de la CID, la trombosis microvascular o la
hemorragia seran el hecho dominante. La lesion esta
causada por la combinacién del consumo de factores
de la coagulacién y plaquetas, la activacién de la fi-
brindlisis, el efecto de los productos de degradacion fi-
brinoliticos y el dafio vascular.

Manifestaciones clinicas:
trombosis y hemorragia

Las manifestaciones pueden estar parcialmente eclip-
sadas por las de la enfermedad desencadenante. La
trombosis macrovascular es rara en la CID ya que la
formacién de trombos estables esta limitada por la fi-
brindlisis compensatoria, por el agotamiento del fi-
brindgeno y por la inhibicidn de la polimerizacién de
la fibrina debida a los PDE Los defectos de coagula-
cién que favorecen el sangrado son la carencia por
consumo de los factores de la coagulacién y de las pla-
quetas, la hiperfibrindlisis y la deficiente polimeriza-
cién de la fibrina. La gravedad de la CID es mayor si
los mecanismos compensatorios estdn disminuidos.
En este punto interviene la capacidad sintetizadora
del higado para reemplazar los factores de la coagula-
cién y los inhibidores consumidos, y la capacidad de
la médula 6sea para generar plaquetas.® Debido a la
trombosis microvascular podemos encontrar disfun-
ciones de érganos, a veces también causados por otras
circunstancias concurrentes propias de la evolucién de
la enfermedad de base. Puede existir insuficiencia re-
nal y necrosis tubular aguda, insuficiencia hepatica,
insuficiencia respiratoria (sindrome de distrés respira-
torio del adulto) y alteraciones del estado neurolé-
gico’. Enla CID, la hemorragia es la manifestacion
predominante (70-90 % de los pacientes). No suele
comprometer la vida del individuo salvo en caso de
hemorragias del sistema nervioso central que son
poco frecuentes. Las mas frecuentes son: la purpura
cutdnea equimético-petequial, el sangrado microvas-
cular por puntos de puncidn, de insercién de catéte-
res o drenajes, por superficies cruentas o por heridas
quirdrgicas. Suele haber microhematuria o, mas rara-
mente, hematuria macroscépica. En pacientes graves
pueden aparecer hemorragias digestivas, en general
por lesiones agudas, y hemoptisis en pacientes intu-
bados. Las hemorragias intracraneales, suprarrenales,
intraparenquimatosas o en cavidades (abdominal,
pleural) son menos frecuentes.

Diagnostico de laboratorio

No hay una tnica prueba de laboratorio que descarte
o asegure el diagndstico de CID. Es fundamental que
el paciente esté en una situacién clinica que pueda
presentar una CID (tabla 1)'. La CID se diagnostica
basdndose en estos hallazgos: una enfermedad subya-
cente que se sabe que puede asociarse con CID, un re-
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cuento de plaquetas inferior a 100.000/pl o una dis-
minucién rdpida de la cifra, una prolongacién de los
tiempos de coagulacién basicos (tiempo de protrom-
bina y APTT), disminucién de fibrinégeno y presencia
de productos de degradacién de la fibrina. Esto permi-
te diagnosticar una CID en mas del 75 % de los ca-
sos3713, Aunque la trombocitopenia no es sensible ni
especifica de la CID, los niveles normales o estables
de plaquetas no sugieren su presencia. En la extension
de sangre periférica suelen observarse esquistocitos
pero es un hallazgo inespecifico. En la anatomia pa-
tolégica podemos encontrar trombosis en capilares y
pequefos vasos en cualquier érgano y signos de he-
morragia y de lesién isquémica en diversos tejidos.
No es preciso realizar un diagndstico anatomopatolé-
gico de la CID, porque las biopsias no ofrecen un ren-
dimiento aceptable, son arriesgadas, y ademads la au-
sencia de microtrombos no excluye la CID’.

Indicadores de activacion de la coagulacion

En la CID podemos encontrar una disminucién de los
anticoagulantes naturales: AT y proteinas Cy S. La
mayor parte de los factores de la coagulacién suelen
estar disminuidos por consumo con excepcién del fac-
tor VIII y el FvW que son liberados del endotelio y
pueden estar aumentados. Los marcadores de activa-
cién de la protrombina (fragmento 1 + 2), de forma-
cién de trombina (complejos trombina-antitrombi-
na), o del efecto de la trombina sobre el fibrindgeno
(fibrinopéptido A) estan elevados'. La determinacién
de mondmeros de fibrina solubles es bastante especi-
fica. En general todas son determinaciones de interés
cientifico pero no ofrecen ventajas definitivas por
lo que no se usan de una manera generalizada en la
clinica.

Marcadores de hiperfibrindlisis

El nivel de PDF circulantes es una medida sensible de
la actividad fibrinolitica. En la practica se utiliza un
PDF concreto, el dimero-D, que es un producto de la
degradacién de la fibrina ya polimerizada y estabiliza-
da por el factor XIIla (fibrina que ha estado en un
trombo)'*. Existen otras alteraciones pero no se in-
vestigan de manera rutinaria: disminucién del inhibi-
dor de la plasmina (a;-antiplasmina), aumento de los
complejos plasmina/a,-antiplasmina y un aumento de
péptidos formados por la accién de la plasmina sobre
la fibrina o el fibrindgeno (péptidos BR15-42 o BR1-42).

Marcadores de lesion endotelial

La deteccién en plasma de proteinas normalmente
unidas a la membrana del endotelio indica lesién en-
dotelial amplia. Esto ocurre con la trombomodulina
soluble que se ha visto aumentada en pacientes con
CID*. También sucede algo similar con la determina-
cién del factor tisular antigénico en plasma.
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Diagnostico diferencial

Existen varias enfermedades en las que los datos de la-
boratorio o la clinica son semejantes a los encontrados
en la CID. Los pacientes sépticos pueden tener una
deficiencia de vitamina K que altera los tiempos de
coagulacién y una trombocitopenia debida a la pro-
pia sepsis. En este caso no existe disminucién del fi-
brindgeno ni generacion excesiva de PDE. La coagulo-
patia que acompaia a la insuficiencia hepatica a veces
es muy dificil de diferenciar de una CID sobre todo si
el paciente, ademas, estd séptico. En este caso existe
una trombocitopenia por hiperesplenismo, disminu-
cién de factores e inhibidores de la coagulacién y ele-
vacién de PDE Hay casos en los que sélo puede diag-
nosticarse una CID por un cambio rdpido de los
parametros de laboratorio en controles seriados. En
las transfusiones masivas y la cirugia con circulacién
extracorpdrea hay disminucién de varios factores de
la coagulacién o de inhibidores, como resultado de la
hemodilucién. Ademds en la circulacién extracorpé-
rea existe activacién de la coagulacién y de la fibriné-
lisis con aumento de PDE En la enfermedad trombo-
embolica venosa y en las trombosis que complican la
anemia falciforme aumenta el dimero-D. También
puede confundirse con la CID la microangiopatia
trombdtica ya que produce una enfermedad aguda
con disfuncién multiorganica y rapido consumo de
plaquetas pero no cursa con consumo de factores ni
hiperfibrindlisis. En determinadas situaciones es po-
sible encontrar un aumento inespecifico de PDF como
en la insuficiencia renal por disminucién del aclara-
miento. Las determinaciones con latex pueden dar fal-
sos positivos si existe factor reumatoide. También
pueden encontrarse elevados en determinadas disfi-
brinogenemias.

Sindromes clinicos

El més frecuente es la CID asociada a sepsis®!¢. Puede
complicar a infecciones bacterianas (sobre todo por
gramnegativos), viricas y, mas raramente, fingicas o
protozoarias (malaria). Ademads de las alteraciones fi-
siopatolégicas referidas anteriormente, también pue-
de existir una lesién directa del germen sobre el en-
dotelio. En la CID asociada a sepsis puede aparecer un
grave cuadro: la purpura fulminans'®. Se presenta con
necrosis cutanea por trombosis de pequefios vasos y
con gangrena de partes acras o extremidades, por
trombosis de vasos de calibre grande y mediano.
También puede aparecer una necrosis suprarrenal
aguda. La purpura fulminans es mas frecuente en nifios.
En nifios, hay una entidad, que es la purpura fulminans
postinfecciosa, siguiendo a una infeccién leve del
tracto respiratorio superior, escarlatina o varicela. La
patogénesis es poco conocida, aunque la relacién tem-
poral con la infeccién sugiere un mecanismo inmuno-
l6gico que produce una vasculitis severa y una CID.
Cuando aparece en adultos, es en el curso de una sep-
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sis bacteriana fulminante. Existe una forma especial,
la putpura fulminans neonatal, que ocurre en neonatos
con déficit homozigoto de proteina C o S asociado.
El diagndstico debe ser rdpido y el tratamiento (con-
centrado de proteina C) instaurado de inmediato.

En pacientes con neoplasias, sobre todo con adeno-
carcinomas, puede aparecer una CID crénica causada
por una activacién crénica latente de la coagulacién
y, secundariamente, de la fibrindlisis. Suelen presentar
niveles elevados de marcadores de generacién de
trombina y aumento de PDE. Esta activacién puede
ocasionar tromboflebitis superficiales o profundas mi-
gratorias (sindrome de Trousseau)'. Ademas la fibri-
na puede depositarse en las valvulas cardiacas (endo-
carditis mardntica) y ocasionar embolias arteriales.
Puede concurrir también una anemia hemolitica mi-
croangiopatica. Esta forma crénica de CID es debida a
la liberacién de factor tisular u otras sustancias con ac-
tividad procoagulante procedentes de células neopla-
sicas. La CID crénica responde bien a la administra-
cién de heparina. Con los cumarinicos, la evolucién
de la trombosis puede ser negativa, con frecuentes re-
cidivas. En pacientes con alto riesgo hemorrdgico o
como prevencién de recidivas trombéticas, es til la
administracién de heparina a dosis profilacticas. La
leucemia aguda en muchos casos se acompafa de da-
tos analiticos de CID*. Los blastos leucémicos pue-
den albergar activadores del plasmindgeno, elastasas
con acciones fibrinoliticas. Ademads, contienen pro-
coagulantes como el factor tisular o proteasas activa-
doras del factor X. Pueden liberar citocinas que pro-
ducen lesién endotelial y activacién de la coagulacién.
Aunque cualquier leucemia puede presentarse con
CID, es muy frecuente en la leucemia promielocitica.
Al contrario que en el caso de los tumores sélidos, que
cursan mas con trombosis, en la CID de las leucemias
es mas frecuente la hemorragia. Ello puede ser debi-
do a la presencia de trombocitopenia y a un mayor
componente profibrinolitico. Otro grupo de enferme-
dades que pueden causar CID crénica compensada
son las enfermedades vasculares®. La activacién de la
coagulacién y fibrindlisis se localiza en los vasos anor-
males pero, en casos extremos, puede desencadenarse
una CID aguda o subaguda grave. Este fenémeno se
ha visto en aneurismas aérticos de gran tamafio, en
hemangiomas gigantes (sindrome de Kasabach-Me-
rritt), en telangiectasias multiples, en tumores intra-
cardiacos. El tratamiento es quirdrgico siempre que
sea posible. Pueden ser ttiles la heparina a dosis bajas
o los antifibrinoliticos. En ocasiones se ha intentado la
radioterapia del hemangioma o el tratamiento con
pentoxifilina. También se ha utilizado con éxito la es-
clerosis quimica.

La administracién de farmacos tromboliticos causa
una activacion intensa de la fibrindlisis con disminu-
cién de fibrindgeno, disminucién de az-antiplasmina
y consumo de plasmindgeno. Esta situacion, en la que
existe un riesgo alto de hemorragia, puede denomi-
narse correctamente fibrindlisis primaria ya que el
sistema coagulativo no participa. La deficiencia con-
génita de ap-antiplasmina y de PAI puede causar tam-

bién hiperfibrindlisis y hemorragia. Cuando en algu-
nos cuadros de CID existe un exceso de fibrindlisis, en
comparacién con el grado de activacién de la coagu-
lacidn, esta es secundaria. Ello puede verse en algu-
nas leucemias o en pacientes operados con bypass car-
diopulmonar.

El sindrome del distrés respiratorio del adulto se pue-
de asociar con datos clinicos o biolégicos de CID. La
trombosis puede ser una complicacién en estos pa-
cientes. En la patogenia del sindrome del distrés respi-
ratorio del adulto intervienen mecanismos fisiopato-
l6gicos comunes a los de la CID (lesién endotelial,
activacién plaquetaria, inflamacién y activacién ce-
lular)*.

Las reacciones hemoliticas agudas postransfusionales
pueden causar CID, probablemente por la lesién
endotelial causada por una intensa activacién del
complemento. Esta situacidon se puede acompanar de
shock e insuficiencia renal aguda. Los venenos de ofi-
dios y otros animales son mezclas complejas de toxi-
nas con gran variedad de efectos sobre la coagulacién.
Pueden causar vasodilatacién, aumento de permeabi-
lidad vascular, mionecrosis, lesién endotelial genera-
lizada y activacién directa de la coagulacién y fibri-
nolisis.

En la gestacién normal los niveles de factores de la
coagulacién e inhibidores de la fibrindlisis ascienden,
al tiempo que los activadores del plasmindgeno dis-
minuyen, lo cual protegeria de la hemorragia durante
el parto. Sin embargo, esta situacidn es propicia para
el desarrollo de una CID obstétrica si el contenido
uterino, rico en factor tisular y otros procoagulantes,
contacta con la sangre materna. Podemos encontrar
CID aguda y grave en: embolismo de liquido amniéti-
co, abrutio placentae, 6bitos fetales tardios, placenta
retenida, etc. El tratamiento m4s eficaz es extraer el
feto y los restos de placenta y, si es preciso la histe-
rectomia. El feto muerto retenido puede ser una causa
de CID crénica, la cual suele responder al tratamiento
con heparina. El aborto séptico u otras infecciones
graves también pueden causar CID durante el emba-
razo. El sindrome HELLP (hemdlisis, elevacién de en-
zimas hepaticos y trombocitopenia) presenta caracte-
risticas de sindrome microangiopatico.*

En los sindromes microangiopéticos, aunque existen
depésitos intravasculares que contienen plaquetas o
fibrina, las manifestaciones bioldgicas de CID suelen
estar ausentes.

La presentacién de un paciente con CID sin causa
aparente es rara y siempre se asocia a una enfermedad
oculta. Los cuadros que pueden empezar con una CID
suelen ser neoplasias (sobre todo adenocarcinoma de
préstata), cirrosis hepatica y grandes aneurismas ab-
dominales.

Tratamiento

La mortalidad en la CID grave es muy alta aunque,
aunque estd muy condicionada por evolucién de la
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enfermedad subyacente. El tratamiento debe dirigirse
a eliminar la causa y a mantener el soporte vital. No
obstante, las trombosis o hemorragias graves pueden
comprometer la evolucién. Los tratamientos disponi-
bles son el tratamiento sustitutivo con hemoderivados
y el uso farmacolégico de inhibidores de la coagula-
cién y de la fibrindlisis*!°. En un paciente con CID,
pero sin hemorragia, no precisa tratamiento sustituti-
vo ya que su uso no ha demostrado que mejore la
evolucién. Si existe sangrado, esta indicado el plasma
fresco congelado como aporte de factores de coagula-
cién si el tiempo de protrombina estd prolongado en-
tre 1,6-1,7 veces el control, o el APTT muestra una
relacién paciente-control superior a 1,5. La dosis a in-
fundir serd de 10-15 ml/kg de peso’. En algtn caso
con hipofibrinogenemia muy grave, puede ser necesa-
rio el aporte de fibrin6geno en forma de transfusién
de crioprecipitado (1 U/10 kg de peso). El plasma, ade-
mas de factores de la coagulacién, aporta antitrombi-
nay proteina C. En cuanto a la trombocitopenia, si el
paciente sangra y las plaquetas son inferiores a
50 x 10%/1, deben transfundirse plaquetas (1 U/10 kg
de peso)'’. Se ha propuesto el tratamiento con con-
centrados de antitrombina en la CID, pero no hay evi-
dencia de reduccién de la mortalidad por lo que no se
recomienda su uso sistematico'®". Los niveles de pro-
teina C estdn muy descendidos en la CID grave y los
concentrados de proteina C y de PCa, pueden ser Gti-
les en el tratamiento y control de la CID. Ademas de
la detencién de la generacién de trombina, la protei-
na C tiene propiedades antiinflamatorias beneficiosas
en estos pacientes. El uso de PCa en la sepsis grave
disminuye la de la mortalidad'®"'. Aunque la heparina
puede empeorar la hemorragia y los antifibrinoliticos
la trombosis, en algunas situaciones concretas, su uso
puede ser recomendable. Asi, en los pacientes con
CID en los que predomine la trombosis, como en
la CID asociada a neoplasia, la heparina suele ser atil
y corregir la alteracién hemostatica y tratar el episodio
de tromboembolismo venoso®. Los antifibrinoliticos
pueden ser utiles en cuadros hemorragicos con un
marcado predominio de la fibrindlisis. Se usan en la
leucemia promielocitica y en pacientes con sindrome
de Kasabach-Merritt”. De manera experimental se
han intentado utilizar antagonistas de las citocinas
implicadas. Se han utilizado anticuerpos antiendoto-
xina en humanos, con resultados decepcionantes por
incremento de la mortalidad. Los anticuerpos contra
la IL-1 y el TNF ha conseguido prevenir el desarrollo
de sindrome séptico y CID en animales de experi-
mentacién. Los anticuerpos antifactor tisular o anti-
factor VIla también han demostrado capacidad para
impedir la aparicién o progresién de CID, pero no se

han empleado en humanos?®.
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Introduccion

El conocimiento profundo de una enfermedad com-
pleja, no sélo su base patolégica, sino también
aspectos de diagndstico, prondstico, seguimiento y
tratamiento, no puede abarcarse de forma simple,
empleando un solo método, evaluando un simple
marcador, o haciendo uso de una sola prueba. Si son
muchos los elementos biolégicos que desempefian
un papel (aunque sea pequefio) en una enfermedad y
son afectados por la misma, el estudio completo de di-
cha enfermedad deberia incluir la evaluacién de to-
dos estos elementos. Este tipo de aproximacién ha
sido imposible de realizar en el siglo xx no sélo por di-
ficultades técnicas, sino incluso por carencias en co-
nocimientos basicos. Los recientes avances en biolo-
gla molecular, la creacién de bases de datos y bancos
de muestras, el desarrollo tecnolégico aplicado a la
biomedicina y la bioinformatica han permitido en la
era posgenémica poder evaluar simultdneamente mi-
les de elementos biolégicos en una muestra de un pa-
ciente de forma rdpida, con un coste y con un manejo
razonable de los datos generados. Son las llamadas
tecnologias “omic”. Estos métodos, aplicados a cada
uno de los procesos bioldgicos, pretenden recabar da-
tos del genoma (gendmica), genoma funcional o ARN
(transcriptémica), proteinas (proteémica), y metabo-
litos (metabolémica) generados por perturbaciones
genéticas o ambientales en un paciente o una mues-
tra (fig. 1). Especialmente la genémica, transcriptémi-
cay proteémica se han mostrado como aproxima-
ciones efectivas que permiten identificar factores
genéticos y ambientales relacionados con enfermeda-
des tan complejas como el cancer, y han permitido
identificar marcadores especificos que pueden ayu-
dar tanto a la prevencién, diagnéstico y prondstico
como a la seleccion de estrategias terapéuticas de di-
ferentes enfermedades. Ademads, mediante el anélisis
de miles de elementos, estas técnicas permitiran defi-
nir un perfil propio e individual del paciente que, en
un futuro no muy lejano, facilite el desarrollo de una
medicina individualizada, pues cada individuo es di-
ferente también en el enfermar.

En esta revisién evaluaremos el empleo y posibilida-
des de estas técnicas en hemostasia y las patologias

Este trabajo ha sido realizado gracias a los proyectos SAF2003-00840
y Fundacién Séneca 00583/P1/04.

derivadas de un incorrecto funcionamiento del siste-
ma hemostético, especialmente la enfermedad trom-
boembdlica.

Gendmica en hemostasia

Muchas de las enfermedades del sistema hemostati-
co se han considerado monogénicas y asociadas a la
deficiencia de una sola molécula. La simple alteracién
de un solo gen (en muchos casos causadas por simples
mutaciones puntuales) es suficiente para desarrollar
enfermedades como la hemofilia o ciertas trombosis
(causadas por mutaciones en el gen del FVIII o de la
proteina C, respectivamente como ejemplos). En este
contexto, parece irracional el empleo de técnicas ge-
ndémicas que evallen alteraciones genéticas de forma
masiva (andlisis del genoma completo con técnicas
como cariotipo, pintado de cromosomas, o de linka-
ge). La simple secuencia (tras amplificacién mediante
reaccién en cadena de la polimerasa [PCR] o PCR-
transcripcion inversa [RT-PCR]) del gen candidato po-
dria identificar la mutacién responsable. Pero cada dia
van apareciendo nuevas evidencias que apoyan la
complejidad de las consideradas como enfermedades
monogénicas. Otras caracteristicas genéticas propias
de cada individuo pueden tener importantes implica-
ciones prondsticas y terapéuticas en pacientes porta-
dores de una misma mutacién responsable de una
enfermedad. Por ejemplo, diferentes polimorfismos
protrombéticos podrian atenuar la clinica hemorragi-
ca de pacientes hemofilicos que portan la misma alte-
racién genética'. De hecho, manipulaciones genéticas
en diferentes cepas de ratén han mostrado que cier-
tas deleciones provocan patologias graves (incluso
mortales) en unas cepas pero menos graves en otras”.
Ademads, diferentes factores ambientales también
pueden modificar el efecto de una alteracién genéti-
ca. Por otra parte, otras enfermedades del sistema he-
mostético mucho maés frecuentes, como todas las
resultantes de procesos tromboembdlicos, son enfer-
medades complejas en las que intervienen cientos (po-
siblemente miles) de elementos. Recientemente, se ha
demostrado que polimorfismos funcionales, algunos
hemostaticos, estan implicados en el riesgo de sufrir
trastornos trombéticos y hemorragicos. También los
polimorfismos pueden desempefar un papel impor-
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e Interacciones con otras proteinas o metales
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glicacion, esterificacion, acetilacion,
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Figura 1. Transmisién de infor-
macion biolégica y técnicas
“Omicas” de andlisis masivo de
elementos. Los genes (analizado
por la genémica) se expresan en
ARN (estudiado por la transcript6-
mica). En este nivel existe cierto
grado de variabilidad generado por
inicios transcripcion y procesa-
mientos de intrones alternativos.
La mayoria de ARN son traducidos
para generar proteinas (evaluadas
por la proteémica). En este proce-
so existe un alto nivel de hetero-
geneidad ya que la proteina recién
sintetizada puede experimentar

Proteinas Proteémica

Prot 1b-1,2,3,4...

multitud de modificaciones post-
traduccionales, muchas de ellas
con relevante significado funcio-
nal.

tante en el prondstico y evolucién de la enfermedad o
incluso en aspectos farmacogendmicos, afectando a la
eficacia o efectos adversos de tratamientos como la an-
ticoagulacién, la fibrindlisis o la antiagregacién plaque-
taria®. Por todo ello, han sido muchos los estudios de
polimorfismos de factores hemostaticos en patologias
trombdticas y hemorragicas que se han realizado. Sin
embargo, en todos los casos, la evaluacién de un sélo
polimorfismo no es de gran utilidad clinica por el bajo
riesgo asociado. Por tanto, y gracias al desarrollo de
las bases de SNP (single nucleotide polymorphisms), y las
facilidades tecnoldgicas de arrays de SNP parece reco-
mendable estudiar cientos o miles de polimorfismos
en estos pacientes para poder establecer los denomina-
dos perfiles de polimorfismos que permitan definir
con exactitud la influencia genética de cada sujeto en el
pardmetro que estemos evaluando®. Finalmente, es
muy probable que existan multiples factores que no se
han incluido clasicamente en el sistema hemostatico
pero que van a desempefar un papel relevante en el
desarrollo de diferentes patologias hemostaticas. Cual-
quier gen que codifique una molécula que afecte a pro-
teinas del sistema hemostético (porque regule su ex-
presion, su correcto plegamiento y estabilidad, esté
implicado en cambios postraduccionales, o degrade las
proteinas hemostaticas) también pueden alterar el
balance hemostatico facilitando el desarrollo de enfer-
medades trombéticas o hemorragicas, y por lo tanto
deben ser identificados, al igual que sus posibles va-
riaciones genéticas. Existen diferentes aproximaciones
metodoldgicas que evaldan el genoma completo em-
pleando analisis de ligamiento en grandes familias o
gemelos para intentar identificar estos genes y sus mo-
dificaciones responsables de la enfermedad estudiada,
que ya estan dando sus frutos®.

Transcriptdmica en hemostasia

Una enfermedad se acompana de cambios en la expre-
sién (en unos casos significativos, en otros mas sutiles)
de varios genes. Algunos de estos cambios van a ser
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responsables del desarrollo de la enfermedad, otros son
resultado del propio proceso patolégico. La determina-
cién del patrén de expresién de miles de genes simulta-
neamente mediante el empleo de tecnologias de micro-
arrays de expresién o SAGE (serial analysis of gene
expression) ha sido y serd de gran utilidad en multiples
enfermedades hematoldgicas. La transcriptémica pro-
porciona informacién sobre el grado de actividad géni-
ca en la muestra y su relacién con la funcién celular,
estado de desarrollo, respuesta a estimulos, o enferme-
dad. Por ello, llama poderosamente la atencién que
frente a la explosion de articulos que emplean esta me-
todologia en otros campos, apenas existan estudios de
este tipo en enfermedades del sistema hemostatico. La
explicacién es la peculiaridad transcripcional de este
sistema: los elementos celulares (las plaquetas) tienen
poca actividad transcripcional y la sintesis de factores
de la coagulacién se produce en células de dificil acce-
so (higado o pared endotelial). Hasta la fecha, la mayo-
ria de estudios realizados en este campo se centran en
patologia tromboembodlica arterial. Estos estudios han
utilizado tres tipos de aproximaciones: paralela (eva-
luando dos muestras en paralelo, una de ellas control),
temporal (evaluando la evolucién de la expresién de
una misma muestra con el tiempo, en los diferentes
estados de la enfermedad o en diferentes puntos de un
tratamiento) o secuencial (estudiando diferencias en la
expresién de diferentes células de un individuo o de
diferentes localizaciones). Son estudios realizados en
pacientes, pero mas frecuentemente en modelos ani-
males o cultivos celulares. A menudo son estudios post
mortem o con biopsias de pared vascular de diferentes
arterias y pacientes que nunca han sufrido eventos car-
diovasculares, o de zonas afectadas y zonas no afecta-
das. Algunos estudios evaldan ciertos tipos celulares
con un papel importante en estos procesos (como mo-
nocitos en aterosclerosis) o incluso en lineas celulares
en presencia de ciertos estimulos o en respuesta a cier-
tos farmacos®. Mediante microarrays se han identifica-
do genes implicados en estos procesos, algunos como
el gen FOS, que podria ser mejor marcador de ateros-
clerosis que la PCR'.
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También se ha analizado el transcriptoma plaquetario.
El microarray muestra un patrén reproducible y Gnico
de plaquetas, con relativa pobreza de transcritos com-
parado con otras células (2928 ARN mensajeros)®.
Con estos estudios se han podido identificar 50 genes
especificos de plaquetas. Este tipo de experimenta-
cion puede permitir que se definan con precisién los
genes que pudieran regular las funciones normales y
patoldgicas de plaquetas y megacariocitos. La poten-
cial aplicacién de microarrays especificos de plaquetas
también implica aspectos mucho mds practicos y de
aplicacién clinica en temas relacionados con la pro-
duccidn plaquetaria, trombopatias, enfermedad car-
diovascular y cerebrovascular, y terapia antitrombética’.

Protedmica en hemostasia

El proyecto genoma humano ha sido el gran reto de
la ciencia moderna. El resultado, practicamente con-
cluido, evidencia un genoma finito con un grado de
variabilidad relativamente bajo. En contraste, el pro-
teoma de un organismo (tejido, célula o muestra), que
se define como el contenido total de proteinas en un
momento dado, es altamente dindmico, con un nd-
mero practicamente infinito de posibles variaciones.
La genémica y transcriptémica aportan datos que re-
flejan los objetivos del genoma para la sintesis protei-
ca pero no proporcionan informacién sobre la finali-
zacién de esos objetivos. Existen modificaciones
postraduccionales, que ademads de incrementar la he-
terogeneidad proteica, tienen relevantes efectos fun-
cionales y patoldgicos (fig. 1). Alteraciones en la abun-
dancia de una proteina, en su estructura, localizacién
o en su funcién, aspectos que pueden ser valorados
mediante proteémica, pueden ser excelentes biomar-
cadores de anomalias patoldgicas previas al desarrollo
de manifestaciones clinicas, atiles marcadores diag-
nésticos o prondsticos. Por ello, la proteémica esta su-
perando a la genémica como herramienta que permi-
ta un analisis global y en el tiempo de los elementos
relacionados con procesos fisiopatolégicos y en la
busqueda de nuevas dianas terapéuticas y farmacos.
Pero es mas, la protedmica original cuyo objetivo fue
identificar el conjunto de proteinas que cambian sus
niveles como causa o consecuencia de diferentes fac-
tores (genéticos o no), ahora permite conocer aspectos
mucho mds profundos de la estructura y funcién de
cada proteina identificada, las interacciones con otras
moléculas, las modificaciones postraduccionales que
ha experimentado o incluso su localizacién celular. Por
todo ello, y porque las técnicas genémicas han sido
mas revisadas en nuestro congreso, nos centraremos
mas profundamente en este apartado de protedmica.
La técnica que analiza mezclas de proteinas y que ha
permitido el desarrollo de la proteémica es la espec-
trometria de masas (mass spectrometry o MS). Se trata
de un método practicamente insuperable debido a su
precisién, sensibilidad (del rango de fentomoles), es-
pecificidad, resolucién y automatizacién en ciertas
formas. Existen diferentes sistemas para preparar y

cargar las proteinas en estos sistemas. Quizas el mas
usado sea el matrix-assisted laser desorption/lonization
(MALDI). Posteriormente, la muestra ionizada se pasa
a analizadores de masas, el mas empleado es el time of
flight (TOF).

Pero antes hay que separar las proteinas de una mues-
tra. Existen dos grandes aproximaciones de separa-
cién de proteinas con fines proteémicos:

1. Empleando metodologia proteémica clasica de se-
paracién de proteinas, basicamente mediante siste-
mas de electroforesis en dos dimensiones (2-DE)
que separan las proteinas por carga y masa mo-
lecular, identificacién y aislamiento de “spots” di-
ferentes y finalmente determinacién de la identi-
dad de la proteina mediante digestién enzimatica
(normalmente con tripsina) y determinacién del
patrén de masas peptidico empleando espectrome-
tria de masas. Este patrén de masas de péptidos se
compara con la masa esperada de las proteinas in-
cluidas en potentes bases de datos (como DMSR,
SWISS-PROT y TrEMBL), generando un listado de
posibles candidatos (fig. 2). Las proteinas también
pueden separarse mediante cromatografia liquida
ortogonal (LC) (un sistema multidimensional que
separa proteinas usando cromatografia de inter-
cambio iénico y de fase reversa) acoplada directa-
mente a sistemas de espectrometria de masas, mé-
todo que estd practicamente automatizado y que
detecta proteinas que no entran o no se separan fa-
cilmente en geles 2-DE, pero no diferencia formas
proteolizadas (fig. 2).

2. Mediante el estudio sistematico y a gran escala de
muestras sin separacién electroforética de las pro-
teinas para la identificacién de perfiles proteicos.
Normalmente, esta aproximacién emplea como
sistema el SELDI-TOF (surface enhanced laset/de-
sorption fonization) de alta resolucién tras capturar
las proteinas de una muestra con diferentes chips
analiticos (diferentes tipos de matrices capaces de
unir las proteinas de una muestra empleando dis-
tintas caracteristicas fisico-quimicas: anticuerpos,
afinidad, polimeros sintéticos, etc.). En esta aproxi-
macién también se pueden emplear chips funcio-
nales para evaluar el proteoma de una muestra
atendiendo a la caracteristica funcional que desee-
mos evaluar (p. ej., actividad proteasa, otras activi-
dades bioquimicas o interacciones con ciertas pro-
teinas u otras moléculas) (fig. 2).

Actualmente se han desarrollado equipos complejos
como el MS/MS en tandem que ademds de propor-
cionar la masa de forma precisa, determinan la se-
cuencia proteica y por tanto consiguen una identifi-
cacién absoluta de las proteinas de una muestra.
Finalmente, se estdn desarrollando métodos analiti-
cos que ademds permitan cuantificar cada proteina,
lo que haria a la proteémica claramente superior a la
gendmica. Para una mayor revisién de técnicas e ins-
trumentacién de espectrometria de masas y proted-
mica recomendamos revisar el excelente trabajo de
Cristea et al'’.
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Figura 2. Principales métodos proteémicos. Las proteinas de una muestra se pueden separar empleando tres sistemas diferentes:
1) En geles o sistemas 2-DE (con 1.2 separacion por pl mediante isoelectroenfoque y 22 por tamano mediante SDS-PAGE). Las protei-
nas se identifican con diferentes sistemas de tincion. Una vez identificadas las proteinas de interés (p. €j., comparando el proteoma de
una muestra control con la de un paciente), el punto del gel se corta y se somete a digestion proteolitica, normalmente con tripsina.
Los fragmentos peptidicos generados se analizan mediante espectrometria de masas (MS). 2) Mediante cromatografia liquida (LC), di-
rectamente acoplada a un sistema de MS. 3) Finalmente, se pueden seleccionar determinados tipos de proteinas de una muestra me-
diante el empleo de chips de proteinas que emplean caracteristicas fisico-quimicas o funcionales de las proteinas que se desea captu-
rar. Las proteinas capturadas son evaluadas mediante MS. Los datos generados en los sistemas de espectrometria de masas, se
cotejan con bases de datos empleando programas informaticos que permiten una correcta identificacion de las proteinas de la muestra.
La completa identificacion de una proteina puede realizarse empleando sistemas de espectrometria en tandem que identifican la se-

cuencia de la muestra.

Las principales limitaciones de las técnicas proteémi-
cas derivan de la incapacidad de amplificar las pro-
teinas (a diferencias de los dcidos nucleicos), a pesar
de la elevada sensibilidad de estas técnicas. Ademaés,
la gran heterogeneidad proteica de un tejido o plasma
puede hacer que dos muestras de un mismo sujeto
sean ligeramente diferentes, lo que exige al menos re-
petir tres veces cada muestra para obtener resultados
fiables.

Existen dos grandes materiales en hemostasia suscep-
tibles de ser evaluados mediante técnicas protedmi-
cas: el plasma y diferentes tipos celulares, especial-
mente plaquetas.

El estudio del proteoma del plasma es complejo y difi-
cil por dos razones: cantidad y heterogeneidad. En el
plasma existen mas de 10.000 proteinas diferentes y
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heterogéneas tanto en caracteristicas estructurales
como en variaciones conformacionales y postraduc-
cionales de una misma molécula (de hecho se estima
en mas de un millén las diferentes formas proteicas
del plasma). Ademads, estas proteinas pueden interac-
cionar entre ellas. Y finalmente existe una significativa
heterogeneidad en la concentracién de cada proteina
en plasma (que oscila entre valores milimolares a fen-
tomolares). A pesar de las dificultades del estudio del
proteoma del plasma, la informacién que podemos
obtener de €l es inmensa. No sélo el plasma contiene
la mayoria de las proteinas hemostaticas, y por tanto
su andlisis podria ayudar a definir patologias hemos-
taticas como veremos después. Ademds, el plasma
también es el fluido que se ve afectado por el estado
de la mayoria de los tejidos. Este dato, junto a la faci-
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lidad para obtener muestra suficiente de cualquier pa-
ciente en cualquier situacién hace que sea el sustrato
idéneo donde buscar marcadores asociados a diferen-
tes enfermedades, o reflejo de la influencia de diferen-
tes factores externos (incluidos farmacos). Desde el
afio 1991, se emplea plasma para identificar patrones
2-DE asociados a enfermedades. Centrandonos en la
enfermedad tromboembdlica, recientes estudios apli-
can técnicas protedmicas al plasma para definir mar-
cadores de enfermedad cardiovascular. Por ejemplo,
un estudio realizado por un grupo espafiol empleando
2-DE observé nuevos marcadores asociados a enfer-
medad cardiovascular que no se sospechaban pu-
dieran estar relacionados con esta patologia, como
ciertas isoformas de la antitripsina''. Ademads, varia-
ciones en el nivel de diferentes isoformas de la cade-
na y del fibrinégeno o la apolipoproteina A-I diferen-
cian infarto agudo de miocardio de angina inestable'’.
En otro trabajo, empleando SELDI-TOF acoplado a
un chip de intercambio anidnico, se identificé un
nuevo marcador asociado con sindrome coronario
agudo'. El patrén proteémico del plasma puede por
tanto, ser empleado para identificar pacientes de alto
riesgo, mas susceptibles de tener una placa inestable
que lleve a infarto de miocardio. Otros estudios pro-
tedmicos relacionados con la enfermedad cardio-
vascular evaltan el proteoma de células endoteliales,
monocitos, miocitos, y otras células implicadas en es-
tas enfermedades®'?.

Centrdndonos mas en los aspectos especificos de la
patologia hemostatica, el andlisis completo del pro-
teoma hemostatico, complejo por su heterogeneidad,
puede tener un impacto crucial en el diagnéstico, pro-
filaxis e intervenciones terapéuticas en enfermedades
trombéticas y hemorragicas. Las concentraciones de
factores de la coagulacion en la poblacién sana varian
en rangos de 2 a 4 veces. Ademas, las caracteristicas
funcionales finales de estas proteinas estdn deter-
minadas por diferentes mecanismos moleculares
influenciados tanto por instrucciones genéticas inde-
pendientes del gen codificante que provocan modifi-
caciones postraduccionales como por factores am-
bientales. En consecuencia, el conjunto de reacciones
que sigue a la presentacién del factor tisular en sangre
y la subsecuente expresién de trombina es muy va-
riable en la poblacién “normal”. Las consecuencias de
esta heterogeneidad y su caracterizacién mediante
técnicas protedmicas es relevante por su potencial in-
fluencia en el diagnéstico, profilaxis y terapia de en-
fermedades del sistema hemostatico'.

Finalmente, como ocurria con la transcriptomica, tam-
bién se ha avanzado significativamente en el proteo-
ma de plaquetas. Trabajos recientes muestran un pro-
teoma plaquetario complejo, mayor del que se podria
esperar y que vuelve a mostrar las discrepancias entre
gendmica y proteémica. Ademads de los propios genes
plaquetarios, las plaquetas son capaces de almacenar
otras proteinas en su interior que tienen un papel im-
portante en la funcién plaquetaria y en el sistema he-
mostatico en general (como el factor V) o incluso otras
funciones como la inflamacién, mitogénesis, etc.

(como TGE-B, antitripsina, IL-B, etc.). Hasta la fecha,
estudios completo del proteoma plaquetario detectan
de 760 a 2.300 proteinas diferentes (varias identifica-
das por primera vez en estos estudios), que abarcan
multiples funciones (citoesqueleto, sefalizacién, pro-
cesamiento proteico, receptores de membrana, etc.)>'¢
aunque se estiman en mas de 10.000 las proteinas pre-
sentes en plaquetas'. Ademas, este tipo de estudios
ofrece la oportunidad de describir de forma compren-
siva las proteinas y sus modificaciones implicadas en
procesos especificos de la funcién plaquetaria, desde
los primeros procesos que desencadena la adhesién,
hasta los cambios producidos por la agregacién o las
proteinas secretadas, y especialmente los procesos de
sefializacién intracelular como la fosforilacién asocia-
da a diferentes agonistas'®. Asi, recientemente se han
identificado DOK-2 y la fosforilacién de proteinas
RGS como relevantes en la respuesta de las plaquetas
a TRAPY. Finalmente, la proteémica plaquetaria tam-
bién puede ser atil para identificar potenciales dianas

terapéuticas®.

Conclusiones

Los avances cientificos y tecnoldgicos que permiten la
evaluacién simultdnea en un solo experimento de mi-
les de caracteristicas genéticas y proteicas de una
muestra han sido ampliamente empleados en diferen-
tes campos de la medicina con un futuro prometedor.
El analisis y comparacién de patrones genéticos y pro-
teicos permitird en un futuro cercano definir marca-
dores que sirvan en el diagndstico o prondstico de
multiples patologias, algunos cuya asociacién con di-
cha enfermedad ni siquiera se habia considerado. La
disponibilidad de marcadores diagndsticos tempra-
nos, especialmente si pueden ser determinados y va-
lorados en sangre u otros fluidos, podran utilizarse
para reducir la morbilidad y mortalidad de muchas
enfermedades. Ademas, estos estudios pueden facili-
tar la identificacién de nuevas dianas terapéuticas o
evaluar con mayor fiabilidad y especificidad la efica-
cia y efectos adversos de tratamientos. En resumen,
las técnicas “omic” permiten definir perfiles especifi-
cos de una persona que facilitaran el desarrollo de una
medicina individualizada. Hasta la fecha no hay mu-
chos estudios de este tipo en hemostasia, pero dada la
enorme heterogeneidad interpersonal que afecta a
factores hemostaticos, el desarrollo de estos métodos
puede ayudar no sélo a caracterizar mejor un sistema
todavia bastante desconocido pese a su relevancia
bioldgica, sino a definir la base molecular de enfer-
medades de gran trascendencia asociadas a su inco-
rrecta funcién (tanto trombédticas como hemorragi-
cas), definir marcadores de riesgo, identificar factores
de riesgo genético y ambientales, evaluar los efectos
de procedimientos terapéuticos e incluso establecer
nuevas terapias. {La hemostasia no se baja de este
tren!
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