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Programa educacional

COORDINADORES: J.A. PEREZ-SIMON. Sevilla
V. JIMENEZ YUSTE. Madrid

Introduccion

El Programa Educacional constituye, como no puede ser de otro modo, uno de los aspectos centrales
dentro del congreso nacional de la SEHH y la SETH. Hasta este afio ha ocupado monograficamente el dia
inaugural. De manera similar a la mayoria de congresos internacionales, y con el fin de dar mayor presencia
a la parte educacional a lo largo del congreso, este afio se repartird entre el jueves y el viernes. Esperamos
que este cambio sea provechoso para todos los asistentes y facilite la presencia al mismo.

Junto con el resto del comité cientifico, hemos pretendido elaborar un Programa Educacional que abar-
que todas las dreas de nuestra especialidad sin renunciar a revisar algunos de los aspectos mds punteros
no solo en la Hematologia, sino en la Medicina actual. Para ello contamos con expertos de reconocido
prestigio nacional e internacional en cada uno de los temas que se abordaran.

La Dra. Silvia de la Iglesia [fiigo revisara el diagndstico diferencial y el tratamiento de las eritroblastope-
nias. Ademas de poder ir de la mano de una gran experta a la hora de repasar estos sindromes, la Dra. De la
Iglesia profundizard en nuevos aspectos fisiopatolégicos como las mutaciones en las proteinas ribosomales.

Nadie como el Dr. Javier de la Rubia para abordar, con la claridad que requiere un programa educa-
cional, una cuestién tan compleja como el diagnéstico diferencial y el tratamiento de la microangiopatia
trombética, tanto en sus formas primarias como secundarias. Tanto en un caso como en el otro el manejo
de estos pacientes es siempre controvertido lo que, sumado a las novedades en este ambito, hace de esta
una ponencia realmente atractiva y del interés general.

Las novedades en el diagnéstico y la clasificacién de los sindromes mielodisplasicos hacian obligado
abordar este tema dentro del Programa Educacional de este ano. El Dr. Francesc Solé, investigador de
reconocido prestigio internacional en este area, serd el encargado de revisar para todos nosotros la nueva
clasificacién citogenética y molecular de estos sindromes. Su experiencia es clave para que podamos com-
prender e identificar el valor pronéstico de las nuevas alteraciones genéticas y moleculares.

El Dr. Felipe Prosper abordard en su ponencia uno de los aspectos mas “calientes” de la Hematologia en
particular y de la Medicina en general en los tltimos afios: la terapia celular. Dada su prestigiosa trayectoria
en este campo, es la persona mds indicada para orientarnos en esta complicada drea de la Medicina, desde
los conceptos més basicos hasta las indicaciones més novedosas.

Terminaremos la sesién de jueves con una de las figuras internacionales mds relevantes en el pano-
rama de la Hematologia espafiola, el Dr. Alberto Orfao, una referencia mundial en la citometria de flujo
con quien navegaremos a lo largo de la hematopoyesis en un viaje que promete ser fascinante, dados el
conocimiento y la capacidad didactica del ponente.

En la manana del viernes reservaremos un espacio para la hematologia clinica de la mano de dos
referentes en cada una de las patologias que se revisardn: la Dra. Maria-Victoria Mateos actualizara el
diagnéstico y la monitorizacién del mieloma miultiple en el afio 2015. En un escenario tan cambiante
como es el diagnédstico y tratamiento del mieloma mdultiple, patologia en la que se han producido los
avances mas llamativos a lo largo de los dltimos afos, serd todo un lujo contar con una de las referencias
internacionales del que, seguramente, es el grupo mds productivo de la Hematologia espafola, el grupo
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espafol de mieloma. Y ademds del mieloma, afortunadamente estamos viviendo cambios profundos
en el tratamiento de otras patologias, como el linfoma del manto. La trayectoria del Dr. Miguel Angel
Canales en esta area le avala como el ponente idéneo para ilustrarnos sobre el manejo actual y el impacto
de los nuevos farmacos en el pronédstico de estos pacientes.

Iniciando el Programa Educacional dedicado a la trombosis y la hemostasia, el Dr. Ramén Lecumberri
abordara una de las facetas mads interesantes de la trombosis, como es la relacionada con la patologia
tumoral. Desde su perspectiva, como reputado referente tanto en el campo clinico como de investigacion,
conoceremos el abordaje profilactico y terapéutico de la enfermedad tromboémbolica venosa asociada
al cancer.

Si existe una patologia dentro de la hemostasia que ha evolucionado de forma esperanzadora en los tltimos
afios esta es la hemofilia. Para conocer la realidad actual y el futuro de la profilaxis contamos con una de las
referencias internacionales en el campo de las coagulopatias congénitas, la Dra. Marfa Teresa Alvarez. De su
mano profundizaremos en el manejo integral y en los cambios que se avecinan en la terapéutica profilactica
de la hemofilia.

Una de las trayectorias mds reconocidas dentro del campo de la hemostasia, especialmente en el &mbito
de la enfermedad de von Willebrand, ha sido la realizada a lo largo de su carrera profesional por el Dr. Javier
Batlle. Nadie como él para poner broche final a este Programa Educacional abordando un tema complejo
y con muchas novedades como el diagnéstico de la enfermedad de von Willebrand.

En definitiva, nuestro animo no es otro sino que el presente Programa Educacional responda a las
expectativas de los médicos hematdlogos y especialistas en formacién y contribuya a actualizar nuestros
conocimientos en una especialidad con un desarrollo tan rapido como es la Hematologia-Hemoterapia.

161




Diagnostico diferencial y manejo de las eritroblastopenias

Sitvia DE LA IGLESIA INIGO

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin. Las Palmas

de Gran Canaria

Introduccion

La eritroblastopenia, o aplasia pura de células rojas
(APCR), es un sindrome descrito inicialmente por Kaz-
nelson en 1922, caracterizado por anemia normocitica
normocrémica grave con reticulocitopenia y dismi-
nucién de eritroblastos en la médula 6sea. Puede ser
agrupada dentro de los fallos medulares; sin embargo,
en la eritorblastopenia pura la aplasia se limita a la serie
eritroide, estando las otras lineas generalmente conser-
vadas"??.

Las APCR se clasifican en congénitas y adquiridas, y
estas UGltimas en crénicas y transitorias o en primarias y
secundarias (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las eritroblastopenias (modificada del libro de
Sanz-Sabrafén)

Congénitas

Cronicas o transitorias

Idiopaticas o secundarias
Infecciones (parvovirus B-19, VEB, CMV, VIH)
Enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, LES)
Farmacos
Timoma
Sindromes linfoproliferativos y otras hemopatias
Gestacion

Las APCR adquiridas también pueden ser clasificadas
segln su patofisiologia en secundarias a infeccién por par-
vovirus B19 (aguda o crénica), asociadas a ciertos farmacos
o toxinas, asociadas al embarazo o de causa autoinmu-
ne. Dentro de las de causa autoinmune se distinguen las
mediadas por anticuerpos frente a los eritroblastos (erti-
toblastopenia transitoria de la infancia, incompatibilidad
ABO tras trasplante hematopoyético) o frente a la eritro-
poyetina, la mediadas por células T y por células NK.

Las APCR autoinmunes pueden ser idiopéticas o
estar asociadas a infecciones, enfermedades autoinmu-
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nes o neoplasias tales como timoma, linfoma o carci-
noma. Asi mismo, a veces es la manifestacién inicial de
un sindrome preleucémico®.

Eritroblatopenias congénitas

Se engloba dentro de los sindromes congénitos de fallo
medular. Estos sindromes son un grupo de alteraciones
genéticas caracterizadas por la insuficiente produccién
de una o varias lineas hematopoyéticas, alteraciones
fisicas y predisposicién a neoplasias, tanto sélidas como
hematoldgicas, debido a la activacién de P53 y a cierto
acortamiento de los telémeros. Incluyen, ademads de la
ABD, la anemia de Fanconi, la disqueratosis congénita,
la neutropenia congénita grave, el sindrome de Shwa-
chman- Diamond y la trombocitopenia con ausencia
del radio®.

La etiopatogenia de algunos de estos sindromes
parece estar relacionada, dado que se afecta la forma-
cién de los ribosomas. En la ABD se han demostrado
alteraciones de los genes que codifican para las subu-
nidades de los ribosomas, mientras que en la disquera-
tosis congénita se afecta el gen DKC1, que expresa la
proteina disquerina, implicada en la pseudouridilacién
del ARN ribosomal. En el sindrome de Shwachman
Diamond se afecta el gen SDS, que codifica para la
proteina del mismo nombre y que estd involucrada en
la unién de las subunidades ribosomales para formar el
ribosoma maduro (80S)*.

La ABD es una enfermedad rara, con una incidencia
de 7/1.000.000 nacimientos, sin diferencia entre géne-
ros, que se diagnostica normalmente en el primer afio
de vida (98 % de los casos). Los diagnésticos tardios,
descritos hasta a los 64 afios, se corresponden gene-
ralmente con anemia crénica no diagnosticada previa-
mente, anemia gestacional o portadores asintomaticos
descubiertos durante un estudio familiar. Unicamente
un 10 % presenta anemia al nacimiento, siendo muy



poco frecuente la aparicién de hydrops fetalis. La mayor
parte son esporadicos, pero se han descrito casos fami-
liares (10-45 %) que presentan predominantemente
una herencia autosémica dominante con penetrancia
y expresividad variable. Aunque la anemia es la carac-
teristica predominante, es frecuente hallar una estatura
baja, influida en parte por el tratamiento con corticoi-
des, y alteraciones del pulgar. Se observan malforma-
ciones congénitas en un 25-50 % de los pacientes segtn
las series, viéndose afectados cominmente la cabeza,
las extremidades superiores, el corazén y el sistema
urogenital"?3.

Actualmente se considera una ribosomopatia,
relacionandose en mas del 50 % de los casos con una
haploinsuficiencia de las proteinas asociadas a la subu-
nidad pequena o grande del ribosoma. La disfuncién
ribosomal activa la via p53, la cual conlleva una acumu-
lacién de p21 y la consecuente parada del ciclo celular
en los progenitores eritroides. En estos pacientes se ha
descrito una mayor incidencia de LMA, SMD y tumores
sélidos (cancer de colon, ginecolégico y sarcoma osteo-
génico fundamentalmente), aunque esta predisposicién
es menor que la observada en otros sindromes de fallo
medular’®.

Se han descrito mas de 200 mutaciones que afectan
a los distintos genes que codifican proteinas ribosémi-
cas, siendo la mds frecuente la alteracién del gen RPS19
(25 %). Las mutaciones en los genes RPS7, RPS10,
RPS17, RPS19, RPS24, RPS26, RPS29, RPL5, RPL11,
RPL26, RPL35A y GATA1 suponen mas del 50 %. Asi
mismo, los pacientes con malformaciones presentan un
mayor porcentaje de mutaciones de los genes RPL5 y
RPL11%?(Tabla 2).

Hematoldégicamente cursa con anemia macrocitica
hiporregenerativa con elevacién de la hemoglobina fetal
(HbF), que indica reactivacién de la eritropoyesis fetal,

Tabla 2. Genes implicados en la anemia de Blackfand-Diamond
(modificada de: Vlachos and Muir, Blood 2010)

Gen I.’orcentaie Locus
aproximado de casos
RPS19 25 19g13.2
RPS24 2 10g22-923
RPS17 1 15925.2
RPL35a 4 3929-qter
RPL5 7 1p22.1
RPL11 5 1p36-p35
RPS7 1 8g21.11
RPS26 6 12q13
RPS10 3 6p21.1-21.3
Total 54
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y un aumento de la actividad de la adenosina desami-
nasa (ADA) eritrocitaria, que parece estar relacionada
con alteracién en la diferenciacién eritroide. La médu-
la 6sea es normal o presenta celularidad reducida, con
eritroblastopenia y normalidad en la linea mieloide y
megacariocitica. El principal diagnéstico diferencial que
se debe tener en cuenta es la eritroblastopenia transito-
ria de la infancia®?.

El manejo de esta patologia se basa en un tratamien-
to multidisciplinar. La mayor parte responden a altas
dosis de corticoides (2-4 mg/kg/dia) al inicio, permitien-
do generalmente su posterior reduccién hasta alcanzar
la minima dosis efectiva. Las remisiones son frecuentes
(20-25 %), pero un 20 % son resistentes a corticoides,
por lo que precisan transfusiones y tratamiento quelan-
te. En estos pacientes se debe plantear el trasplante de
médula 6sea’.

Asimismo, se han utilizado otros inmunosupresores
(gammaglobulinas, globulina antitimocito o ciclospori-
na), interleucina 3, altas dosis de eritropoyetina, andré-
genos y antagonistas de la dopamina como la meto-
clopramida, que produce liberacién de prolactina. Mas
recientemente se ha utilizado el aminodacido leucina
como un modulador potencial de la sintesis de proteinas
e, incluso, se ha pensado que la lenalidomida pudiera
ser atil, dada la eficacia demostrada en los sindromes
mielodisplasicos 5g- que presentan alteraciones de los
genes que codifican proteinas ribosomales. Asi mismo,
se ha descrito un caso de remision tras tratamiento con
deferasirox™".

El pronéstico de estos pacientes es mejor que el de
los que padecen otros sindromes de fallo medular, con
una supervivencia media de 56 aflos y menor riesgo
de neoplasia (20 % a los 46 afios). Las principales cau-
sas de muerte son anemia, sepsis, sobrecarga férrica,
leucemia y otras neoplasias. La anemia suele empeorar
con el embarazo, lo que puede favorecer las complica-
ciones maternas y fetales. Se debe realizar un estudio
familiar con determinacién de HbE ADA vy analisis de
mutaciones ribosomales para detectar portadores. Los
individuos diagnosticados, aunque sean asintomaticos,
deben ser controlados anualmente'”.

Eritroblastopenias adquiridas

Las eritroblastopenias adquiridas son patologias poco
frecuentes, caracterizadas por anemia con reduccién
grave del nimero de reticulocitos en sangre periférica
y precursores eritroides en médula 6sea con el resto
de la celularidad conservada, tanto cuantitativamente
como morfolégicamente.

La eritroblastopenia adquirida puede presentarse
como una enfermedad autolimitada, normalmente
durante la infancia, la gestacién o en el transcurso de
infecciones por parvovirus B19 en los pacientes afec-



tos de anemia hemolitica congénita, o bien como una
enfermedad croénica.

También puede ser clasificada, segtn su etiopatoge-
nia, en idiopatica o secundaria®!*.

La mayoria de los casos de eritroblastopenia son idiopa-
ticos, de aparicién tardia (50-60 afos de edad) y de evo-
lucién crénica, por lo que normalmente los pacientes no
presentan sintomatologia hasta que la anemia es grave.
En su diagnéstico se deben descartar causas de eritro-
blastopenia secundaria.

Se han descrito remisiones espontaneas en un 14 %
de los casos, sin precisar tratamiento, excepto transfu-
sién y suspensién de los posibles farmacos causantes.
En el resto de los pacientes evoluciona de forma crénica.
En algunas ocasiones pueden responder al tratamiento
con corticosteroides, asocidndose ciclosporina o ciclo-
fosfamida si no se obtiene una buena respuesta inicial.

Los pacientes suelen presentar recaidas frecuentes
tras la suspensién. En estos casos se ha utilizado inmu-
noglobulinas, aziatioprina, rituximab y alemtuzumab"*“.

Son aquellas en las que se ha identificado una situacién
subyacente desencadenante de la eritroblastopenia.
Podemos distinguir las secundarias en:

El parvovirus B19 es el virus més frecuentemente
relacionado y que causa la mayoria de las crisis de
eritroblastopenia aguda en los pacientes con ane-
mias hemoliticas congénitas (esferocitosis hereditaria
fundamentalmente). El parvovirus ataca directamente
y destruye los proeritroblastos, uniéndose al receptor
del antigeno sanguineo P. La presencia de proeritro-
blastos gigantes con cromatina perlada es muy indica-
tiva de la infeccién por parvovirus B-19. En pacientes
inmunodeprimidos (inmunodeficiencias congénitas,
infeccién por VIH, sindromes linfoporliferativos o
pacientes trasplantados) esta infeccién puede producir
eritroblastopenia crénica o, menos frecuentemente,
pancitopenia.

El parvovirus B19, junto con los echovirus y el VHS
tipo 6, se ha relacionado con la eritroblastopenia tran-
sitoria de la infancia, que suele cursar de forma aguda
con anemia bien tolerada y recuperacién espontanea tras
1-2 meses de evolucién. Esta causada por anticuerpos
frente a los progenitores eritroides y, en algunos casos, se
ha objetivado la existencia de un aumento de linfocitos
con fenotipo comun pre-B que no debe ser confundido
con una leucemia linfoblastica aguda’!>1¢
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También se han descrito episodios transitorios de
eritroblastopenia en el curso de otras infecciones vira-
les, como las causadas por VHA, VHB, VHC, VIH, Eps-
tein-Barr y citomegalovirus, probablemente causados
por un mecanismo inmune humoral inducido tras la
infeccién viral.

El tratamiento de la eritroblastopenia aguda gene-
ralmente solo requiere soporte transfusional, mientras
que los casos de eritroblastopenia crénica por parvo-
virus B19 normalmente precisan la administracién de
gammaglobulinas especificas’.

Se ha descrito la aparicién de eritroblastopenia en
pacientes afectos de enfermedades autoinmunes como
la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico,
relacionandose su aparicién con supresién mediada por
anticuerpos o por linfocitos T

Maés de 30 farmacos han sido implicados en episodios
de eritroblastopenia, pero la mayoria de los articulos
publicados recogen casos aislados. Unicamente existe
evidencia con la fenitoina, azatioprina, clorpropamida,
isoniacida’ y agentes estimulantes de la eritropoyesis
(fundamentalmente epoetina o). Normalmente la ane-
mia remite tras la suspensién del farmaco causante. Se
recomienda la deteccién de anticuerpos antieritropoye-
tina en los pacientes en tratamiento con eritropoyetina
que presenten anemizacién, y el cambio de formula-
cién, aunque algunos compuestos pueden presentar
reactividad cruzada'®.

La asociacién entre eritroblastopenia y timoma es
ampliamente conocida, pero supone menos de un 10 %
de los casos en las tltimas series publicadas. El meca-
nismo de la anemia parece ser de causa autoinmune.
Se recomienda la reseccién del timoma, que en algu-
nos casos produce la remisién, pero la mayoria de los
pacientes precisan tratamiento inmunosupresor”.

Puede ser secundaria a otras patologias hematolégicas
como linfoma no Hodgkin, leucemia linfocitica crénica,
leucemia de linfocitos grandes granulares y macroglo-
bulinemia de Waldenstrom. La aplasia puede preceder,
ser simultdnea o aparecer de forma tardia. La mayoria
de los casos parecen ser mediados por autoanticuerpos
frente a los eritroblastos o la eritropoyetina. Se reco-



mienda el tratamiento de la patologia subyacente, aun-
que la eritroblastopenia puede persistir a pesar de la
remisién del sindrome linfoproliferativo®?.

También se ha descrito la aparicién de APCR en
pacientes diagnosticados previamente de sindrome
mielodisplasico o anemia hemolitica autoinmune y en
el transcurso del trasplante de progenitores hematopo-
yéticos con incompatibilidad ABO. En estos pacientes el
injerto y la recuperacién reticulocitaria pueden ocurrir de
forma espontédnea tras semanas o meses, coincidiendo
con la disminucién de la titulacién de las aglutininas’.

La eritroblastopenia inducida por la gestacion se
trata de un sindrome autolimitado que se resuelve tras
el parto, con alto riesgo de recurrencia en embarazos
posteriores e incluso con la toma de progestdgenos.
Normalmente precisa transfusiones y tratamiento con
corticoides?!.

Es conveniente limitar la actitud terapéutica al sopor-
te transfusional y a la retirada de los posibles farmacos
causantes durante al menos un mes, dadas las frecuen-
tes remisiones espontaneas. El tratamiento de las APCR
primarias o secundarias que no responden al de la pato-
logia subyacente se basa en el uso secuencial de varios
inmunosupresores hasta que se obtiene la remisién. Se
han usado corticoides, ciclofosfamida, ciclosporina A,
globulina antitimocito, esplenectomia, plasmaféresis y
mas recientemente rituximab (anti-CD20) y alemtuzu-
mab (anti-CD52). Se han objetivado remisiones con todos
estos farmacos, pero muchos pacientes precisan mantener
la inmunosupresién para conservar la remisién. Los cor-
ticoides, la ciclofosfamida y la ciclosporina A presentan
una eficacia similar pero, dados los efectos secundarios a
largo plazo de los corticoides, es preferible optar por la
ciclosporina como primera linea de tratamiento*.

Diagnéstico diferencial
de las eritroblastopenias

Aunque la causa mas frecuente de APCR en el nifio
es la eritroblastopenia transitoria de la infancia,
ante la existencia de una anemia macrocitica hiporre-
generativa no carencial debemos investigar la existencia
de antecedentes familiares y de malformaciones para
descartar una eritroblastopenia congénita, siendo muy
importante realizar determinacién de HbF y niveles de
ADA eritrocitaria. Se aconseja llevar a cabo un aspirado
medular para comprobar la integridad de las otras series,
cariotipo y estudio de genes implicados en la anemia de

Blackfand-Diamond. Asi mismo, es conveniente hacer
un diagnéstico diferencial con otros sindromes congé-
nitos de fallo medular (test de fragilidad cromosémica
para descartar anemia de Fanconi, fundamentalmente)
y realizar serologia completa. En el caso de que se trata
de un recién nacido con APCR habria que pensar en una
infeccién por parvovirus B19 transmitida por la madre.

En el adulto hay que estudiar las causas mas fre-
cuentes de eritroblastopenias secundarias. Realizaremos
una historia clinica completa que incluya antecedentes
personales, infecciones, toma de farmacos y exposicién
a toéxicos. Asi mismo, solicitaremos pruebas de funcién
hepética, renal y serologia frente a parvovirus B19 y
otros virus implicados, estudio autoinmune, radiogra-
fia/TC de térax para excluir timoma u otras neoplasias
y aspirado de médula 6sea. No se debe llegar al diag-
néstico de APCR si existen datos de displasia, fibrosis
o alteraciones citogenéticas, dado que probablemente
se trate de un sindrome mielodisplasico o mieloproli-
ferativo con hipoplasia eritroide’.
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Microangiopatia trombeotica: diagnostico diferencial y tratamiento
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Introduccion

Las microangiopatias trombdticas (MAT) son un gru-
po de trastornos que presentan como hallazgo comin
la formacién de trombos en la microcirculacién como
consecuencia de procesos inflamatorios, con dafio aso-
ciado del endotelio vascular. Desde el punto de vista del
laboratorio, las MAT se caracterizan por la presencia
de trombocitopenia de consumo de intensidad varia-
ble, anemia hemolitica microangiopatica (AHMA) con
esquistocitos y marcadores de hemdlisis (LDH y reti-
culocitos aumentados). Clinicamente cursan con dis-
funcién multiorganica de intensidad variable debido a
la isquemia tisular asociada a la obstruccién vascular.

Segun su etiologia, las MAT se clasifican en prima-
rias, o de etiologia conocida, y secundarias o de etio-
logia desconocida. Las principales entidades dentro de
la MAT primarias son la parpura trombocitopénica
trombotica (PTT), en sus variantes congénita y adqui-
rida, y el sindrome hemolitico urémico (SHU) aso-
ciado a infeccién por cepas de E. coli enterotoxigénica
(STEC-SHU) y el SHU atipico (SHUa), consecuencia de
una disfuncién congénita en las proteinas que regulan la
activacién de la via alternativa del complemento. Entre
las MAT secundarias se incluyen una gran variedad de
procesos y numerosos farmacos. En este trabajo descri-
biremos brevemente los mecanismos fisiopatolégicos,
las caracteristicas clinicas y el tratamiento de las MAT,
con atencidn especial a las formas primarias, PTT y
SHUa.

Epidemiologia

Entre las MAT primarias, la PTT congénita es una enti-
dad muy infrecuente con poco mas de un centenar de
casos descritos, si bien es posible que esté infradiagnos-
ticada. La forma adquirida de la PTT que es, con mucho,
la més frecuente de las dos, es una enfermedad también
poco habitual, con una incidencia estimada de unos 6
casos nuevos por millén de habitante y afo. Existe un
discreto predominio en mujeres (3:2), con un pico de

incidencia en la cuarta década de vida. En algunas series
se ha observado una mayor incidencia en la raza afri-
cana-caribefia y la obesidad como factor de riesgo'. La
incidencia de STEC-SHU se sitGa en torno a 2 casos
por cada 100.000 habitantes en adultos y de 6 casos
por cada 100.000 en nifios menores de 5 afios. El SHUa
supone el 5-10 % de todos los SHU y se considera una
enfermedad ultra rara.

Microangiopatias trombéticas primarias

Como ya se ha comentado, dos son las variantes clini-
cas descritas de PTT, la adquirida y la congénita. La PTT
adquirida se considera, en la actualidad, un trastorno
de origen autoinmune. Su aparicién se debe al déficit
de una metaloproteasa sérica llamada ADAMTS13 que
en condiciones fisiolégicas actda fraccionando los mul-
timeros del factor de von Willebrand (FVW) a través de
su accién sobre el dominio A2 de esta molécula. Asi se
evita la formacién de multimeros de gran peso mole-
cular que pudieran servir de sustrato para la adhesién
y agregacion plaquetar en la microcirculacién, con el
riesgo asociado de oclusién vascular. El desarrollo de
anticuerpos (normalmente de clase IgG, pero también
pueden ser IgA o IgM) anti-ADAMTS13 supone un blo-
queo de la accién de ADAMTS13. Como consecuen-
cia, se forman multimeros ultragrandes del FVW con la
adhesion plaquetar subsiguiente a través del complejo
glucoprotéico GPIb-V-XI y la aparicién de trombos,
oclusién microvascular e isquemia tisular asociada. Las
formas congénitas de la PTT son consecuencia de un
déficit en la sintesis de ADAMTS13 debido a mutacio-
nes homocigotas o doble heterocigotas del gen de esta
enzima®.

Clasicamente, para el diagnéstico de PTT se reque-
ria la presencia de AHMA, trombocitopenia, sintomas
neuroldgicos, insuficiencia renal y fiebre. Sin embargo,
esta asociacién se observa Unicamente en aproximada-
mente el 5 % de los pacientes®. Asi, las manifestaciones
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neurolégicas pueden estar ausentes hasta en un 35 %
de los casos y el desarrollo de insuficiencia renal es muy
variable (10-75 % segun las series) y generalmente leve*.
Por el contrario, la aparicién de sintomas derivados de la
afectacién miocardica es especialmente grave y con bas-
tante frecuencia infradiagnosticada. La trombocitopenia
es una constante de la enfermedad, habitualmente con
recuentos inferiores a 30 x 10?/L. Las formas congénitas
suelen presentarse en la infancia, aunque pueden apare-
cer a cualquier edad y presentan un fenotipo variable.
Cuando aparecen en la edad adulta suelen estar asocia-
das a ciertos desencadenantes, como la gestacion.

Las formas clésicas (STEC-SHU) suelen ir precedidas de
un cuadro de diarrea hemorrdgica tras una infeccién,
habitualmente intestinal, por cepas enterotoxigénicas
de E. coli y normalmente son autolimitadas y asociadas
a un buen prondstico. Mds rara vez se asocian a infec-
ciones por ciertas cepas de Streptococcus pneumoniae, que
cursan sin diarrea previa. Estos cuadros suelen cursar
con una AHMA de intensidad variable, trombocitope-
nia y dano renal, siendo esta la manifestacién clinica
mas tipicamente presente. Solamente el 5-15 % de los
pacientes infectados por cepas de E. coli productoras de
enterotoxina desarrollan un SHU, lo que hace suponer
la necesidad de otros factores coadyuvantes en la apa-
ricién de estos cuadros.

El SHUa supone aproximadamente en el 10 % de
todos los SHU y es un cuadro muy grave que se acom-
pafia de una elevada mortalidad y un riesgo, también
muy alto (hasta en el 50 % de los casos), de desarrollar
enfermedad renal terminal incluso en el primer episo-
dio. Se caracteriza por una activacién crénica y no con-
trolada de la via alternativa del complemento a conse-
cuencia de mutaciones en las proteinas que regulan su
actividad sobre ella o, mds rara vez, por la presencia de
autoanticuerpos dirigidos contra proteinas reguladoras
de esta via. La consecuencia es una formacién excesiva
de C3b o un defecto en su inactivacién, lo que provoca
una inflamacién y una lesién generalizada del endote-
lio vascular, activacién plaquetaria y leucocitaria, y la
aparicién de trombosis en la microcirculacién, lo que
explica las manifestaciones clinicas tan variadas que
acompafian a este trastorno. Actualmente se conocen
mas de 120 mutaciones en las proteinas reguladoras
responsable de la aparicién de SHUa que afectan a cerca
de la mitad de estos pacientes, mientras que en los casos
restantes no se ha podido, por el momento, identificar
ninguna mutacién (Tabla 1). En este sentido, cada vez
estd mas aceptada la hipétesis de que el SHUa no es un
trastorno exclusivamente monogénico, es decir, que la
mutacién de un tnico gen no bastaria para justificar el
desarrollo de la enfermedad y que se necesita la accién

de otros factores asociados para desencadenarla. De
hecho, estos factores como infecciones, embarazo o
ciertos farmacos se han descrito en mas del 50 % de
los pacientes con SHUa de inicio en la edad adulta®®.

Tabla 1. Principales reguladores de la via alternativa del complemento
involucrados en el SHU atipico

Proteina Gen Prev(aoz’e)ncia :rtégRr: ?:Z;‘
Factor H CFH 20-30 50-60
Factor | CFl 4-10 60-70
MCP McP 10-15 <10
Factor B CFB 1-2 60
C3 C3 4-10 70
Trombomodulina | THBD 2-5 20
ERT: enfermedad renal terminal; MCP: proteina del cofactor de membrana.

Microangiopatias trombéticas secundarias

Las MAT secundarias pueden aparecer asociadas a
diferentes factores precipitantes como neoplasias, far-
macos, infecciones, enfermedades del tejido conectivo,
etc. Estas MAT pueden asociarse a la presencia de anti-
cuerpos anti-ADAMTS13 y/o a valores bajos (< 10 %)
de esta proteina y, de manera creciente, se estan iden-
tificando alteraciones en la actividad del complemento
en estos pacientes (Tabla 2).

Tabla 2. Causas mas frecuentes de desarrollo de microangiopatias
tromhéticas secundarias

Tipo de

desencadenante

Quinina, motomicina C, genmcitabina,
. cisplatino, interferdn, ticlopidina, clopidogrel,

Farmacos . ) ) - S
ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, valaciclovir,
anticonceptivos orales

Conectivopatias | LES, sindrome antifosfolipido, esclerodermia

Gestacion HELLP, preeclampsia

Infecciones VIH, HIN1 (Influenza A), S. pneumoniae

Glomerulopatias

De progenitores hematopoyéticos o de drgano

Trasplante s6lido
) Linfoma, SMD, estémago, pancreas, pulmon,
Neoplasias P
otros tumores sélidos
Pancreatitis

LES: lupus eritematoso sistémico; HELLP: hemdlisis, elevacién de enzima
hepaticos, trombocitopenia; SMD: sindromes mielodispldsicos.
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Diagnéstico diferencial de las MAT

Para realizar el diagnéstico de la MAT se requiere una
historia clinica detallada, un examen fisico del paciente
y una serie de pruebas de laboratorio. La historia clini-
ca exhaustiva serd el punto inicial clave como enfoque
diagnéstico. Asi, la presencia de antecedentes de diarrea
y la deteccién de toxina Shiga apoyaran el diagnésti-
co de SHU tipico. También es muy importante cono-
cer antecedentes de neoplasias o tratamientos previos
(anticonceptivos, ticlopidina, quinina, etc.) y descartar
la gestacién en mujeres en edad fértil. Es necesario, asi
mismo, realizar un examen fisico completo que nos per-
mita valorar la presencia de sintomas y signos caracteris-
ticos de la MAT (sangrados, sintomatologia neurolégica,
fiebre, afectacién renal o cardiaca, gastrointestinal, etc.).
Por ultimo, las pruebas de laboratorio juegan un papel
fundamental en el diagnéstico diferencial de una MAT.
El hemograma habitualmente presentara trombocitope-
nia y anemia; la trombocitopenia al diagndstico suele ser
mads grave en los pacientes con PTT (cifras de plaquetas
entre 10-30 x 10%/L) que en los casos con SHU-STEC
o SHUa’. Es necesario realizar un frotis de sangre para
detectar la presencia de esquistocitos, el sello caracte-
ristico de las MAT. Asi, la presencia de un esquistocito
por cada 100 hematies en el frotis de sangre periférica es
altamente indicativa de MAT. También es caracteristica
la presencia de marcadores de AHMA (Coombs directo
negativo, reticulocitos y LDH elevados y niveles bajos de
haptoglobina), mientras que los tiempos de coagulacién
habitualmente son normales. La determinacién de sero-
logias viricas es también necesaria para descartar MAT
secundaria a infeccién por VIH u otros virus (Tabla 3).

La determinacién de los niveles plasmaticos de
ADAMTS13 se ha convertido en la actualidad en la
prueba de laboratorio fundamental para un adecuado
diagnéstico diferencial de la MAT. La deteccién de una
disminucion de la actividad de ADAMTS13 inferior al
5-10 % de su valor junto a la presencia de inhibidores o
autoanticuerpos anti-ADAMTS13 confirma el diagnés-
tico de PTT adquirida. Unos niveles bajos de actividad
de ADAMTS13 (<5-10 %) pero sin la presencia de inhi-
bidores circulares es compatible con el diagnéstico de
las formas congénitas de PTT. La especificidad de una
deficiencia grave de ADAMTS18 (<5 %) en la distin-
cién entre una PTT y SHU es del 90 %8. En otras MAT
secundarias y en el SHU atipico suelen aparecer niveles
de actividad de ADAMTS13 descendidos, pero su valor
suele estar entre el 10 % y el 40 % y no se observan
anticuerpos circulantes anti-ADAMTS13 (Figura 1). La
deteccion de la enterotoxina de E. coli, bien en muestra
de heces o por técnicas de PCR, es indicativa de un

Tabla 3. Pruebas de laboratorio para el diagnéstico diferencial de una
microangiopatia trombética

Pruebas de urgencia

Hemograma y reticulocitos

Frotis de sangre periférica (esquistocitos)

Pruebas de coagulacién

LDH

Funcién renal y hepatica

Coombs directo

Troponinas

Test de embarazo

Coprocultivo/toxina Shiga

Pruebas cuyos resultados se obtienen en dias

Actividad e inhibidor de ADAMTS13

Haptoglobina

Serologia para los virus de la inmunodeficiencia humana y hepatitis
ByC

Cribado de enfermedades autoinmunitarias: anticuerpos
antinucleares, anti-ADN, anti-antigeno nuclear extraible

Niveles plasméticos de vitamina B12, homocisteina en plasma y
niveles plasmaticos y urinarios de acido metilmalénico

Pruebas cuyos resultados se obtienen en semanas

Proteinas y actividad del complemento (C3, C4, CH50, factor |,
factor H, factor B)

Autoanticuerpos antifactor H

ii AHMA + Trombocitopenia
A

STEC-SHU gtﬂ/ S,CI'XTE‘
(Toxina Shiga) fas MAIS
v RPT v
Cardiaca
IR L
Neuroldgica
\—> ADAMTS13 4—1
|
A\ Y Y
<10%; No Ac >10%; No Ac <10%; Ac
PTT congénita SHUa/Otros RPT
PFC Eculizumab RPT/Isupresores
Otros

Figura 1.
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STEC-SHU. Finalmente, la presencia de niveles norma-
les o levemente descendidos de ADAMTS13 sin anti-
cuerpos dirigidos contra esta enzima y con estudio de
toxina Shiga asimismo negativo debe hacernos pensar
que estamos ante una MAT secundaria o ante un caso
de SHUa.

El diagnéstico de SHUa deberd sospecharse especial-
mente cuando se hayan excluido otras causas secunda-
rias de MAT o cuando el tratamiento administrado no
se acompaifle de una mejoria de la disfuncién organica o
de una normalizacién de la trombocitopenia y los para-
metros de hemolisis en un tiempo razonable. En esto
casos hay que realizar el estudio oportuno para detectar
la posible presencia de mutaciones en las proteinas de
la via alternativa del complemento, que confirmaran el
diagnéstico. Es muy importante, sin embargo, subrayar
que estos resultados pueden tardar més de dos meses
en estar disponibles, por lo que no deben condicionar
la decisién de administrar tratamiento especifico a un
paciente cuando los signos y sintomas clinicos sean
muy sugestivos de SHUa, sin olvidar tampoco que,
como ya se ha mencionado, hasta en el 50 % de los
pacientes con SHUa no se detecta ninguna alteracién
en estas proteinas.

TRATAMIENTO DE LAS MAT

La PTT debe ser considerada como una emergencia
médica y su tratamiento administrarse de manera inme-
diata, preferiblemente en las primeras 4-8 horas tras el
diagnéstico, ya que la demora en el inicio de la terapia
es el factor con mayor impacto en la supervivencia glo-
bal de estos pacientes.

El tratamiento de primera linea incluye los recam-
bios plasmaticos terapéuticos (RPT) empleando plasma
fresco congelado (PFC) como solucién de reposicién.
Este tratamiento ha permitido reducir las tasas de mor-
talidad del 90 % observada previamente al uso gene-
ralizado de los RPT al 10-20 % actual. Los RPT se han
mostrado, asimismo, superiores a la infusién de plasma
en cuanto a la tasa de respuestas y la supervivencia glo-
bal’ y solo en el caso de que no pudiera iniciarse el RPT
se infundiria plasma a dosis de 25-30 mL/kg a la espera
de comenzar con los recambios. No se ha establecido
un régimen 6ptimo, aunque existe consenso en cuanto
a realizar los RPT diariamente y recambiar 1,5 veces el
volumen plasmatico del paciente por dia hasta alcanzar
una respuesta completa, definida como un recuento pla-
quetar superior a 150 x 10°/L. Solo en casos graves que
presenten un curso progresivo o refractario, afectacion
neurolégica o cardiaca podrian utilizarse regimenes mas
intensivos tales como RPT cada 12 horas, aunque no
existen datos sélidos que demuestren que esta aproxi-

macién resulte especialmente Gtil. Existe alguna con-
troversia en relacién con el tipo de plasma que utilizar
como solucién de reposicién durante los recambios,
habiendo diferentes estudios que avalan la superioridad
del uso de plasma congelado sin inactivadores frente al
plasma inactivado con azul de metileno, estando este
ultimo asociado a un mayor nimero de RPT y consumo
de plasma para alcanzar la remisién'®.

Eluso combinado de corticoides junto a RPT también
se considera estandar en el tratamiento de primera linea
de los pacientes con PTT adquirida dada la base inmune
de la enfermedad. La dosis recomendada es prednisolona
1 mg/kg/dia, aunque hay estudios que muestran mayores
respuestas a dosis mucho mas elevadas.

Rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20), al
igual que en otras enfermedades autoinmunes, ha mos-
trado su eficacia en la PTT refractaria o en recaida, acon-
sejdndose su uso en asociacién con RPT en estos casos.
La dosis habitualmente administrada es de 375 mg/m?/
semana durante 4 semanas, aunque se han observado
respuestas con dosis inferiores. Algunos grupos apoyan
el uso de rituximab incluso en fases iniciales de la enfer-
medad al asociarse a respuestas mas precoces y menor
frecuencia de recaidas!!, o en pacientes en situacién
clinica de mayor gravedad como afectacién cardiaca o
neuroldgica; sin embargo, la evidencia clinica que apoya
estas recomendaciones es muy escasa y actualmente
no puede recomendarse el uso de este agente para el
tratamiento de primera linea de los pacientes con PTT.

Otros agentes inmunosupresores, como ciclosporina
o tacrolimus, también han mostrado eficacia, aunque
con pérdida de respuesta tras el cese del tratamiento,
y su uso en la actualidad queda relegado para aquellos
pacientes que no toleran (o en los que esté contraindi-
cado) el uso de rituximab. Por dltimo, la esplenectomia
actualmente esta practicamente en desuso.

Algunos autores han aconsejado el uso de aspirina en
pacientes con cifras de plaquetas superiores a 50 x 10°/L,
si bien hoy en dia no hay datos que avalen su uso rutina-
rio. En la actualidad estan en desarrollo nuevas terapias
para los pacientes con PTT, entre las que destacan los
nanoanticuerpos anti-FVW como el caplazizumab, que
ha demostrado importante actividad terapéutica en estu-
dios fase I y que podria incorporarse como tratamiento
complementario de los RPT en un futuro préximo.

En cuanto al tratamiento de los pacientes con PTT
congénita, estd indicada la administracién peridédica de
plasma a dosis de 10-15 mL/kg, si bien la frecuencia de
su administracion debe individualizarse de acuerdo al
fenotipo del paciente.

El uso del RPT en el SHUa se basa en el hecho de que
dicha terapia elimina las proteinas del complemento
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Tabla 4. Dosificacion de eculizumab en pacientes menores de 18 aiios con sindrome hemolitico urémico atipico

Peso (kg) Fase inicial Fase de mantenimiento
> 40 900 mg semanales x 4 dosis 1.200 mg la 52 semana; después, 1.200 mg cada 2 semanas
30-<40 600 mg semanales x 2 dosis 900 mg la 32 semana; después, 900 mg cada 2 semanas
20 -<30 600 mg semanales x 2 dosis 600 mg la 32 semana; después, 600 mg cada 2 semanas
10 <20 600 mg semanales x 1 dosis 300 mg la 22 semana; después, 300 mg cada 2 semanas
5-<10 300 mg semanales x 1 dosis 300 mg la 22 semana; después, 300 mg cada 3 semanas

defectuosas y, en aquellos casos en los que existan,
los anticuerpos contra los factores reguladores, espe-
cialmente el factor H (CFH), a la vez que aporta facto-
res del complemento exdgeno normal. Las guias de la
Sociedad Americana de Aféresis indican el uso de RPT
como primera linea para pacientes con autoanticuerpos
anti-CFH y de segunda linea para otras mutaciones del
complemento. La excepcién es la mutacién en la pro-
teina del cofactor de membrana, ya que al encontrarse
en la membrana celular y no estar en el plasma los RPT
no han mostrado beneficio en estos pacientes'?. A pesar
del tratamiento con RPT, la tasa de respuesta es muy
variable, dependiendo de la causa subyacente y, sobre
todo, no se evita la activacién incontrolada y crénica
del complemento, por lo que persiste el dafio endotelial
que se asocia a daho organico crénico. En la actualidad
disponemos de un anticuerpo quimérico humanizado
capaz de inhibir la conversién de C5 a Cda. Diversos
trabajos empleando este anticuerpo (eculizumab) en
pacientes con SHUa han demostrado la capacidad de
suspender el tratamiento con PFC en la mayoria de los
pacientes con la desaparicién de signos de actividad de
la enfermedad (trombocitopenia o signos de anemia
microangiopatica), y ha permitido incluso en algunos
pacientes recuperar la funcién renal e interrumpir el
tratamiento de didlisis que estaban recibiendo. Hay
que destacar que previamente al inicio del tratamiento
con eculizumab el paciente debe ser vacunado fren-
te a Neisseria meningitidis. Asimismo, debe subrayarse
que eculizumab bloquea la activacién descontrolada
del complemento pero no corrige la alteracién genéti-
ca responsable de esta activacién, por lo que el trata-
miento, una vez iniciado, debe mantenerse de manera
indefinida, habiéndose descrito recaidas del SHUa en
la mayoria de pacientes en los que se interrumpi6 el
tratamiento. Dados estos resultados tan esperanza-
dores, se recomienda en pacientes pediétricos iniciar
eculizumab una vez descartado el SHU asociado a la
toxina Shiga. En adultos es mucho mas dificultoso llegar
al diagnéstico de SHUa, de modo que se recomienda
iniciar el tratamiento con RPT con PFC hasta completar
el diagndstico. Si tras el tratamiento inicial se han des-
cartado otras causas de MAT sin obtener respuesta se
debe comenzar tratamiento con eculizumab. La Tabla 4

muestra la posologia recomendada de eculizumab en
pacientes con SHUa*.

Conclusiones

Las MAT son un conjunto heterogéneo de trastornos
con datos clinicos y analiticos muy similares pero con
hallazgos fisiopatoldgicos y tratamientos diferentes.
Dada la gravedad de muchos de estos cuadros, debe
considerarse el inicio precoz del tratamiento con RPT
hasta poder establecer un diagnéstico etiolégico defini-
tivo que confirme o descarte la utilidad de este procedi-
miento. Asimismo, el mayor conocimiento de los meca-
nismos de desarrollo de algunas de estas MAT, como
la PTT y el SHUa, ha permitido adaptar las terapias
disponibles y mejorar considerablemente el prondstico
de estos pacientes. Precisamente, la disponibilidad de
tratamientos dirigidos en algunos de estos procesos,
como el eculizumab en los pacientes con SHUa, exigen
de los servicios de Hematologia el disefio de estrategias
que permitan realizar un diagndstico diferencial e iniciar
un tratamiento especifico lo mds rdpidamente posible,
lo que evitara potenciales complicaciones a largo plazo
y redundard, con toda seguridad, en una mejoria del
prondstico de estos pacientes.
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Introduccion

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) comprenden un
conjunto de insuficiencias medulares crénicas relativa-
mente frecuentes en la practica diaria. En general, se
manifiestan en personas mayores de 50 afios de edad,
suelen expresarse en forma de mono, bi o pancitopenia
con alteraciones morfoldgicas y dishemopoyéticas que
en un porcentaje variable (20-30 %) evolucionan a una
leucemia aguda (LA).

Los SMD son un grupo heterogéneo de neoplasias
hematopoyéticas clonales caracterizadas por una dife-
renciacién y maduracién celular andmala. Cursan, gene-
ralmente, con pancitopenia, médula normo o hiperce-
lular y con una hematopoyesis intensamente alterada
en el dmbito morfoldgico y/o funcional. Presentan un
curso clinico variable, con una supervivencia mediana
inferior a 2 aflos que estd en estrecha relacién con el
subgrupo de SMD y, frecuentemente, evoluciona a LA
(Greenberg y cols., 1997).

Los SMD se deben a una alteracién clonal de las
células hematopoyéticas pluripotentes, segin se ha
podido estudiar con técnicas de biologia molecular.
Actualmente, se acepta que los SMD se originan como
consecuencia de la acumulacién de sucesivas lesiones
gendmicas de las células germinales hematopoyéticas.

El diagnéstico es, esencialmente, morfoldgico y se
basa en la presencia de rasgos displasicos en sangre y
medula ésea. Los SMD inciden principalmente en la
poblacién adulta, por encima de los 50 afios de edad.

Los estudios citogenéticos proporcionan una impor-
tante ayuda prondstica. En la mitad de los pacientes se
observan alteraciones citogenéticas y pueden alcanzar
el 80 % en los SMD secundarios. La mitad de las ano-
malias corresponden a hiperdiploidias y el resto son
hipodiploidias y cariotipos complejos. La deteccién de
translocaciones equilibradas es muy poco frecuente,
pero es muy importante para encontrar nuevos genes
implicados en esta enfermedad.

Las principales alteraciones citogenéticas son:
delecién 5q, monosomia 7 o delecién 7q, trisomia 8,

delecién 20q, delecién 11q, delecién 12p... Ademas,
las principales anomalias citogenéticas presentan una
importante correlacién citoldgica (Tablas 1y 2).

La deteccién de alteraciones citogenéticas es un
hallazgo importante para el diagnéstico final y el pro-
néstico de la patologia; sin embargo, solo un 50 % de
los casos presenta alteraciones cromosdmicas, de forma
que el 50 % restante (que presenta un cariotipo nor-
mal) requiere técnicas diagndsticas adicionales, como la
hibridacién in situ fluorescente (FISH), para poder deter-
minar la posible presencia de alteraciones cromosémi-
cas. La aplicacién de técnicas adicionales en aquellos
casos que presentaban un cariotipo complejo, normal
o sin divisiones ha demostrado que se pueden detectar
hasta en un 15 % de los casos alteraciones cripticas, no
detectadas por citogenética convencional.

Una de las alteraciones citogenéticas mas frecuentes
en los SMD de novo es la delecién intersticial del brazo
largo del cromosoma 5, lo que supone un 10-15 % de

Tabla 1. Principales anomalias citogenéticas con utilidad diagnédstica

Mas frecuentes

Otras alteraciones

5¢-, del(5q)

1(1;3)(p36;921)

79-, del(7q) y -7

t(1;7)(p11;p11)

+8

1(2;11)(p21;923)

i(17)(q10)

inv(3)(921926), t(3;3)
(921;026)

del(20)(q11q13)

del(9)(a13922)

Y

del(11q)

+11

12p-, del(12p)

+13

139-

-18/18q-

-20

+21
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Tabla 2. Principales anomalias citogenéticas con utilidad para
diagnéstico diferencial

Alteraciones citogenéticas sugestivas de SMD en casos con
citopenia persistente pero en ausencia de rasgos morfolégicos
definitivos de SMD:

-5/50- 1(11;16)(q23;p13)

-7/ 70- 1(3;21)(926;022)
i(17)(q10), del(17p) 1(1;3)(p36;q921)

-13, del(13q) 1(2;11)(p21;923)
del(12p) inv(3)(q21g26)

del(9q) (6;9)(p23;q34)
idic(X)(q13)

Complejo con alguna de las alteraciones anteriores

los SMD (Solé y cols., 2005; Haase y cols., 2007; Mallo
y cols., 2011; Schanz y cols., 2012). La delecién de 5q
puede presentarse como alteracién aislada o asociada a
alteraciones citogenéticas. El 5q- como Unica alteracién
junto con rasgos caracteristicos en médula ésea consti-
tuye una nueva entidad, reconocida por la OMS, dentro
de los SMD, como “SMD con del (5q) aislada“. El térmi-
no “sindrome 5q-“ se utiliza para designar un subgrupo
de casos con anemia macrocitica, plaquetas normales o
elevadas e hipoplasia eritroide en médula dsea.

Actualmente hay un nuevo fdrmaco en el mercado,
la lenalidomida, dirigido a aquellas personas con SMD
y que como alteracién citogenética presentan un 5q-.
Ensayos clinicos han demostrado que el farmaco es efi-
caz en SMD con 5¢- como Unica alteracién y acompa-
fada de otras anomalias citogenéticas. La lenalidomida
ha demostrado ser muy activa en pacientes con SMD
portadores de la delecién 5q, dando una independencia
transfusional y una respuesta citogenética en el 70 %
de los pacientes tratados.

Citogenética convencional e hibridacion in situ
fluorescente (FISH)

EI 50 % de los pacientes diagnosticados de SMD pre-
sentan alteraciones citogenéticas. La determinacién de
estas anomalias se lleva a cabo, inicialmente, mediante
la técnica de citogenética convencional, que permite la
visualizacién de todos los cromosomas. En ocasiones el
resultado es el de un cariotipo normal; en dichos casos se
procede a la aplicacién de la técnica de FISH para detec-
tar alteraciones citogenéticas especificas en nicleos en
interfase (Haferlach y cols., 2008; Mallo y cols., 2008).
La Tabla 3 muestra el protocolo de estudio de los SMD.

Los microarrays genémicos se utilizan para el estu-
dio de alteraciones en el nimero de copias de ADN o

Tabla 3. Protocolo de estudio genético de los SMD

Obligatorio

- Estudio citogenético convencional (gold standard).

- En los casos en que no tienen divisiones 0 menos de 10
metafases adecuadas para el andlisis, aplicar FISH con 5q y 7q
sondas, centromérica de 8 y 20q o considerar la aplicacién de
CGH array / SNP

- Aplicar FISH para el seguimiento de la enfermedad residual minima.

- Aplicar la sonda FISH 5g- en los casos en que no se detecta 5q-
que cumplan con los siguientes requisitos:

- Sospecha de sindrome 5q.

- Ausencia de metafases adecuado para el analisis.

- Cariotipo alterada con el cromosoma 5 participacion pero sin
evidencia de 5q (por ejemplo, monosomia 5).

- Cariotipo complejo.

Opcional

- Cariotipo complejo: aplicar M-FISH o SKY.

- En pacientes con ausencia de divisiones 0 menos de 10
metafases analizadas se recomienda el estudio mediante CGH o
SNP arrays.

Recomendado

- Conservacion de las muestras bioldgicas en el tumor/Banco de
Tejidos.

para el estudio del genotipo mediante cambios en un
Unico nucleétido (SNP, single nucleotide polymorphism).
De microarrays genémicos se distinguen dos tipos:
microarrays de hibridacién genémica comparada (HGC)
y de SNP. Los microarrays de SNP permiten detectar, ade-
mas de cambios en el ndmero de copias, pérdidas de
heterocigosidad. La técnica de arrays de CGH/SNP tiene
como ventaja su elevada resolucidn, eficaz en la detec-
cién de cambios genéticos pequefios que nos permitira
localizar genes candidatos especificos en los SMD. Ade-
mas, permite obtener importantes resultados en un Gnico
estudio. En la bibliografia podemos encontrar diferentes
estudios que aplican la técnica de microarrays gendémicos
en los SMD (Gondek y cols., 2008; Thiel y cols., 2011;
Tiu y cols., 2011) y han mostrado que la aplicacién de
técnicas con una mayor resolucién permite la deteccién
de alteraciones adicionales a las ya detectas por citoge-
nética convencional o, en aquellos casos sin alteraciones
citogenéticas, la deteccién de alteraciones cripticas.

Este conocimiento contribuird no solo a un mejor
tratamiento de los pacientes, pudiéndoles ofrecer una
terapia que se ajuste a las caracteristicas de su enferme-
dad, sino que también permitird un mejor diagndstico
de los pacientes estudiados atendiendo a sus caracte-
risticas genéticas.

Recientes estudios sobre con CGH array (o SNP
arrays) han demostrado que el 87 % de los pacientes
con SMD presentan alteraciones citogenéticas o que el
60 % de los pacientes con cariotipo normal presentan
ganancias o pérdidas de material genético.
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Si bien los arrays de expresién son una herramienta
de investigacién, la CGH array o SNP arrays formaran
pronto parte de las técnicas que deberan incluir los labo-
ratorios de citogenética para utilizarlas en el diagndstico
de las neoplasias hematolégicas. Las principales ventajas
de estas metodologias son que no requieren células en
divisién, que permiten detectar ganancias y pérdidas de
material genético (estas son las principales alteraciones
en los pacientes con SMD), que permiten detectar cam-
bios genéticos con una mayor resolucién (0,5 Mb frente
las 10 Mb de la citogenética convencional) y ademas la
técnica de SNP arrays permite detectar UPD, cambios
genéticos que pueden aportar mucha informacién sobre
la etiologia de los SMD. Sin embargo, también tienen
ciertas limitaciones, entre las que hay que destacar que
si la proporcién de células tumorales es inferior al 30 %
no se detectaran alteraciones genéticas del clon patolé-
gico, que no detectan translocaciones equilibradas (poco
frecuentes en los SMD, 1 % y muy frecuentes en otras
patologias como las leucemias agudas o linfomas) y que
tienen coste econémico algo mas elevado.

Los estudios preliminares utilizando dicha metodo-
logia abalan su utilidad. En el afio 2007, Gondek y cols.,
presentaron un estudio sobre pacientes con SMD en los
que comparaban los hallazgos citogenéticos detectados
por citogenética convencional (cariotipo) frente a SNP
arrays. Observaron que mediante SNP arrays el 80 %
de los pacientes presentaban alteraciones citogenéticas
frente al 50 % de la citogenética convencional, y ademas
en el 68 % de los pacientes con citogenética normal con
SNP arrays se detectaban alteraciones citogenéticas. De 5
pacientes que no presentaron mitosis por citogenética, 4
(80 %) presentaron alteraciones citogenéticas por arrays.
Ademas, en el 33 % de los pacientes se observaron LOH
o UPD. Un reciente trabajo de Arenillas y cols., sobre una
serie de 62 pacientes sin resultado citogenético demuestra
mediante la aplicacién de los SNP arrays que el 40 % de
los pacientes presenta alteraciones citogenéticas y que el
resultado detectado con dicha anomalia permite estratificar
los pacientes segtin el IPSS e IPSS-R (Arenillas y cols., 2013).

Estos resultados y su relativo coste econémico hacen
plantearse la necesidad de aplicar la CGH/SNP arrays
en aquellos casos que no sean informativos (ausencia
de metafases o cariotipo normal) mediante citogenética
convencional.

Aun existen pocas series para establecer el valor pro-
néstico de las alteraciones citogenéticas detectadas por
CGHY/SNP arrays, y la nueva propuesta de revisién del
IPSS se basard inicamente en los cambios detectados
por citogenética convencional.

La secuenciacién del genoma humano gracias a los
secuenciadores de nueva generacién estd permitiendo

detectar nuevos marcadores genéticos asociados a pato-
logias. La aplicacién de la secuenciacién a una patologia
como los SMD, que solo presentan alteraciones cito-
genéticas en el 50 % de los pacientes con las técnicas
convencionales, permitird demostrar nuevos genes rela-
cionados con el origen de dicha enfermedad. La técnica
de secuenciacién hasta el momento se ha aplicado en
pocos pacientes afectos de otras neoplasias y su uso en
SMD es muy limitado (Graubert y cols., 2009, Bejar
y cols., 2011; Papaemmanuil y cols., 2011; Yoshida y
cols., 2011; Haferlach y cols., 2014) (Tabla 4). Hasta el
momento se han realizado estudios aplicando la meto-
dologia de la NGS que permite estudiar una seleccién
de genes mas implicados en los SMD. Los estudios pre-
liminares han permitido detectar alteraciones molecu-
lares en aproximadamente el 70-80 % de los pacientes.
Ademas, se ha demostrado que dichas alteraciones con-
llevan valor pronéstico (Tabla 4). En el seno del grupo
internacional de estudio de los SMD, IWG-PM (MDS

Tabla 4. Resumen de las principales anomalias moleculares y su valor
prondstico

Gen Incidencia (%) Prondstico
TET2 20 Bueno
ASXL1 14,4 Bueno
RUNX1 8,7 Malo
TP53 7,5 Malo
EZH2 6,4 Malo
NRAS 3,6 Malo
JAK2 3 Intermedio
ETV6 2,7 Malo
CBL 2,3 Malo
IDH2 21 Malo
NPM1 1,8 Intermedio
IDH1 1,4 Bueno
KRAS 0,9 Intermedio
GNAS 0,7 Desconocido
PTPN11 0,7 Desconocido
BRAF 0,5 Desconocido
PTEN 0,2 Desconocido
CDKN2A 0,2 Desconocido
ASXL1: additional sex-comb-like-1; BRAF: v-raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B1; CBL: casitas B-cell ymphoma; CDKN2A: Cyclin-
dependent kinase; ETVG: ets variant; EZH2: enhancer of zeste homolog
2; GNAS: GNAS complex locus; IDH1: isocitrate dehidrogenase gene 1;
IDH2: isocitrate dehidrogenase gene 2; JAK2: janus kinase 2; KRAS: v-Ki-
ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; NPM1: nucleophosmin
gene; NRAS: neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog.; PTEN:
phosphatase and tensin homolog; PTPN11: protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 11; RUNX1: transcriptional core binding factor family
name; TET2: ten eleven translocation-2; TP53: protein P53.
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Foundation) se esta realizando un proyecto multicéntrico
para definir el patrén molecular de una amplia serie de
pacientes con SMD y determinar su valor prondstico;
dicho score se llamara IPSS-M.

Consideraciones finales

* El estudio del cariotipo (citogenética convencio-
nal) se debe realizar siempre antes la sospecha
diagnéstica de SMD.

* El resultado citogenético es el pardmetro con
mayor peso en el prondstico de los SMD (IPSS-R,
Greenberg y cols., 2012).

* Enpacientes enlos que el estudio citogenético falla
se recomienda el estudio por CGH o SNP arrays,
ya que sus resultados sirven para aplicar el IPSS-R.

* Se recomienda el panel de los principales genes
mutados en SMD mediante NGS para definir el
prondstico de los pacientes.
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FELIPE PROSPER

Servicio de Hematologia y Terapia Celular. Clinica Universitaria de Navarra. Universidad de Navarra. Pamplona

Células madre

Las células madre o troncales son aquellas capaces de
dividirse indefinidamente y de diferenciarse en respues-
ta a sefales especificas, dando lugar a diversos tipos de
células especializadas funcionales. Generalmente, de las
células madre se originan uno o varios tipos celulares
intermedios antes de alcanzar el estado totalmente dife-
renciado propio del tejido adulto. Estos estadios inter-
medios de diferenciacién se conocen con el nombre de
“células precursoras” o “células progenitoras”. Otra carac-
teristica fundamental que comparten todas las células
madre es que son capaces de generar copias idénticas de
si mismas durante largos periodos de tiempo, es decir,
presentan capacidad de autorrenovacién a largo plazo.

Las células madre se han clasificado, fundamental-
mente, de acuerdo con dos criterios: el tejido de proce-
dencia del cual son aisladas y su potencial de diferen-
ciacidn, es decir, su capacidad para producir distintos
tipos de tejidos y células. Respecto al tejido del que
son aisladas, podemos distinguir las células madre
embrionarias (ESC, del inglés embryonic stem cells), que
forman la masa celular interna de embriones en estadio
de blastocisto, aproximadamente 5 dias después de la
fertilizacién, las células madre somaéticas o de adulto,
derivadas de distintos tejidos del organismo adulto o
posnatal, y las células madre germinales, aisladas de
fetos a partir de la cresta germinal, de la regién que dard
lugar a las génadas.

En cuanto a su potencial de diferenciacién, se pue-
den distinguir células madre totipotentes, pluripoten-
tes o multipotentes, aunque estos dos Gltimos términos
a menudo se usan de modo confuso en la literatura
cientifica. Las células madre totipotentes son aque-
llas capaces de dar lugar a todos los tipos celulares del
organismo adulto (derivados de tejido embrionario),
asi como todos los tipos celulares derivados del tejido
extraembrionario (placenta). Las células madre pluripo-
tentes pueden originar células propias de las tres capas
embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo),
pero no son capaces de formar tejido placentario. Por

ultimo, células madre multipotentes son aquellas capa-
ces de producir tipos celulares propios de la misma capa
embrionaria de la que proceden o, a lo sumo, de dos de
las capas, generalmente en concordancia con su locali-
zacién en los tejidos adultos. En determinados casos, sin
embargo, una vez extraidas fuera de sus localizaciones
naturales, también se ha descrito cierta capacidad de
transdiferenciacién hacia células propias de su nueva
localizacién.

En los dltimos afios se ha descrito la presencia de
células madre en numerosos 6rganos y tejidos (médula
bsea, sangre periférica y de cordén umbilical, cerebro,
médula espinal, pulpa dentaria, vasos sanguineos, mus-
culo esquelético, epitelio del tubo digestivo, epidermis,
cérnea, retina, higado, pancreas, tejido adiposo, foliculo
piloso, glandula mamaria, ovario, préstata y testiculos).
Entre las principales funciones de estas células destaca,
con limitaciones y diferencias de unos tejidos a otros, el
reemplazo de las células del tejido que mueren de forma
natural, como parte de la propia homeostasis de dicho
tejido, o a causa de una lesién o enfermedad.

Aplicaciones de la terapia celular

La utilizacién de células madre como estrategia para
la reparacién o regeneracién de tejidos es una de las
areas de investigacién en biomedicina que mayor inte-
rés ha despertado en los dltimos afnos. El concepto de
la “medicina regenerativa”, basada en la utilizacién de
las células del propio organismo, estd adquiriendo cada
vez mds fuerza. Sin embargo, para la mayoria de patolo-
glas mas complejas, la aplicacion de estas estrategias se
encuentra aun lejos de formar parte de la préctica clinica
habitual, pues solo se han iniciado ensayos clinicos en
algunos de los casos.

Idealmente, las células madre pueden contribuir
a la regeneracién de tejidos dahados in vivo, dada su
amplia capacidad de autorrenovacién y su potencial
para generar progenitores especificos de cada tejido. El
uso de las células madre y sus progenitores supone una
estrategia prometedora en el dmbito de la terapia celular
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y génica de diversas enfermedades degenerativas. Del
mismo modo, podrian servir como eficaces adyuvan-
tes para inmunoterapia en algunos tipos de cancer. La
enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, enfermedades
musculares degenerativas, el fallo cardiaco y el hepatico
crénico, la diabetes de tipos 1y 2, asi como trastornos
de la piel, del rifén, oculares y del sistema hematopo-
yético podrian ser tratados mediante terapias basadas
en el empleo de células madre (Tabla 1).

Con excepcién del trasplante de células hematopoyé-
ticas en pacientes con enfermedades hematoldgicas y
oncoldgicas, las enfermedades cardiovasculares figuran
como la segunda indicacién mas extendida de utiliza-
cién de la terapia celular con células madre. La pérdida

de miocitos ocurre en distintas cardiopatias, como el
infarto agudo de miocardio (IAM), la cardiopatia isqué-
mica crénica, la miocarditis y las miocardiopatias. La
capacidad que tienen los miocitos adultos de multipli-
carse y regenerar el tejido cardiaco danado es escasa y,
si bien existen células progenitoras endégenas (CSC, del
inglés cardiac stem cells), su capacidad para mantener la
homeostasis del corazén y regenerar el tejido afectado
tras hipertrofia o fallo cardiaco es también insuficien-
te. En dGltimo término, el déficit estructural y funcio-
nal conduce a una insuficiencia cardiaca permanente.
Es necesario, por tanto, buscar fuentes alternativas de
células para revascularizar y recuperar el tejido mus-
cular necrosado tras un infarto. Asi, son diversos los
tipos celulares que se han ensayado de forma experi-
mental, como las células embrionarias, las iPS y célu-
las derivadas de tejidos adultos, tales como la médula

Tabla 1. Posibles aplicaciones terapéuticas de las células madre de individuo adulto

Enfermedad susceptible de tratamiento
basado en terapia celular

Fuente de células madre para terapia celular

Células derivadas

Enfermedades del sistema hematopoyético umbilical

HSC de médula dsea o de sangre de corddn

Células de las lineas mieloide

y leucemias

Células madre derivadas del mdsculo

y linfoide, plaquetas

HSC de la médula dsea o de sangre de corddn

Enfermedades musculares umbilical

Enfermedades hepaticas umbilical Hepatocitos
Células ovales
MSC de médula 6sea o de sangre de corddn )
Mioblastos

Células musculares

Células madre derivadas del musculo

Osteoporosis, osteogénesis imperfecta y MSC .
osteoartritis ADSC Osteoblastos y condrocitos
MAPC Células
Enfermedades vasculares ” - " .
Células madre derivadas del misculo endoteliales

MSC
Defectos en la mielina NSC Astrocitos y oligodendrocitos
NSC
MSC
Enfermedades del sistema nervioso Nguronas
HSC Células neurales
Células madre derivadas del mdsculo
MSC
Enfermedades cardiacas ADSC Cardiomiocitos

Células ovales

Defectos en la cornea

Células madre del limbo del ojo

Células epiteliales de la crnea

Enfermedades de la retina

Células madre del epitelio corneal

Progenitores de la retina

Células madre del pancreas

Diabetes mellitus .
Células ovales

Células (3 productoras de insulina

mesenquimales; NSC: células madre neurales.

ADSC: células madre del tejido adiposo; HSC: células madre hematopoyéticas; MAPC: células progenitoras adultas multipotentes; MSC: células madre
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6sea (mononucleadas, diversas fracciones con potencial
vascular, MSC, etc.), el cordén umbilical, el musculo
esquelético y cardiaco o la grasa (MSC o células madre
del tejido adiposo [ADSC, del inglés cultive of adipose
stem cells] y la fraccién estromal vascular)'?.

De entre estos tipos celulares son bastante numerosos
los ensayos clinicos que se han realizado con poblacio-
nes derivadas de la médula 6sea (células mononucleares
[IMNC, del inglés mono-nuclear cells) y MSC) o mioblastos
esqueléticos. También recientemente se han comenza-
do ensayos con células derivadas del tejido adiposo. La
eleccién de estas poblaciones se ha realizado basandose,
ademads de en su posible beneficio, en la baja morbilidad
asociada a la extraccién del tejido del paciente, en la sen-
cilla extraccién, purificacién y/o cultivo de las células, y
en la posibilidad de una aplicacién autdloga, a partir de
tejidos del propio individuo, que evitaria la necesidad
de emplear farmacos inmunosupresores y los efectos
secundarios que conllevan. Ademads, gracias a su limi-
tada capacidad de divisién celular, su utilizacién supone
un riesgo de tumorogenicidad practicamente nulo. Los
resultados de los nuevos estudios aleatorizados que se
estan realizando actualmente, con un elevado nimero
de pacientes, permitirdn determinar con mayor claridad,
ademas del grado de beneficio celular, cuestiones tales
como cudles son las células mas adecuadas y cudl es la
dosis necesaria, entre otros aspectos.

Respecto al mecanismo de accién de estas células,
estd comunmente aceptado que el efecto beneficioso
ejercido por las células implantadas es, principalmente,
de caracter paracrino, es decir, mediante la secrecién
de distintos factores como el de crecimiento endotelial
(VEGE), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGE),
el factor de crecimiento insulinico 1 (IGE-1), EPO o el
factor de crecimiento tumoral p (TGF-), que, entre
otros, pueden contribuir a la formacién de nuevos
vasos, a reducir el remodelado del corazén tras el infar-
to e, incluso, a la recuperacién de cardiomiocitos®.

Existen células madre derivadas del epitelio corneal
(CESC, del inglés corneal epithelial stem cell) y del lim-
bo del ojo (RSC, del inglés retinal stem cell) capaces
de incorporarse y reconstituir las superficies oculares
lesionadas, por lo que el trasplante de limbo corneal es
una practica ya extendida en oftalmologia. En casos de
lesién unilateral, cuando solo esta afectado un ojo, es
posible, ademas, la terapia autéloga, empleando célu-
las del propio paciente procedentes de su ojo sano. En
situaciones en las que la cérnea estd afectada, como en
el sindrome Stevens-Johnson, en el penfigoide ocular o
en caso de quemaduras graves, el trasplante de CESC
combinado con membrana amnidtica constituye un
tratamiento eficaz para la regeneracién de la superficie

ocular. La presencia de la membrana amnidtica pro-
porciona a estos injertos propiedades antiangiogénicas
y antiinflamatorias, beneficiosas para la correcta recu-
peracién de la integridad de la mucosa y de la agudeza
visual del paciente. También se ha logrado la regenera-
cién de superficies corneales quemadas quimicamente
mediante el empleo de MSC expandidas sobre mem-
brana amnidtica en un modelo animal en rata. Ademas,
enfermedades degenerativas de la retina, como el glau-
coma, también podrian beneficiarse de la terapia con
células madre, como sugieren los resultados obtenidos
en algunos trabajos.

Son necesarios, no obstante, estudios adicionales
acerca de las propiedades de las CESC y RSC expan-
didas ex vivo, asi como sobre las funciones precisas de
la membrana amnidtica, que permitan establecer los
mecanismos moleculares responsables del efecto tera-
péutico observado. Ademas, dichos ensayos contribui-
ran a mejorar las condiciones para la supervivencia de
los injertos a largo plazo y a desarrollar terapias mas
eficaces para las enfermedades oculares.

En el caso de la reparacién de lesiones de la piel (cica-
trizacién de heridas, regeneracién de la epidermis en
quemaduras, tlceras de pacientes diabéticos, etc.) existe
una amplia experiencia desde los trabajos pioneros de
Green y cols., en los que se utilizaron por primera vez
queratinocitos crecidos ex vivo para la generacién de
injertos de piel. Aunque el material de partida para esta-
blecer cultivos primarios de células epidérmicas suele
ser piel, existen también evidencias recientes acerca
de la existencia de una poblacién de células madre en
el foliculo piloso con capacidad de generar epidermis
interfolicular. El hecho de que estas células se puedan
obtener facilmente de un modo no invasivo y de que
presenten gran capacidad proliferativa hace de ellas
una fuente éptima para este tipo de terapias. Actual-
mente existen productos en el mercado que abarcan
desde soportes de fibrina hasta fibroblastos de la dermis
incluidos en un gel de colageno, los cuales favorecen
el crecimiento de las células epidérmicas y, aun sien-
do alogénicos (derivados de células de otro individuo),
resultan utiles en el caso de afecciones graves, pues pro-
porcionan una cubierta adecuada hasta que se genera
en el paciente nueva piel. También se han realizado
trasplantes autélogos mediante la creacién de “parches”
de piel producidos a partir de biopsias de zonas sanas
del propio paciente. A partir de estas se aislan tanto
queratinocitos como fibroblastos, que son expandidos
in vitro e incluidos en una matriz de fibrina obtenida
también a partir de muestras de la sangre del paciente.

Por otro lado, también se estd utilizando, para el tra-
tamiento de las Ulceras de pie en pacientes diabéticos,
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un prototipo sustitutivo de piel compuesto por células
de la dermis humana incorporadas en una matriz natu-
ral de colageno de tipo L.

La enfermedad de Crohn es un trastorno crénico autoin-
mune incluido dentro del grupo de enfermedades infla-
matorias del intestino (EII) que puede ocasionar serias
lesiones en la mucosa intestinal en forma de fistulas,
una de las complicaciones mas graves asociadas a este
grupo de patologias. Recientemente, se ha realizado con
éxito el implante autélogo de MSC procedentes de la
grasa abdominal (ADSC) para el tratamiento de la pato-
logia fistulosa de pacientes con enfermedad de Crohn?.

La diabetes de tipo I se produce como consecuencia de
la destruccién autoinmune de las células 3 presentes en
los islotes pancreéticos. Estas células son las encargadas
de la produccién de insulina en respuesta al estimulo de
la glucosa, por lo que cuando desaparecen se produce
hiperglucemia. Desafortunadamente, la inyeccién de
insulina, incluso cuando se realiza de forma rigurosa-
mente controlada, no es suficiente para prevenir com-
plicaciones a largo plazo; por ello, se han realizado con
cierto éxito implantes de pancreas o islotes maduros
como terapia alternativa. Sin embargo, la transitorie-
dad en la efectividad de este método, unida a las com-
plicaciones inherentes al procedimiento quirdrgico y a
la necesidad de inmunosupresién, ha llevado a la bus-
queda de otras fuentes celulares alternativas. Entre ellas
cabe destacar las células madre presentes en el epitelio
del ducto pancreatico y las células ovales hepaticas, que
pueden ser diferenciadas in vitro hacia células f3; se ha
demostrado que, al ser trasplantadas en ratones diabé-
ticos NOD/SCID, estas células provocan una remisién
de la hiperglucemia en dichos animales. También se ha
obtenido este tipo celular a partir de ESC e iPS. Por otro
lado, se ha analizado el potencial inmunomodulador
de las MSC en este contexto, ya que su implante en
el momento del diagnéstico, cuando todavia no se ha
dado una destruccién total de las células B, parece ayu-
dar a la supervivencia de las células residuales.

Los estudios con células madre han abierto la posibili-
dad de desarrollar nuevas terapias para diversas afeccio-
nes del sistema nervioso para las que, actualmente, solo
existen tratamientos paliativos; entre tales trastornos se
encuentran la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer,
la enfermedad de Huntington y lesiones de la médu-

la espinal. La estimulacién de la propia neurogénesis
in vivo mediante el aporte de factores de crecimiento
especificos y el implante de células madre exdgenas
constituyen nuevas estrategias prometedoras para el
tratamiento de lesiones ocurridas tras un infarto cere-
bral, un traumatismo o diversas patologias degenerati-
vas. Por ejemplo, se ha demostrado que el implante de
células madre humanas derivadas de cordén umbilical
revierte eficazmente, principalmente mediante la libera-
cién de factores tréficos, los déficit de comportamiento
asociados al infarto cerebral en un modelo de isquemia
en la rata mediante oclusién permanente de la arteria
cerebral media.

Sin embargo, a pesar de que ya existen algunos
avances en esta linea, tal vez sea el sistema nervioso el
ambito de mayor complejidad y en el que, previsible-
mente, mas tiempo tarden en llegar a la practica clinica
posibles terapias a partir del uso de células madre.

Conclusiones

Los recientes avances en el ambito de la biologia de las
células madre han permitido identificar algunas de las
cascadas de sefializacién que operan en los procesos
de autorrenovacién y diferenciacién de dichas células.
Cada vez existen mas indicios de que mecanismos simi-
lares ocurren en los procesos de regeneracién tisular
después de una lesion. Mediante el uso de las citocinas
apropiadas es posible dirigir la diferenciacién de las
células madre hacia tipos celulares especializados, lo
que hace posible trasplantarlas como sustituto celular
en diversas enfermedades degenerativas. Por todo esto,
la terapia celular es sujeto de un interés creciente en los
ultimos aflos como posible tratamiento de numerosas
enfermedades cuyas expectativas de curacién actuales
son escasas o nulas. Sin embargo, queda aun un largo
camino por recorrer antes de poder definir y concretar
los aspectos tecnolégicos de su aplicacién clinica eficaz.
Se precisan andlisis mds detallados de las propiedades
biolégicas de las células madre humanas y de su pro-
genie. También se hace necesario desarrollar nuevos
métodos de purificacién y trasplante de células, a fin
de poder avanzar hacia el cumplimiento de los criterios
de seguridad exigidos para cualquier tipo de interven-
cién terapéutica. Igualmente, es importante continuar
investigando con el objetivo de identificar marcadores
especificos de células madre, asi como factores que
dirigen su autorrenovacién, maduracién y migracién
desde los nichos en que residen. Comprender los fené-
menos celulares implicados en el mantenimiento de la
homeostasis tisular contribuira también a determinar
aquellos procesos susceptibles de una desregulacién
y, por tanto, responsables de la aparicién de diversas
patologias, incluidos algunos tipos de cancer. Por ulti-
mo, es de vital importancia corroborar los resultados
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obtenidos en modelos animales con células humanas,
ya que las diferencias interespecificas podrian provocar
una incoherencia entre las observaciones experimenta-
les y el potencial terapéutico real para su uso en clinica.

Uno de los aspectos mas delicados es decidir si la rea-
lizacién de ensayos clinicos mds amplios esta justificada
o no a la luz de los conocimientos actuales, atin incom-
pletos en lo que a mecanismos de accién de este tipo de
terapias se refiere. Deberfamos encontrar cierto equilibrio
que nos permita seguir avanzando con pie firme y de
forma paralela en los aspectos basicos y fundamentales, a
la vez que en los clinicos y bioéticos de la terapia celular.
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Introduccion

Tras el nacimiento, la produccién de células hemato-
poyéticas humanas se localiza de forma primaria en la
médula ésea (MO) donde, a partir de una célula madre,
se generan precursores comprometidos a las diferen-
tes lineas de células sanguineas. Dichos precursores
abandonan la MO en estadios mds o menos precoces
(o avanzados) de maduracién y circulan por la san-
gre periférica (SP), dirigiéndose a distintos tejidos del
organismo en los que completan su maduracién y/o
realizan su funcién'. Clasicamente, para el estudio de
la hematopoyesis se han empleado técnicas citomorfo-
légicas que, en combinacién con los cultivos celulares,
han permitido identificar distintos compartimientos
madurativos de células linfoides y mieloides en MO,
timo, SP y érganos linfoides secundarios, entre otros
tejidos. Sin embargo, estas técnicas son relativamente
poco sensibles y estdn cargadas de un importante com-
ponente de subjetividad, lo cual ha limitado su utilidad
a la hora de identificar y caracterizar lineas celulares y
compartimientos madurativos poco representados.

En las dltimas décadas, la citometria de flujo se ha
convertido en una de las aproximaciones més Utiles
para el estudio de las células hematopoyéticas, propor-
cionando informacién sobre los perfiles de expresién
proteica mediante andlisis simultdneo de los niveles de
expresion de varias proteinas para un gran nimero de
células individuales presentes en una muestra®. Con este
tipo de mediciones puede definirse la mayor o menor
proximidad (distancia) fenotipica entre distintas células,
lo cual permite establecer con relativa precisién si se
trata de células de la misma linea y/o estadio madura-
tivo o si, por el contrario, se trata de células diferentes
de las células normales/reactivas (por ejemplo, células
tumorales)®. Hasta hace relativamente poco tiempo
este tipo de comparacién estaba basado fundamental-
mente en el conocimiento de un experto en citometria
acerca de los perfiles de expresion proteica de las célu-
las normales/reactivas, su panel y combinaciones de
marcadores favoritos. Tal aproximacién introducia un

importante componente de subjetividad y variabilidad
en los resultados obtenidos. Recientemente, el Consor-
cio EuroFlow ha propuesto una nueva estrategia para
la interpretacién de los datos derivados de los estudios
inmunofenotipicos de células hematopoyéticas por cito-
metria de flujo?®. Esta aproximacién combina nuevas
herramientas informaticas para el andlisis simultaneo
de un gran nimero de marcadores/pardmetros fenotipi-
cos, el empleo de paneles optimizados de reactivos y la
construccién de bases de datos con casos de referencia
de muestras (por ejemplo, de muestras de MO normal/
reactiva) marcadas con el mismo panel de anticuerpos,
preparadas y medidas de idéntica forma y bajo las mis-
mas condiciones en instrumentos calibrados de forma
estandarizada®*. Mediante la comparacién directa de
las células presentes en una muestra con la informacién
de la base de datos inmunofenotipica correspondiente
puede definirse con gran precisién la linea, el estadio
madurativo y el perfil fenotipico (por ejemplo, normal
vs. reactivo vs. neoplasico) de las células presentes en
esa muestra®.

A continuacién revisaremos de forma breve los per-
files fenotipicos de la diferenciacion hacia las diferentes
lineas hematopoyéticas que ocurren en MO humana
normal, haciendo especial hincapié en los perfiles feno-
tipicos mas habituales.

Los precursores hematopoyéticos
y su localizacion tisular

Desde hace tiempo se conoce que, tras el nacimiento,
la MO es el 6rgano que alberga un mayor nimero de
precursores hematopoyéticos!. Ademads, se reconoce
también que en este tejido la mayoria de las células
madre hematopoyéticas estdn englobadas dentro del
compartimiento de células CD34+°. No obstante, este
compartimiento celular es muy heterogéneo, estando
la mayoria de las células CD34+ ya comprometidas a
diferentes lineas hematopoyéticas y solo una pequefia
parte de ellas integra el verdadero pool de células madre
hematopoyéticas con capacidad de autorrenovarse y
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de diferenciarse a distintos tipos de células linfoides y
mieloides’. Por otra parte, hoy se sabe que estos pre-
cursores CD34+ mads indiferenciados (re)circulan, en
menor nimero y con un ritmo circadiano, en SP, pro-
bablemente con el fin de rellenar los espacios medula-
res disponibles en diferentes huesos distribuidos por el
organismo.

Mas recientemente, se ha identificado la presencia
en MO de otro compartimiento de células con capaci-
dad de diferenciarse a distintos tejidos, y en especial a
tejido adiposo, hueso y cartilago’; segtn algunos auto-
res, estas células podrian guardar también una estrecha
relacién ontogénica con las células stem hematopoyé-
ticas y las células endoteliales: las células stem mesen-
quimales?®.

Caracteristicas fenotipicas de los precursores
hematopoyéticos y de las células stem
mesenquimales

En los tltimos afios se ha acumulado importante infor-
macién acerca de las caracteristicas fenotipicas de los
precursores hematopoyéticos CD34+ mds inmaduros®?.
Hoy se conoce que estas células coexpresan los marca-
dores (erroneamente denominados) mieloides CD13,
CD33y CD117, ademas de HLADR®®. Estos precurso-
res muestran también niveles bajos, pero crecientes, de
CD38y son CD133+ y CD90+, careciendo de positivi-
dad para marcadores de linea, entre los que se incluyen
los antigenos CD7, CD19, Tdt, MPO, EPO, CD64 y
CD36°8. Este fenotipo, aunque minoritario en MO (<10
% de las células CD34+), es un fenotipo tipico de los
precursores CD34+ de SP (>80 %)°.

Al igual que los precursores CD34+, las células
mesenquimales de MO muestran también caracteristi-
cas fenotipicas heterogéneas, representando alrededor
del 0,1 % de la celularidad medular global’. En con-
junto, las células mesenquimales muestran expresién
elevada de CD13 en ausencia de CD11b y son positivas
para CD105, CD73, CD90, CD146, CD271, STRO1,
MSCA1 y SSEA4; por el contrario, marcadores como
CD10, solo estan presentes en una fraccién de todas las
células mesenquimales de MO’.

Precursores CD34+ de MO comprometidos
a diferentes lineas hematopoyéticas

El compromiso madurativo de los precursores CD34+
hacia las distintas lineas mieloides y linfoides se asocia
a cambios fenotipicos, reflejados en una adquisicién
progresiva de antigenos asociados a distintas lineas y
la pérdida de expresién de proteinas asociadas a célula
stem’. En este sentido, merece destacar que la existencia
de precursores comunes mieloides y linfoides parece,
desde el punto de vista fenotipico, en el hombre, mas

un concepto funcional que fenotipico. Asi, por ejemplo,
no se observa un fenotipo linfoide comun a precursores
CD34+ linfoides de MO, sino que, mientras el compro-
miso hacia la diferenciacién B se asocia a adquisicién
temprana de expresién en el ambito nuclear de la enzi-
ma Tdt, seguida de forma secuencial de positividad para
CD79a/CD22, CD19 y CD10, este marcador (Tdt) esta-
ria ausente en los precursores T/NK de MO, definidos a
su vez por la coexpresién de CD34 y CD7, en ausencia
de CD3 citoplasmatico®'’. De forma similar, la expresién
de MPO citoplasmatica serfa el marcador mas temprano
de compromiso a linea neutréfilo, seguida de la expresién
de CD15/CD65, mientras que en la maduracién a linea
monocitica, CD64 seguido de CD11c definirian el com-
partimiento de precursores mas inmaduros’. A su vez, los
precursores CD34+ de MO que muestran compromiso a
linea eritroide y a célula dendritica plasmocitoide (pDC)
presentan expresiéon de CD36+ asociada a CD105+ y
CD123++, respectivamente’. Ademds, mientras que
los precursores de las lineas de granulocito neutréfilo
(CD34+/MPO+) y eritroide (CD34+/CD36+/CD105+)
muestran una pérdida progresiva de la expresién de
HLADR y permanecen siendo CD117+, el compromiso
a linea monocitica (CD34+/CD64+) y a pDC (CD34+/
CD36+/CD123++) se caracteriza por una perdida rapi-
da de expresién de CD117 en células HLADR+ (Figu-
ra 1)>!1, Finalmente, la maduracién a granulocito baséfilo
y mastocito se asocia a coexpresién de triptasa, CD22 y
CD203c, precedida en su caso por una pérdida de posi-
tividad para HLADR y expresion elevada de CD123++
y CD117++, respectivamente!?',

En términos numéricos, el compartimiento de célu-
las CD34+ engloba: a) tres subpoblaciones mayoritarias
comprometidas a linea de granulocito neutréfilo, eri-
troide y linfoide (sobre todo B y, en menor medida, T/
NK); b) dos intermedias constituidas por precursores de
monocitos y célula dendritica plasmocitoide; y c) otras
muy minoritarias, entre las que se incluyen los precurso-
res CD34+ de mastocito y granulocito baséfilo (Tabla 1).
Fenotipicamente, las subpoblaciones de células CD34+
comprometidas a linea megacariocitica y a granulocito
eosindfilo siguen siendo indetectables (Tabla 1). Esto se
debe, al menos en parte, a problemas técnicos relacio-
nados con la identificacién temprana de compromiso
madurativo a ambas lineas celulares debido a que por
ejemplo, aunque la peroxidasa de eosinéfilo (EPO) es un
marcador altamente especifico de la linea de granulocito
eosindfilo, su expresién solo se detecta en estadios relati-
vamente avanzados, en el ambito de precursores CD34-.

Perfiles fenotipicos de diferenciacion
de células mieloides CD34-

Tras la expresién de MPO y CD15/CD65, y la pér-
dida secuencial de expresién de CD34 y HLADR| el
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precursor comprometido a linea de granulocito neu-
tréfilo muestra expresion elevada de CD117 y de los
marcadores CD13 y CD33; con este fenotipo alcanza el
estadio de transicién entre mieloblasto y promielocito
(Figura 1A)™. A este nivel la expresién de CD15 se hace
intensa y, de forma secuencial, disminuye la expresién
de CD117 y CD13; en el ambito del mielocito, el pre-
cursor adquiere expresién de CD11b y CD64++ (Figu-
ra 1A)"™. Posteriormente el metamielocito expresa CD16
y, finalmente, en el ambito de las células mas maduras
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Figura 1.

se observa positividad (de nuevo intensa) para CD13
y CD10 (Figura 1A)"™. A este nivel por el contrario, la
expresion de CD64 y CD33 se hace débil. En paralelo, la
diferenciacién del precursor CD34+/CD64+ a monocito
se caracteriza por una pérdida rapida de expresién de
CD34 y CD117, y la adquisicién secuencial de reac-
tividad intensa para CD64++, CD36, CD14, CD35 y
CD300e (Figura 1B)™.

La diferenciacién de precursores eritroides CD34+/
CD36+ se asocia de forma temprana a expresion transi-
toria e intensa de CD105 y pérdida de positividad para
los marcadores de célula stem CD13, CD33, HLADR
y CD34 (Figura 1C); a este nivel, el precursor eritroide
muestra ademads positividad fuerte para el receptor de
la transferrina (CD71), se hace CD117 negativo, e inicia
la expresion de glicoforina A (CD235) (Figura 1C)*'%. En
un estadio posterior los precursores eritroides nuclea-
dos pierden la expresién de CD105, manteniendo en su
mayoria (> 90 %) una expresién muy elevada de CD36
y CD71 (Figura 1C)16.

De forma similar al precursor eritroide CD34+, los
precursores de pDC también expresan de forma tem-
prana positividad para CD36, habitualmente prece-
dida de expresién intensa de CD123, en ausencia de
CD105"; ademas, a diferencia del precursor eritroide,
el precursor de pDC, al perder CD34, pierde también de
forma casi inmediata la positividad para CD117, aun-
que sigue expresando HLADR!!. En estadios posteriores
la diferenciacién a pDC se caracteriza por la pérdida de
CD13 y CD38 junto a la adquisicién de forma progre-
siva de expresién de marcadores caracteristicos de esta
linea celular como CD4, CD303 y CD304, entre otros''.

Aunque el granulocito baséfilo y el mastocito com-
parten muchas caracteristicas fenotipicas y funcionales
como la coexpresion del receptor de alta afinidad para

Tabla 1. Distribucion relativa de precursores linfoides y mieloides
comprometidos a diferentes lineas dentro del compartimiento de
células CD34+ de médula 6sea normal

Frecuencia
31 % (12-39 %)
15 % (5-35 %)
5 % (3-15 %)
6 % (1-15 %)
<1 % (<1-3 %)

Linea celular

Granulocito neutréfilo

Eritroide

Monocitica

Célula dendritica plasmocitoide

Granulocito baséfilo

Mastocito <1 % (<1 %)
Granulocito eosindfilo <1%
Megacariocitica <1%

Linfoide B 23 % (<1-45 %)
Linfoide T/NK? (CD7+) 11 % (5-18 %)
Total 92 %
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IgE (FCeRI), triptasa, CD22 y CD203c, de forma carac-
teristica, el mastocito expresa niveles muy elevados de
CD117 con expresién débil de CD123, mientras que
el granulocito baséfilo es CD123++, CD117-negativo.
Estas diferencias fenotipicas estan presentes ya en el
ambito de los precursores CD34 de ambas lineas'*'.
En la diferenciacién a granulocito baséfilo y mastocito,
los precursores CD34+/CD123++ y CD34+/CD117++
pierden de forma temprana la expresién de HLADR

y adquieren (de forma secuencial) positividad para
CD208c, triptasa y finalmente FCeRI'23,

Perfiles fenotipicos de diferenciacion
de células linfoides CD34- en MO

A diferencia de lo que ocurre con los precursores T/NK,
que abandonan de forma temprana la MO para llevar
a cabo su diferenciacién a linfocito T en el timo, las
células B realizan su maduracién a linfocito B en MO™.
En este sentido, los precursores B de MO representan
uno de los compartimientos celulares mas estudiados
desde el punto de vista madurativo. Asi, se sabe que
el reordenamiento de los genes de las inmunoglobui-
nas (célula pro-B), con la produccién secuencial de
cadena pesada p citoplasmatica (célula pre-B) y de una
inmunoglobulina completa (cadena pesada p y cade-
na ligera x o A) de membrana (linfocito B maduro) va
acompanado de importantes cambios fenotipicos?,
distinguiéndose habitualmente desde el punto de vista
fenotipico tres compartimientos madurativos B mayo-
ritarios en MO: a) precursores Tdt+, CD34+, CD10++,
CD38++, CD20-; b) precursores Tdt-, CD34-, CD10+,
CD838++, CD20+/++; y ¢) Tdt-, CD34-, CD10-, CD38-
/+, CD20++18. No obstante, hoy se sabe que existen
algunas vias (paralelas) minoritarias de diferenciacién
B relacionadas con distintas vias de sefalizacién que
hacen que no siempre exista una correspondencia abso-
luta entre la expresién fenotipica de distintos marcado-
res asociados a un mismo estadio madurativo.

Diferenciacion de células hematopoyéticas
fuera de la MO

Clasicamente se reconoce que las células linfoides By T
terminan su maduracién a linfocito T y B inmunocom-
petente enla MO y el timo, respectivamente!®”181%. No
obstante, es bien conocido también que tras el recono-
cimiento antigénico estas células sufren un nuevo ciclo
de diferenciacién tisular, especialmente en los érganos
linfoides secundarios, para transformarse en linfocitos
T efectores (por ejemplo, células T citotdxicas, produc-
toras de citocinas o T reguladoras) y células plasmati-
cas productoras de anticuerpos, ademas de linfocitos
T y B de memoria'®?. Este concepto de diferenciacién
tisular terminal a célula efectora se extiende también

a otras células hematopoyéticas, incluyendo de forma
especifica al mastocito, la pDC y el monocito, células
que son capaces de migrar desde la SP a practicamente
casi todos los tejidos del organismo, donde adquieren
caracteristicas muy diversas®. Por ello hoy el concepto
de diferenciacién de células hematopoyéticas va mucho
mas alla de la hematopoyesis propiamente dicha y
requiere una integracién de informacién proveniente
de practicamente casi todos los tejidos del organismo.
En este contexto, las células de SP acaban por mostrar
también fenotipos heterogéneos que reflejan la llegada
de células producidas en la MO y el retorno de células
terminalmente diferenciadas derivadas de distintos teji-
dos del organismo.
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Introduccion

El mieloma multiple (MM) es la segunda enfermedad
hematoldgica maligna en orden de frecuencia, caracteri-
zada por la proliferacién clonal de células plasmaticas en
la médula ésea (MO). Estd precedida habitualmente por
una situacién premaligna asintomadtica, que es la gam-
mapatia monoclonal de significado incierto (GMSI)!. La
GMSI es una entidad muy frecuente, presente en el 3-4
% de la poblacién con mas de 50 afios. Su diagndstico
requiere la ausencia de sintomatologia relacionada con
la proliferacién de células plasmaticas y la tasa de pro-
gresion a MM es de aproximadamente 0,5-1 % por afio,
aunque este puede variar ligeramente en funcién del
tipo de componente monoclonal, la concentracidn, la
ratio de cadenas ligeras libres en suero, la proporcién de
células plasmaticas con fenotipo aberrante o la presen-
cia de inmunoparesia®. El MM smoldering o quiescente o
asintomatico es una entidad intermedia entre la GMSI
y el MM, con un riesgo de progresién mas alto que la
GMSI pero no uniforme, y se han establecido diferentes
modelos para predecir el riesgo de progresién a MM.
Hasta el momento actual, Gnicamente los definidos por
el grupo de la Clinica Mayo y el grupo espafiol se han
validado en un ensayo clinico. Al igual que ocurre con
la GMS], su diagnéstico requiere la ausencia de sinto-
matologia relacionada con el clon de células plasmaticas
que proliferan, pero la infiltracién observada en médula
6sea es superior al 10 % y/o el componente monoclo-
nal es superior a 3 g/dL. Es una entidad biolégicamente
heterogénea y se incluyen pacientes con un riesgo de
progresar muy bajo, similar a las GMSI, y otros con un
riesgo alto que sabemos que progresardn a MM en los
dos afos siguientes al diagndstico®.

Diagnostico de mieloma muiltiple

Los criterios diagndsticos para la definicién de MM
han sido recientemente actualizados, debido funda-
mentalmente a que el MM es una enfermedad cuyo
diagnéstico es clinico-patoldgico y requeria la presencia

de sintomatologia clinica, como insuficiencia renal o
lesiones osteoliticas®. Esta sintomatologia clinica se ha
evaluado tradicionalmente mediante el uso de técni-
cas convencionales que, en el momento actual, pueden
estar obsoletas debido a la introduccidn, por ejemplo,
de nuevas técnicas de imagen para la enfermedad ésea.
Ademas, los pacientes no eran candidatos para recibir
tratamiento hasta que desarrollaban alguna sintoma-
tologia clinica y, en el momento actual, en la era de
nuevos farmacos, hay ya estudios que demuestran un
beneficio significativo si el tratamiento se inicia de una
manera mds precoz, ademds de técnicas mds sensibles
para detectar antes sintomatologia®. Por tltimo, la pre-
sencia de componente monoclonal, asi como la infiltra-
cién en médula Ssea, requerian también una revisién.

Por todo ello, la nueva definicién de MM incluye la
presencia de uno o mds biomarcadores que sabemos
que, cuando estdn presentes en el MM smoldering, el
riesgo de progresién a MM es extremadamente alto
como para no iniciar un tratamiento (70-80 % a dos
anos), asi como la revisién de los cléasicos criterios
CRAB (Tabla 1).

Los tres biomarcadores incluidos ahora en la nueva
definicién de MM son:

e Infiltracion de células plasmaticas en MO del
60 % o mas: la justificacion son tres estudios
realizados por el grupo de la Clinica Mayo®, gru-
po Griego” y grupo de la Universidad de Pensil-
vania®, en los que un subgrupo de pacientes con
MM smoldering (3-5 %) con un 60 % o mads de
infiltracién por células plasmaticas en MO tuvie-
ron una mediana de tiempo hasta la progresién
a MM inferior a un afio. La infiltracién se estimé
en aspirado o biopsia de médula ésea, pero no
utilizando técnicas de citometria de flujo.

* Ratio de cadenas ligeras libres en suero igual
o superior a 100: el test de cadenas ligeras libres
en suero (FLC, de sus siglas en inglés free light
chain) es un test automatico que identifica y mide
las cadenas ligeras libres Ky A en el suero. La ratio
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Tabla 1. Criterios actualizados del mieloma miiltiple

Infiltracién por >10 % de células plasméticas clonales en médula

6sea 0 plasmocitoma 6seo o extramedular demostrado por biopsia*,

y uno o mas de los siguientes eventos que definen mieloma:

- Eventos que producen dafio orgdnico y estan en relacion con la
proliferacién de células plasmaticas:

- Hipercalcemia, definido por calcio en suero >0,25 mmol/L
(>1 mg/dL) por encima del valor alto de la normalidad o
>2,75 mmol/L (>11 mg/dL).

- Insuficiencia renal, definida por la presencia de aclaramiento
de creatinina <40 mL x minuto o creatinina en suero >2 mg/dL.

- Anemia: hemoglobina >20 g/L por debajo del limite inferior de
la normalidad, o por debajo de 10 g/dL.

- Lesiones dseas: una 0 mas lesiones osteoliticas presentes en
la radiologia convencional, la TC o PET-TC.

- Uno o mas de los siguientes biomarcadores que predicen, en
ausencia de dafio organico, un riesgo muy alto de desarrollarlo:

- Infiltracion por células plasméticas clonales en médula 6sea
> 60 %.

- Ratio de cadenas ligeras libres en suero afectada vs. no
afectada > 100.

- >1 lesion focal en RMN.

*La clonalidad debe establecerse mostrando restriccion de cadena ligera
K/ A por citometria de flujo, inmunohistoquimica o inmunofluorescencia. El
porcentaje de infiltracion en médula 6sea debe establecerse por biopsia,
aunque no es obligado y, en caso de discrepancia, se utilizard el valor mas
alto. Si la médula dsea tiene <10 % de infiltracion por células plasmaticas
clonales se necesitard mas de una lesion dsea para excluir adecuadamente
el diagndstico de plasmocitoma solitario con minima infiltracion en médula
6sea. Las lesiones 6seas, para considerarse osteoliticas, deben ser de un
tamano superior a 5 mm.

normal K/A es 0,26-1,65, pero en enfermedades
de las células plasmaticas en general se produce
un exceso de produccién de una de ellas, lo cual
origina finalmente una ratio anormal. Aproxima-
damente un tercio de los pacientes con GMSI,
70 % de los MM smoldering y més del 90 % de
los MM, tienen una ratio de FLC alterada. El gru-
po de la Clinic Mayo observé en una serie de 586
pacientes con MM smoldering que un 15 % de ellos
presentaban una ratio de FLC extremadamente
desviada (superior a 100), y estos pacientes tenfan
un riesgo de progresién a MM del 80 % a los 2
aflos desde el diagndstico y, ademads, un 27 % de
ellos presentaban insuficiencia renal como mani-
festacién clinica de MM, Estos resultados fueron
posteriormente confirmados por otros dos gru-
pos y, aunque ninguno de los estudios estableci6
un valor minimo de FLC afectada para reducir la
posibilidad de error, los nuevos criterios requieren
ademds que la cadena ligera libre afectada sea de
al menos 100 mg/L"2.

* Presencia de mas de una lesion focal en la
resonancia magnética nuclear (RMN): la RMN
es muy eficaz en la evaluacién de pacientes con
MM smoldering y, de hecho, antes era recomenda-

da en el momento del diagnéstico y ahora es obli-
gada, porque la presencia de lesiones focales (que
afecta la médula 6sea o el hueso) y alteraciones
difusas se asocian con un riesgo elevado de pro-
gresién a MM. Hillengass y cols., estudiaron 149
pacientes con MM smoldering mediante RMN de
cuerpo entero y un 28 % de los pacientes tenfan
lesiones focales'. Un 15 % presentaban més de
una lesién focal y este hallazgo se relacioné con
una mediana de tiempo hasta la progresién a MM
de 13 meses, equivalente a un riesgo de progre-
sién del 70 % a dos afios. El Grupo Griego de Mie-
loma confirmé estos hallazgos, una vez mas, en
una serie de 65 pacientes, encontrando un 14 %
con mas de una lesién focal y un riesgo de progre-
sién de 69 % a dos afios!!. Un aspecto importante
que se ha de considerar es que las lesiones focales
detectadas deben tener un didmetro de al menos 5
mm y, en caso de duda, se deben realizar explora-
ciones complementarias con tomografia compu-
tarizada (TC) o tomografia con emisién de posi-
trones-TC (PET-TC) para su confirmacién antes
de hacer el diagnéstio de MM. El patrén difuso
de infiltracién se asocia también con un riesgo
aumentado de progresién a MM, pero no es ade-
cuado todavia incluirlo como biomarcador para
la definicién de MM, ya que se necesitan datos y
estudios adicionales. Por el momento, Hillengass
y cols., reportaron la asociacién entre patrén difu-
so y riesgo mas alto de progresar a MM (hazard
ratio de 3,5), asi como el valor predictivo adicional
de la realizacién de RMN durante el seguimien-
to de los pacientes con MM smoldering, que per-
mitfa obtener informacién dindmica acerca de la
proliferacién de células plasmaticas en la médula
6sea. Por todo ello, en pacientes con MM smolde-
ring y RMN con una lesién focal, patrén difuso
o hallazgos dudosos se recomienda su repeticién
en 3-6 meses".

La revisién de los clasicos criterios CRAB (calcium,
renal insuficiency, anaemia or bone lesions) incluye funda-
mentalmente la revisién de la evaluacién de la afecta-
cién dsea, asi como de la insuficiencia renal.

Los criterios clasicos CRAB definian la afectacién dsea
como la presencia de lesiones osteoliticas u osteopo-
rosis con fracturas por compresién que se relacionaran
con la infiltracién de células plasmaticas. La técnica de
eleccién para observar estos hallazgos era la radiologia
convencional. En el afio 2013, el grupo internacional
de MM admitié la realizacién de RMN y TC para cla-
rificar lesiones, pero sin confirmar que estas técnicas

1331



pudieran ser usadas para evaluar la enfermedad ésea en
los pacientes con MM, En el afio 20183 se publicé una
revisién que comparaba las distintas técnicas para eva-
luar la enfermedad 6sea en MM, incluyendo la RMN,
PET-TC, TC de cuerpo entero y baja dosis, asi como la
radiologia convencional. Las nuevas técnicas de imagen
demostraron ser mds sensibles que la radiologia con-
vencional y son capaces de detectar las lesiones éseas
presentes en hasta el 80 % de los pacientes. La TC y
la RMN demostraron tener una sensibilidad similar y
cualquiera de las dos puede usarse, dependiendo de la
disponibilidad*®.

Por ello, los nuevos criterios de diagnéstico de MM
incluyen que la enfermedad ésea se define por la presen-
cia de una o mas lesiones osteoliticas (de mas de 5 mm)
observadas en la TC (incluyendo la TC de baja dosis) o
PET-TC, independientemente de que sean observadas
o no en la serie 6sea mediante la radiologia convencio-
nal. Es importante destacar que en la PET-TC la capta-
cién en la PET no es suficiente para considerarlo como
lesién osteolitica, sino que tiene que ir acompafiada de
lesién 6sea subyacente detectada en la parte de la TC
correspondiente. Hay que tener precaucién para evitar
sobreinterpretaciones de los hallazgos observados tanto
en la TC como en la PET-TC y, en caso de dudas, es
preferible esperar y repetir la exploracién en 3-6 meses
para evitar sobrediagnosticar y sobretratar a pacientes
que pudieran no necesitarlo. Aunque la exploracién
no se repita hasta pasados 3-6 meses, al paciente se le
puede hacer un seguimiento mads estrecho del resto de
sintomatologia cada 1-2 meses. Ademas, los pacientes
con componente monoclonal pueden tener otras enfer-
medades malignas concomitantes que se asocien con
metdstasis dseas y, por tanto, en caso de duda se puede
considerar la opcién de la biopsia de la lesion.

Otro aspecto importante es que la osteoporosis o las
fracturas vertebrales por compresién de manera aislada
sin lesiones osteoliticas no se consideran ya criterios
que definan enfermedad 6sea en MM. El motivo fun-
damental es que se han incorporado técnicas nuevas
mucho maés sensibles como las antes mencionadas y se
evita asi el sobrediagnéstico de MM en pacientes mayo-
res con GMSI y osteoporosis. No obstante, la presencia
de osteoporosis marcada en pacientes jévenes con com-
ponente monoclonal requiere técnicas adicionales como
TC o PET-TC para clarificar®.

Los criterios del afio 2003 establecian la insuficien-
cia renal como la presencia de una concentracién de
creatinina en suero superior a 173 umol/L (2 mg/dL)
en relacién con el MM. Sin embargo, el uso de una
concentracién fija de creatinina en suero hace que se
necesiten establecer diferentes valores en funcién de

edad, sexo o raza, y fue el motivo por el que, junto con
la presencia de este valor fijo de creatinina en suero,
se afadiera el aclaramiento de creatinina inferior a 40
mL x minuto como valor para definir la presencia de
insuficiencia renal. Se recomienda utilizar las férmulas
MDRD (modification of diet in renal disease) o CKD-EPI
(chronic kidney disease epidemiology collaboration) para el
calculo del aclaramiento de creatinina, y siempre pre-
feriblemente a la creatinina en suero. La insuficiencia
renal como manifestacion de MM se refiere a la nefro-
patia producida por las cadenas ligeras, y otras formas
de dafio renal deben diferenciarse de la insuficiencia
renal asociada al MM, pues habitualmente son parte
de otras enfermedades con diferentes criterios diagnds-
ticos, prondsticos y, lo mas importante, con diferentes
opciones de tratamiento. Aunque la biopsia renal no es
obligada para el diagnéstico de dafio renal por MM, en
caso de duda es recomendable realizarla, sobre todo
si existe insuficiencia renal posiblemente atribuida al
MM, pero los niveles de FLC involucrada en suero no
son superiores a 500 mg/L. Este criterio es congruente
con la recomendacién del grupo de investigacién de la
gammapatia monoclonal de significado renal®.

Una vez hecho el diagnéstico de MM, de acuerdo con
los criterios anteriormente presentados, es importante
conocer el valor anadido de las técnicas anteriormen-
te mencionadas, asi como otras adicionales necesarias
para evaluar el pronéstico de cada paciente y monitori-
zar posteriormente la eficacia del tratamiento. Para ello,
la monitorizacién se centrard en cuatro aspectos: eva-
luacién de la enfermedad en el compartimento medular,
componente monoclonal, estudios de imagen y moni-
torizacién de la enfermedad minima residual (EMR).

Morfologia

El porcentaje de infiltracién por células plasmaticas en
la médula 6sea se realiza habitualmente por morfolo-
gla y es clave para llevar acabo un diagndstico correc-
to. Puede hacerse aspirado y/o biopsia y, en caso de
discrepancia, se considerara el porcentaje mas alto. La
morfologia es vélida en la monitorizacién en tanto en
cuanto los pacientes que alcanzan respuesta completa
(RC) deben tener una infiltracién <5 % para confirmar
esta respuesta”.

Inmunofenotipo

La citometria de flujo (CMF) nos va a permitir identi-
ficar la presencia o ausencia de antigenos especificos
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en la superficie o citoplasma de las células plasmaticas
presentes no solo en la médula dsea, sino también en
la sangre periférica o en cualquier fluido donde se sos-
peche quepuede haber infiltracién. Permite distinguir
células plasmaticas normales y aberrantes, lo cual lo
diferencia de la morfologia y, como veremos poste-
riormente, tiene valor para la deteccién de enfermedad
residual minima. El porcentaje de células plasmaticas
aberrantes en la médula dsea sirve, ademas, para esta-
blecer el riesgo de progresién a MM en los diferentes
grupos de pacientes con GMSI y MM smoldering®.

Citogenética

La identificacién de alteraciones citogenéticas, mediante
el cariotipo convencional o hibridacién in situ fluores-
cente, se ha convertido en unos de los factores pro-
nésticos mas importantes en el MM. Idealmente, todos
los pacientes con MM deberian tener al diagndstico
la informacién de las alteraciones cromosémicas con
valor pronéstico, realizadas mediante hibridacién in situ
fluorescente en células plasmaticas seleccionadas. Las
alteraciones citogenéticas primarias en MM se pueden
clasificar en dos principales subgrupos, translocaciones
afectando al gen que codifica para la cadena pesada de
las inmunoglobulinas e hiperdiploidias incluyendo fun-
damentalmente la presencia de trisomias. Los pacientes
pueden presentar una o mas de estas alteraciones vy,
generalmente, a lo largo de la evolucién de la enfer-
medad se produce una acumulacién de alteraciones
citogenéticas secundarias, como las ganancias en 121,
delecién de p53 o translocaciones secundarias. En el
momento actual se considera que la presencia de t(4;14),
t(14;16) y delecién de p53 se asocia con un prondstico
adverso's. Sin embargo, el uso de nuevas técnicas mole-
culares capaces de analizar el genoma entero, como la
hibridacién genémica comparada, arrays basados en
analisis de polimorfismos de nucleétidos tnicos (SNP),
perfil de expresién génica (GEP) y técnicas mas moder-
nas de siguiente generacién (NGS), estan anadien-
do informacién a las técnicas clasicas, aunque por el
momento su uso queda restringido a la investigacién.
Merece la pena destacar que la sensibilidad de la FISH
es muy baja y, por lo tanto, no estd recomendada para
evaluacion de la EMR.

La medicién del componente monoclonal en sue-
ro y orina es obligado para todos los pacientes en el
momento del diagnéstico, asi como durante el segui-
miento para evaluar la respuesta de la enfermedad al
tratamiento. La electroforesis en gel de agarosa es la
técnica de eleccién para la identificacién del compo-
nente monoclonal, mientras que la nefelometria es til

para la medicién de los niveles de inmunoglobulinas en
suero. La inmunofijacién sirve para identificar el isotipo
de cadena pesada y ligera del componente monoclonal
observado en la electroforesis. Si se observa marcada
hipogammaglobulinemia y no hay componente mono-
clonal hay que descartar la presencia de proteinuria de
Bence Jones o un componente monoclonal tipo IgD.
El valor del componente monoclonal también es Gtil
para realizar el diagnéstico diferencial con la GMSI y
con el MM smoldering. La deteccién de FLC en suero
se realiza también en el momento del diagndstico y
es especialmente relevante en los MM smoldering para
ver si cualifican con los criterios actuales como MM.
Igualmente, también para pacientes con amiloidosis o
MM oligosecretores o no secretores, en los cuales las
FLC en suero son ttiles para la monitorizacién de la res-
puesta. No obstante, en el MM no debe reemplazar la
orina de 24 horas en el momento del diagndstico”. Mas
aun, en la actualizacién de los nuevos criterios el valor
del componente monoclonal ha desaparecido debido a
que hay MM no secretores en los que el componente
monoclonal no se detecta por electroforesis ni por FLC
en suero y, sin embargo, cumplen los criterios para ser
diagnosticados de MM.

Existe una nueva técnica llamada heavylite que per-
mite discriminar entre los distintos tipos de Ig con su
cadena pesada y ligera (IgGK, IgAK...). Esta técnica
podria ser superior a las FCL en suero y estd siendo
investigada en ensayos clinicos.

Alo largo de la evolucién de la enfermedad, la varia-
cién en el componente monoclonal es uno de los cri-
terios mas importantes para evaluar la respuesta de la
enfermedad y deberia realizarse, idealmente, antes de
iniciar cada ciclo nuevo de tratamiento. El componente
monoclonal en la orina debe ser también monitorizado,
incluso en los pacientes sin proteinuria de Bence jones
al diagndstico, puesto que se ha observado que la pre-
sencia de escape de cadenas ligeras en orina puede ser el
primer signo de recaida o progresién de la enfermedad.
La categoria de remisién completa (RC) requiere, por
ejemplo, la desaparicién del componente monoclonal
en suero y orina por electroforesis e inmunofijacién con
menos de 5 % de células plasmaticas por morfologia, y
la de remisién completa estricta (sSRC) requiere, ademas
de los criterios de RC, la normalizacién de la ratio de
cadenas ligeras libres en suero junto con la ausencia de
células plasmaticas clonales en médula 6sea por inmu-
nohistoquimica o inmunofluorescencia o citometria de
flujo de dos colores.

La enfermedad &sea es la manifestacién clinica mas
comun en el MM y hasta el 90 % de los pacientes
desarrollaran lesiones osteoliticas a lo largo del curso
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de su enfermedad. Se ha expuesto en el apartado de
diagnéstico del MM las nuevas técnicas aceptadas para
la evaluacién de la enfermedad ésea en MM, porlo que
no se repetirdn en este momento.

Se sabe que la calidad de la respuesta alcanzada tras el
tratamiento en pacientes con MM, tanto jovenes como
mayores de nuevo diagnéstico, o incluso en la recai-
da, es uno de los factores prondsticos mas importantes
tanto en la supervivencia libre de progresién como en
la supervivencia global. Aunque hay argumentos que
pueden cuestionar este principio (algunos pacientes no
alcanzan RC y son largos supervivientes; hay pacientes
que alcanzan RC 'y, sin embargo, recaen muy pronto; y
también pacientes que sin alcanzar RC tienen supervi-
vencias libres de progresién prolongadas), todo podrian
tener un denominador comun y es la sensibilidad limi-
tada de técnicas seroldgicas y morfolégicas o inmuno-
histoquimicas para evaluar la EMR, tanto dentro como
fuera de la médula ésea’®.

La normalizacién de las FLC en suero para la defi-
nicién de RC estricta tiene un papel controvertido en
cuanto a su valor prondstico en comparacién con la
RC convencional, y su sensibilidad podria ser similar a
la inmunofijacién. La inmunohistoquimica o la inmu-
nofluorescencia tienen, igualmente, un nivel de sensi-
bilidad no suficientemente alto como para discriminar
células plasmaticas patoldgicas en un paciente que ha
recuperado su compartimento de células plasmaticas
policlonales. La CMF multiparamétrica, especialmente
en el momento actual en que se utilizan hasta ocho colo-
res, es mas sensible que las técnicas anteriores, llegando
hasta 10°. El Grupo Espafiol de MM ha demostrado que
la RC por citometria de flujo, tanto de cuatro como de
ocho colores, es un factor prondstico muy importante
asociado a supervivencias libres de progresién y globa-
les significativamente mas largas que cuando la EMR
es positiva’®. Una ventaja de la CMF es que no requiere
muestra original del diagnéstico y serfa recomendable
realizarla Unicamente cuando el paciente estd en RC
convencional. Antiguamente tenia el inconveniente de
la sensibilidad mas limitada en comparacién con la bio-
logia molecular, aunque ahora, con la CMF de nueva
generacion, la sensibilidad alcanzada con ambas técni-
cas es similar. El tnico inconveniente real actual seria
la falta de estandarizacién de la técnica, aunque se esta
trabajando en ello a través del consorcio EuroFlow, asi
como el proyecto Black-Swan, para convertir la CMF
en una técnica automatizada.

Las técnicas de biologia molecular también pueden
utilizarse para evaluar la EMR. En el pasado se utilizé
la PCR con oligonucleétidos aleloespecificos que, aun-

que tenia alta sensibilidad, la aplicabilidad era reducida
y se requeria de muestra al momento del diagnéstico
para poder hacer el seguimiento posterior?®. Ademas,
la técnica es laboriosa y de larga duracién. El siguiente
paso ha sido el desarrollo de la secuenciacién masiva,
aplicable en mas del 80 % de los pacientes, con sen-
sibilidad similar a la CMF y con un valor prondstico
importante en el MM?L.

Aunque la ausencia de EMR, por CMF o biologia
molecular, se relaciona con supervivencias mas largas,
no es sinénimo de “curacién” ni de “erradicacion com-
pleta tumoral”. Un ejemplo claro es la presencia de un
patrén parcheado de infiltracién en la médula ésea que
puede resultar en un falso negativo o, por ejemplo, la
presencia de enfermedad fuera de la médula 6sea. Este
es el motivo por el que las técnicas de imagen antes
descritas como vaélidas para el diagnéstico de MM
empiezan a ser utilizadas en la monitorizacién de la
enfermedad y la respuesta se evalda no solo en el 4mbi-
to medular, sino también fuera de la médula ésea. La
RMN se ha utilizado en este sentido, pero hay que tener
en cuenta que las lesiones hiperintensas pueden per-
manecer varios meses activas después de alcanzar al
RC hematolégica debido a inflamacién y/o necrosis. La
PET-TC ha mostrado valor pronéstico a los siete dias de
haber iniciado el tratamiento, aunque el mayor valor lo
tiene cuando se negativiza a los 3 meses del trasplante
autdlogo, como ha demostrado el grupo italiano.

En resumen, la EMR representa la valoracién conjun-
ta en distintos dambitos de la respuesta de los pacientes
al tratamiento. El interés de la EMR es creciente y, en el
futuro, esperamos que el tratamiento se pueda estrati-
ficar de acuerdo conla EMR, particularmente en cuanto
a consolidacién y/o mantenimiento se refiere.

Conclusiones y futuro en el diagnostico
y monitorizacion del MM

La definicién de MM estd cambiando con la aparicién
de nuevos biomarcadores que complementan los crite-
rios clasicos CRAB y eliminan la necesidad de presentar
sintomatologia relacionada con el MM para ser definido
como tal y requerir tratamiento. No obstante, es posible
que nuevos parametros que predigan un elevado ries-
go de progresién precoz en MM smoldering puedan ser
incorporados en el futuro a la definicién de MM. En este
sentido, los mas prometedores podrian ser: evaluacién
del compartimento de células plasmaticas en la médula
bsea por citometria de flujo, células plasmaticas circu-
lantes en sangre periférica, alteraciones citogenéticas en
células plasmaticas, marcadores genémicos, o evolucién
del componente monoclonal a lo largo de la evolucién
de la enfermedad.

Con respecto a la monitorizacién, ademas de algu-
nos cambios en las pruebas necesarias para el segui-
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miento, los mayores avances se estan realizando en el
campo de la deteccién de la enfermedad minima resi-
dual, ya que cada vez se estan incorporando técnicas
con mayor aplicabilidad y, sobre todo, sensibilidad.
En el futuro la unién de técnicas medulares (citometria
de flujo y/o biologia molecular), junto con técnicas de
imagen, podrian convertirse en estandar para el segui-
miento de los pacientes y quizd podamos plantearnos
la toma de decisiones terapéuticas en funcién de sus
resultados.
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Tratamiento del linfoma de células del manto

MiGUEL ANGEL CANALES ALBENDEA

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario La Paz. Madrid

Introduccion

El linfoma de células del manto (LCM) se caracteriza
por la translocacién 11;14 que conlleva la expresién de
CCND1. Esta alteracién se traduce en dos procesos cli-
nicos diferentes, uno de presentacién clinica agresiva,
asociado a la expresién de SOX11 y otro de curso indo-
lente, con ausencia de expresién de SOX11, caracteriza-
do por linfocitosis periférica y afectacién esplénical. Ello
explica que la actitud terapéutica en pacientes con LCM
varie desde la abstencién terapéutica hasta el trasplante
alogénico, sin que podamos definir en la actualidad un
tratamiento estandar en el LCM.

Factores pronéstico en linfoma de células
del manto

Los resultados en LCM se pueden predecir por el Indice
Pronostico Internacional para LCM o MIPI, basado en
la edad, situacién funcional segiin ECOG, niveles de
LDH vy recuento de leucocitos. EIl MIPI estratifica a los
pacientes en 3 grupos de riesgo, con medianas de super-
vivencia de 29 meses en pacientes de alto riesgo, 51
meses en aquellos de riesgo intermedio y no alcanzada
en pacientes de bajo riesgo®®.

EI Ki-67 ha sido usado como marcador de prolifera-
cién, con el punto de corte en el 30 %, con valor pro-
nostico independiente del MIPI“. Sin embargo, la inter-
pretacién de Ki-67 mediante inmunohistoquimica esta
sujeta a una enorme variabilidad y en la mayoria de los
casos al diagnédstico su valor es inferior al 30 %. Aque-
llos casos con elevado Ki-67 al diagnéstico tienen aso-
ciada la mutacién DEL17P/P53, rasgos caracteristicos de
la variante blastoide y més frecuentemente detectados
en recaidas sucesivas (evolucién clonal). Sin embargo,
seran la edad y la situacién funcional los dos principales
factores que determinaran la eleccién terapéutica en los
pacientes con LCM.

Estrategias actuales en el tratamiento
del linfoma de células del manto

En pacientes jévenes candidatos a trasplante, hay un cla-
ro consenso, derivado de los resultados de ensayos clini-
cos y de la practica clinica habitual, que estrategias mas
intensivas se traducen en mejores resultados, con notable
incremento de la supervivencia libre de progresién (SLP)
en comparacién con el esquema R-CHOP. En el estudio
del NCCN, la SLP a los tres afios con R-CHOP fue del 18
% frente al 55-58 % alcanzada con estrategias mds inten-
sivas, aunque sin beneficio en supervivencia global (SGY°.
La combinacién HyperCVAD/MA con rituximab ha con-
seguido tasas de respuestas completas del 87 % con SG
alos ocho afios del 56 %7, si bien los resultados del MD
Anderson no se han reproducido en otras series, condicio-
nados por una toxicidad importante, que condiciona que
hasta el 63 % de los pacientes no sean capaces de comple-
tar el esquema de tratamiento previsto®’. El beneficio de
esquemas de inmunoquimioterapia, con la inclusién de
altas dosis de citarabina, seguidos de trasplante autélogo
ha sido demostrado en diversos estudios. La combinacién
de tres ciclos R-CHOP con tres ciclos DHAP en una serie
de pacientes menores de 65 afios, seguido de trasplante
autdlogo ha conseguido medianas de supervivencia libre
de evento (SLE) y SLP de 84 meses, con SG a los cinco
anos del 75 %, Asimismo, destacan los resultados del
grupo Noérdico, con SLE y SG a los 10 aflos del 43 % y
58 %, respectivamente, similares a los obtenidos por el
grupo del MD Anderson, pero con menor toxicidad!!'2.
El beneficio de los regimenes con altas dosis de citarabina
ha sido también confirmado en el estudio aleatorizado de
la red europea (European MCL Network).

Sin embargo las recaidas tardias son habituales, lo
que apoya el desarrollo de estrategias de consolidacién
y/0 mantenimiento. En este sentido, datos recientes
apoyan el mantenimiento con rituximab postrasplante,
con aumento de SLP*.
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En el paciente no candidato a trasplante, R-CHOP ha
sido el estandar de tratamiento, con tasas de respuestas
globales del 80 %. Sin embargo la proporcién de res-
puestas completas es baja (30-40 %) y la mayoria de los
pacientes recaen, con SLP a los dos anos del 18-25 %
(Tabla 1). En este grupo de pacientes hay dos estrate-
gias que han mejorado los resultados. La administra-
cién de tratamiento de mantenimiento con rituximab,
tras el tratamiento inicial con R-CHOP, se traduce en
mayor duracién de la respuesta y SG**. Por otro lado,
el esquema inicial con bendamustina, mejora de forma
significativa la SLP (35,4 meses vs. 22,1 meses) compara-
do a R-CHOP?; datos que se han visto posteriormente
confirmados en el ensayo BRIGHT™.

Papel de los nuevos farmacos

En la actualidad, hay cuatro farmacos con datos conso-
lidados en el tratamiento de rescate de]l LCM: temsiro-
limus, bortezomib, lenalidomida e ibrutinib. En mono-
terapia, los resultados mdas modestos parecen asociarse
a temsirolimus con tasas de respuesta del 22 % (2 %
RC) y mediana de SLP de 4,8 meses'. Los resultados
con bortezomib y lenalidomida son similares, si bien,
existen diferencias en las caracteristicas de los pacien-
tes incluidos en cada estudio'®*. La proporcién de res-
puestas y el impacto sobre SLP y SG se resumen en
la Tabla 2. Los resultados mas prometedores son los
conseguidos con ibrutinib?’, un inhibidor de la tirosina
cinasa de Bruton. En la actualizacién de la serie, presen-

tada en la Gltima reunién de la Sociedad Americana de
Hematologia (ASH), la SLP a los dos afios es del 31 %
(mediana 13 meses) y la SG a los dos afios del 47 %
(mediana 22 meses)?.

Los resultados mejoran cuando estos farmacos se
incorporan al tratamiento inicial de los pacientes con
LCM. Asi, el estudio pivotal LYM-3002, que compa-
ra VcR-CAP (sustituyendo vincristina por bortezomib
en el esquema CHOP) con R-CHOP, consigue mayor
proporcién de respuestas completas y aumento de SLP
(24,7 meses vs. 14,4 meses)??. Del mismo modo, se han
presentado en forma de abstract los resultados de la
combinacién rituximab y lenalidomida, en una pobla-
cién de pacientes de bajo riesgo, con mediana de edad
de 65 afos, consiguiendo tasas de respuesta del 84 %,
con SLP a los 2 anos del 84 % (independientemente del
MIPI) y SG del 92 % .

Conclusiones

El LCM es un linfoma agresivo, de mal prondstico,
para el cual no existe en la actualidad un tratamien-
to estandar. Si bien es cierto que la supervivencia de
estos pacientes ha mejorado en los ultimos aflos con
la introduccién de rituximab, la citarabina y la inten-
sificacién con trasplante autélogo, es necesario mejo-
rar los resultados tanto en pacientes jovenes como
en ancianos. En este sentido, serd fundamental la
introduccién de los nuevos farmacos en el algoritmo
terapéutico del LCM.

Tabla 1. Resultados con R-CHOP y R-Bendamustina en el paciente anciano y/o no candidato a trasplante

Autor, aio Esquema Respuestas/RC (%) Resultados de eficacia Supervivencia global
Lenz et al., 2005 R-CHOP vs. CHOP 94/34 SLP21m 77 % (2 afios)
75/7 SLP 14 m 77 % (2 anos)
Rummel et al., 2013 R-CHOP vs. R-Benda 91/30 SLP31m No diferencia
93/40 SLP 69 m
Flinn et al., 2014 R-CHOP/R-CVP vs. R-Benda | 84/24 - -
94/51

Tabla 2. Eficacia de los nuevos fairmacos en el LCM en recaida o refractario

Respuestas/RC (%) Duracion respuesta, meses SLP, meses SG, meses
Bortezomib (PINNACLE) 32/8 9,2 6,5 23,5
Temsirolimus (175/75 mg) | 22/2 7,1 4.8 12,8
Lenalidomide
MCL-001 28/8 16,6 4 19
MCL-002 40/5 16,1 8,7 27,9
Ibrutinib 68/21 17,5 13 22
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Profilaxis y tratamiento de la enfermedad tromboembdlica venosa

en pacientes con cancer

RAMON LECUMBERRI, ANA ALFONSO, Rocio FIGUEROA
Servicio de Hematologia. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona

Introduccion

En los dltimos afios estamos asistiendo a un crecien-
te interés en el estudio de la asociacién entre cancer y
trombosis. Aunque clasicamente se ha denominado esta
asociacién como sindrome de Trousseau, en realidad la
primera descripcién de la asociacidén parece correspon-
der a Jean Baptiste Bouillaud, en 1823. Resulta en cierto
modo curioso que Armand Trousseau realizé su famosa
descripcién en 1865 y dos afios mds tarde él mismo se
la autodiagnosticé y fallecié al poco tiempo.

Aproximadamente el 20 % de los episodios de trom-
boembolismo venoso (TEV) estdn asociados a un can-
cer. En la actualidad, las complicaciones trombdticas, en
general, constituyen la segunda causa de mortalidad en
el paciente oncoldgico. Aunque existen diferencias en
funcién del tipo de tumor, globalmente se ha estimado
que los pacientes con cancer presentan una incidencia
de tromboembolismo venoso (TEV) de 10-13 casos por
cada 1.000 personas y afo, lo que supone 6-10 veces
mads que la poblacién general. Se ha observado una
tendencia al aumento de esta incidencia en los dltimos
afios, posiblemente relacionada con una mayor supervi-
vencia de los pacientes, con la consiguiente administra-
cién de mds tratamientos quimioterdpicos a pacientes
de mayor edad, asi como con una mayor sensibilidad
de las técnicas diagndsticas’.

Los pacientes con cancer activo que desarrollan un
TEV, tanto trombosis venosa profunda (TVP) como
embolia pumonar (EP), presentan mayor riesgo de recu-
rrencia trombdtica, de hemorragias mayores y de mor-
talidad asociada al proceso trombético que los pacien-
tes con TEV no asociado a cdncer’. Ademas, el hecho
de sufrir un TEV empeora el prondstico de la propia
enfermedad neoplasica®; por tanto, es necesario mejorar
las estrategias dirigidas a la prevencién del TEV en los
pacientes con cancer asi como avanzar en el manejo del
TEV en esta poblacién de alto riesgo.

Las recomendaciones incorporadas en distintas guias
de préctica clinica recientemente publicadas puede
resultar de gran ayuda para la toma de decisiones por

parte del clinico, pero en muchos aspectos la evidencia
isponible es muy escasa®®.
d bl y 6

Profilaxis del TEV en pacientes con cancer

Cabe diferenciar al menos cuatro escenarios distintos
para la profilaxis del TEV en el paciente con cancer:
la cirugia oncoldgica, la hospitalizacién por proceso
médico agudo, el paciente ambulatorio en tratamiento
quimioterdpico y la prevencién de la trombosis venosa
asociada a catéter venoso central (TV-CVC).

Los pacientes con cancer sometidos a una interven-
cién quirdrgica tiene un riesgo de sufrir un episodio de
TEV 2-3 veces superior al de los pacientes sin cancer.
Ademas, el riesgo persiste durante varias semanas tras
la cirugia’. Por dicho motivo, todas las guias clinicas
recomiendan la utilizacién de profilaxis antitrombéti-
ca farmacolégica con heparina de bajo peso molecular
(HBPM), empleando dosis “profilacticas de alto riesgo”
salvo que exista contraindicacién, en cuyo caso se debe-
14 optar por medidas fisicas (medias eldsticas, dispositi-
vos de compresién neumadtica intermitente, etc.).

Por otra parte, en los estudios ENOXACAN-II,
FAME y CANBESURE, la prolongacién de la profilaxis
hasta cuatro semanas en pacientes sometidos a ciru-
gia oncoldgica abdominal o pélvica se asocié con una
reduccién en la incidencia de complicaciones trom-
boembdlicas. De manera uniforme, las guias clinicas
actualmente vigentes incluyen dicha recomendacion®®.
Aunque en cirugia laparoscépica apenas existen estu-
dios, las recomendaciones son similares*®.

Nuevamente existe unanimidad en las distintas guias,
que recomiendan la administracién de profilaxis con
HBPM a todo paciente con cancer hospitalizado por
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patologia médica aguda o con movilidad reducida, en
ausencia de contraindicacién. Quedarian excluidos los
pacientes que ingresan exclusivamente para recibir el
tratamiento quimioterdpico®®.

Sin embargo, esta recomendacién se basa en la
extrapolacién de los resultados obtenidos en los estu-
dios MEDENOX, PREVENT y ARTEMIS en pacien-
tes con patologia médica en general. El porcentaje de
pacientes con cancer activo incluidos en estos estudios
fue escaso (5-15 %). En un reciente metaanélisis enfo-
cado al grupo de pacientes con cancer de los estudios
mencionados anteriormente no se observé beneficio
de la tromboprofilaxis farmacolégica en términos de
reduccién de eventos tromboembdlicos (RR 0,91; IC95
% 0,21-4,00), aunque habia diferencias notables entre
estudios’.

Varios trabajos han puesto de manifiesto una preo-
cupante infrautilizacién de la profilaxis antitrombética
en pacientes con cancer hospitalizados'*!!. La utiliza-
cién de sistemas de recuerdo, como las alertas electré-
nicas, podria ser de utilidad para mejorar dicha tasa de
adecuada tromboprofilaxis. Sin embargo, en nuestra
experiencia, la mejoria de la tasa de tromboprofilaxis
no se asoci6 con una clara reduccién de eventos duran-
te la hospitalizacién en los pacientes con cancer'!. Lla-
maba la atencién que una proporcién significativa de
episodios de TEV en el contexto de hospitalizacién por
cancer (hasta el 60 % en nuestra serie y también en
otras) se desarrollaban a pesar de la tromboprofilaxis
farmacolégica. Este hecho plantea la hipétesis de que
algunos pacientes de muy alto riesgo trombético y bajo
riesgo hemorragico podrian requerir dosis mas elevadas
de HBPM. Por ahora no disponemos de herramientas
para poder identificar de forma clara a estos pacientes.

Conla excepcién de los pacientes con mieloma multiple
en tratamiento con talidomida o lenalidomida, no se
recomienda la administracién rutinaria de trombopro-
filaxis farmacoldgica en este escenario®®. Los estudios
PROTECHT y SAVE-ONCO, en pacientes ambulato-
rios con diversos tipos de cancer, demostraron que la
administracién de tromboprofilaxis se asociaba con una
reduccién estadisticamente significativa de la incidencia
de TEV, pero la disminucién en términos absolutos era
escasa y tampoco habia diferencias en la superviven-
Cia12,13'

Los resultados son mas prometedores en pacientes
seleccionados con mayor riesgo de trombosis, de acuer-
do con la escala de Khorana (validada para este fin)".
Estdn en marcha estudios prospectivos al respecto. En
este sentido, recientes guias internacionales sugieren
considerar la prescripcién de profilaxis antitrombética

con HBPM en pacientes en tratamiento quimioterapico
ambulatorio por cancer de pancreas o pulmén avan-
zados, debido a la especial incidencia de TEV en estas
neoplasias®.

La incidencia actual de episodios sintomaticos de
TV-CVC no llega al 5 %. Los resultados de los dis-
tintos estudios realizados no permiten recomendar la
profilaxis rutinaria en este contexto. Se sugiere que los
catéteres de larga duracién se inserten preferiblemente
en el lado derecho, en la vena yugular, y que la punta
del catéter se sitGe en la zona de unién de la vena cava
superior con la auricula derecha®.

Tratamiento del TEV en pacientes con cancer

En general, el tratamiento consiste en anticoagulacién.
El uso de filtros en vena cava inferior (preferiblemente
retirables) debe limitarse a pacientes con contraindi-
cacién para el tratamiento anticoagulante. Las HBPM
constituyen el tratamiento de eleccién para el trata-
miento inicial y a largo plazo (6 meses)*®. Los resultados
del estudio CATCH han confirmado la superioridad de
las HBPM frente a los antagonistas de la vitamina K
(AVK), cuyo manejo en el paciente oncoldgico resul-
ta tremendamente complejo’®. Durante los 6 meses de
terapia anticoagulante, el uso de tinzaparina redujo un
40 % la incidencia de recurrencia trombética en com-
paracién con warfarina, sin aumentar la tasa de hemo-
rragias mayores.

La duracién del tratamiento anticoagulante es una
cuestién controvertida. En general, se recomienda
continuar con el tratamiento anticoagulante mientras
el cdncer permanezca activo*®, pero no existen datos
para recomendar de forma tajante el farmaco de elec-
cién pasados los primeros 6 meses. Las preferencias del
paciente pueden jugar un papel muy importante en la
toma de decisiones en este punto. En el recientemente
publicado estudio DALTECAN, se evalué la eficacia y
seguridad de dalteparina entre el 6.° y 12.° mes tras un
episodio de TEV asociado a cancer. La incidencia de
hemorragia mayor durante el tratamiento con daltepa-
rina disminuia a lo largo del tiempo'®.

Aunque los anticoagulantes orales de accién direc-
ta (ACOD) han obtenido resultados positivos en los
estudios realizados en el tratamiento del TEVY, por el
momento no se recomienda su utilizacién sistematica
en los pacientes con TEV asociada a cancer. Ademas
de que el porcentaje de pacientes con cancer activo en
dichos estudios era muy bajo (5,3 %), el brazo compara-
dor en todos ellos fue warfarina. En la actualidad estan
en marcha estudios que comparan la eficacia y seguri-
dad de algunos de estos ACODs frente a HBPM en el
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tratamiento de la trombosis asociada a cancer. Desde el
punto de vista clinico, podria resultar particularmente
interesante la utilizacién de estos farmacos como estra-
tegia de profilaxis secundaria tras los primeros 6 meses
de tratamiento con HBPM.

Pero el tratamiento del TEV en pacientes con cancer
puede complicarse mucho si se consideran algunas cir-
cunstancias relevantes, como por ejemplo la posibilidad
de trombocitopenia secundaria al tratamiento quimiote-
rapico, afectacién tumoral primaria o secundaria del sis-
tema nervioso central, insuficiencia renal, etc. Las guias
clinicas no dan recomendaciones firmes al respecto, mas
alld de la necesidad de la evaluacién individual de cada
caso particular.

Tampoco en el caso de enfrentarnos a una recurren-
cia trombética durante el tratamiento anticoagulante
existen recomendaciones claras. Las opciones incluyen
el cambio de farmaco anticoagulante (sobre todo de
AVK a HBPM), aumento de dosis e insercién de filtro en
la vena cava inferior. Un reciente registro de la ISTH ha
puesto de manifiesto la enorme variabilidad existente
en la forma de actuar en esta situacién'®.

Conclusiones

La trombosis asociada a cancer, por su magnitud en
términos de frecuencia y sus consecuencias (morbi-
mortalidad, influencia en calidad de vida, consumo
de recursos econémicos) es un problema que merece
mayor atencién. Es prioritario trabajar en la implanta-
cién de medidas dirigidas a mejorar la prevencién de
esta patologia. Dada la ausencia de evidencia de cali-
dad en muchos aspectos del manejo del TEV asociado
a cancer es fundamental apoyar la investigacién en este
campo, estimulando la creacién de grupos cooperativos.

Este trabajo ha sido parcialmente financiado por ayudas
del Instituto de Salud Carlos 11l para la evaluacion de tec-
nologia sanitarias (P105/900094) y del FIS (P109/0700 y
PI13/01029).
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Presente y futuro del tratamiento profilactico en hemofilia

MARiA TERESA ALVAREZ ROMAN
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Introduccion

Actualmente, la profilaxis es el tratamiento de eleccién
para los pacientes con hemotfilial?.

El concepto de profilaxis en hemofilia surge a partir
de estudios que ponian de manifiesto que los pacientes
con niveles de FVIII >1 % raramente desarrollaban una
artropatia grave®’. De este modo, mediante la admi-
nistracién del factor deficitario varios dias a la semana,
se incrementan los niveles plasmaticos de factor, con-
virtiendo una hemotfilia grave en moderada y disminu-
yendo asi la probabilidad de desarrollo de artropatia.
A finales de los afios 50, en Suecia y en Holanda se
comienza a utilizar la profilaxis en estos pacientes, aun-
que con regimenes menos intensivos que los empleados
actualmente®S.

Varios estudios prospectivos han demostrado que
la profilaxis reduce el nimero de hemartros y de otros
sangrados graves, favoreciendo asi la integracién de los
pacientes en el trabajo, deportes y actividades de ocio
y mejorando su calidad de vida”!!.

Definicion y objetivo

Se define profilaxis como la administracién continuada
del factor deficitario un minimo de 45 semanas al afio
con el objetivo de prevenir el sangrado. De acuerdo con
lo establecido por la Sociedad Internacional de Trombo-
sis y Hemostasia (ISTH), se pueden distinguir tres tipos
de profilaxis en hemofilia'*:

 Profilaxis primaria: aquella que comienza pre-
cozmente en la infancia, antes de los tres afios de
vida, en ausencia de enfermedad articular docu-
mentada (mediante exploracién fisica y/o técnicas
de imagen) y antes de la aparicién del segundo
hemartros.

 Profilaxis secundaria: aquella que comienza
después de dos o mads sangrados articulares pero
sin enfermedad articular documentada mediante
exploracién fisica y/o técnicas de imagen.

* Profilaxis terciaria: cuando se instaura una vez
que ya existe artropatia (puesta de manifiesto por
exploracién fisica o radiografia simple) a cualquier
edad del paciente.

En funcién de la edad del paciente y de su estado
articular previo, los objetivos de la profilaxis son dife-
rentes. Asi, en los pacientes en profilaxis primaria el
objetivo es evitar el inicio de la artropatia, debiendo
ser proximo a cero el nimero anual de hemartros. En
los pacientes en profilaxis secundaria, en los cuales el
riesgo de artropatia es mayor, el objetivo de la profilaxis
es minimizar el desarrollo de artropatia y la aparicién
de articulaciones diana, mediante la reduccién de la
frecuencia de sangrados. Finalmente, en la profilaxis
terciaria se trata de retrasar la progresién de la artro-
patia, reducir el dolor y la inflamacién y mantener la
movilidad.

Regimenes utilizados

Alo largo de los tltimos afos se han venido utilizando
diferentes protocolos para el tratamiento profilactico.
Todos ellos consideraban el peso del paciente como Gni-
cavariable a la hora de ajustar la profilaxis. En la Tabla 1
se describen los detalles de los protocolos de Malmé
(el mas utilizado), de Utrecht y de Canada. Un reciente
estudio que valora los resultados del grupo de Malmé
(altas dosis) y el de Utrecht (dosis intermedias) ha mos-
trado que ambos son eficaces, no habiéndose encon-
trado diferencias en la calidad de vida de los pacientes.
Sin embargo, el coste en el grupo que recibia altas dosis
era significativamente més elevado, motivo por el cual
concluyen que se deberia individualizar el tratamiento,
estando Gnicamente indicada la profilaxis a altas dosis
en un determinado grupo de pacientes (aquellos con
mayor actividad fisica o con presencia de articulaciones
diana)®.

Ademads de estos protocolos, cabe destacar el régi-
men de Bremen, cuyo objetivo principal es minimizar
el riesgo de desarrollo de inhibidor en los primeros dias
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Tabla 1. Regimenes de profilaxis mas frecuentemente utilizados

Régimen profilactico Dosis

25*-40 Ul/kg 3 veces a la semana,
comenzando a la edad de 1-2 afios,
independientemente del fenotipo
hemorragico

15-25* Ul/kg 2-3 veces a la semana
comenzando habitualmente después
del primer hemartros

Altas dosis (Malmg)

Dosis intermedias
(Dutch/Utrecht)

50 Ul/kg por semana, ajustando a
30 Ul/kg dos veces a la semana, 0 a
25 Ul/kg cada 48 h, dependiendo del
fenotipo hemorragico

Dosis escalonada
(Canadiense)

*25 Ul/kg tres veces por semana es la menor dosis usada en el protocolo
de Malmé y la dosis més alta del protocolo de Utrecht. Adaptada de:
Valentino et al. Haemophilia. 2014; 20: 607-1.

de exposicién al factor. Basdndose en las observaciones
de los estudios CANAL y RODIN, en los que la inci-
dencia de inhibidor era significativamente menor en el
grupo de profilaxis que en el tratado a demanda'*", el
grupo de Bremen propuso iniciar la profilaxis de forma
precoz a los 10 meses de vida, administrando una dosis
baja de factor (25 Ul/kg/semana) en ausencia de “sefiales
de peligro” como vacunaciones, infecciones, periodos
de tratamiento intensivo o sangrado que estimularan el
sistema inmune durante las primeras 20-50 exposicio-
nes. Cuando el paciente aumentara su actividad fisica,
y en funcién de su fenotipo hemorragico, se aumenta-
ria el nimero de dias de administracién de factor. Este
protocolo mostré una disminucién en la incidencia de
inhibidor en sus primeros 26 pacientes. Posteriormente,
los datos fueron actualizados en 2011 con un total de 40
pacientes, sin que variasen sus resultados!®. Sin embar-
go, un estudio prospectivo y multicéntrico disehado para
tratar de corroborar estos hallazgos (estudio EPIC, Early
Prophylaxis Immunologic Challenge) tuvo que ser suspen-
dido debido a la alta incidencia de inhibidor'®. Ello fue
posiblemente debido a las dificultades en la adherencia
para el cumplimiento del protocolo.

Profilaxis personalizada

En los dltimos afios, numerosos estudios han mostrado
un mayor beneficio clinico y de coste-eficacia utilizando
una profilaxis personalizada en la que se valora la far-
macocinética (PK) del factor infundido, asi como otras
caracteristicas del paciente, como su estilo de vida, su
fenotipo hemorragico, su estado articular y su adheren-
cia a la profilaxis (Figura 1)*2%.

La PK adquiere mas importancia en profilaxis des-
de que se demostré que la vida media (t,,) del factor
infundido tenia importantes variaciones inter e intrain-
dividuales®. Asimismo, conocer otros parametros de la

PK como los picos o puntos de concentracién méxima
(Cmax), los niveles valle y el 4rea bajo la curva, es atil
a la hora de planificar la profilaxis. La Cméx o pico es
importante para prevenir los sangrados relacionados
con los traumatismos o el ejercicio fisico intenso, los
niveles valle protegerian de los sangrados espontaneos
y el rea bajo la curva evitaria la aparicién de sangrados
subclinicos y maximizaria la ventana de proteccién.

Estilo de vida Adherencia
Cmax \ / Edad
v /
o [PENy PROFILAXIS
\ PERSONALIZADA BN 20T
articular
Nivel valle ¢
Fenotipo
hemorragico
T— FVIIl en TGT
Figura 1.

Durante mucho tiempo se eligié el 1 % como nivel
valle adecuado para todos los pacientes con hemofi-
lia en profilaxis, basdndose en los estudios que ponian
de manifiesto que aquellos con hemofilia moderada
desarrollaban menos artropatia y que el tiempo que un
paciente estaba por debajo del 1 % de factor era propor-
cional al ndmero de episodios hemorragicos®. Actual-
mente existe la tendencia a mantener niveles valle mas
altos, pues se ha observado que a partir de niveles plas-
maticos del 3 % el nimero de episodios hemorragicos
anuales (ABR, del inglés annual bleeding rate) desciende
bruscamente a menos de dos y es practicamente cero
cuando los niveles son de un 12 %?*. El nivel valle debe
ajustarse al fenotipo hemorrédgico del paciente, el cual
depende, por un lado, de factores ambientales (estilo de
vida, adherencia al tratamiento, etc.) y bioldgicos (edad,
enfermedad articular preexistente, etc.) y, por otro, de
los objetivos de la profilaxis para ese paciente en ese
momento®. Conociendo la PK podemos ajustar la dosis
del factor infundido y la frecuencia de administracién a
las caracteristicas de cada paciente.

Aunque la profilaxis ha cambiado la evolucién de la
enfermedad y es una estrategia recomendada por todos
los Comités Cientificos tanto en nifios como en adultos
con hemofilia, quedan por resolver varios problemas,
entre otros el alto coste del tratamiento o la baja tasa
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de adherencia al tratamiento, debida esta Gltima a la
necesidad de administrar el factor por via intravenosa
y al gran nimero de infusiones necesario por la corta
t,, de los concentrados actuales®?.

Futuro de la profilaxis

La utilizacién de los nuevos concentrados de t,,, més
larga (long-acting) ayudard a solventar algunos de estos
problemas. Mediante diferentes mecanismos, como la
pegilacién o la adicién de proteinas de fusién (albumi-
na o fraccién constante de las inmunoglobulinas), se ha
podido prolongar 1,5-1,7 veces la t,, en el caso del FVIII
y hasta 3-4 veces en el caso del FIX (Tabla 2). Por este
motivo, los concentrados long-acting del FIX han supuesto
un gran avance para los pacientes con hemofilia B, que
no ha sido tan manifiesto para aquellos con hemofilia A.

Recientemente se han publicado numerosos tra-
bajos acerca de la utilizacién de long-acting en pacien-
tes con profilaxis, especialmente centrados en los de
EVIII, que es donde hay mas dudas y controversias®?°.
Para su utilizacién se han propuesto varias estrategias
adaptadas a las necesidades del paciente. Asi, en aque-
llos pacientes con malos accesos venosos o con mala
adherencia podria ser ttil espaciar las administraciones,
asumiendo el riesgo que supone estar mds tiempo cer-
ca de los niveles valle. Por otro lado, en pacientes con
mucha actividad fisica o en aquellos que han estado
previamente en profilaxis primaria y cuyo objetivo sea
obtener un ABR de 0, se podria conservar el intervalo
de administracion, elevando asi los niveles valle. Esto
ultimo es muy dificil de implantar debido al alto coste
econémico que conlleva.

Consideraciones finales

En conclusién, las anteriores pautas de profilaxis basadas
Unicamente en el peso del paciente han sido abandonadas
y actualmente se han sustituido por estrategias de profi-
laxis personalizada. Dicha profilaxis, que se va definiendo
como el gold standard para el tratamiento de los pacien-
tes con hemofilia, debera ser adaptada a cada paciente,
en funcién de sus caracteristicas, de los objetivos fijados

Tabla 2. Farmacos de vida media larga y su repercusion en la profilaxis

Infusion cada Presente: 104
Long-acting | 10 dias/3 semanas | infusiones/afio
FIX (para mantener Futuro: 18-36
FIX>1 %) infusiones/afo
. Actuales concentrados:
. Infusion cada L -
Long-acting 3-4 dias (para 182 infusiones/afo
FVIll P Futuro: 104
mantener FVIII>1 %) | . . -
infusiones/afo

para cada uno de ellos y de la PK del factor administrado.
No obstante, ain quedan muchas cuestiones por respon-
der, como por ejemplo si es factible realizar estudios de
farmacocinética para ajustar la profilaxis en la practica
clinica habitual, si las estimaciones bayesianas a partir de
modelos poblacionales facilitaran la realizacién de dichos
estudios o en qué medida los concentrados de larga dura-
cién modificaran el abordaje de la profilaxis.
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Resumen

La enfermedad de von Willebrand (EVW) es el trastorno
hemorrédgico hereditario mas frecuente y estd causa-
da por defectos cualitativos y cuantitativos del factor
von Willebrand (FVW). Su diagndstico puede ser dificil,
dada la heterogeneidad de la enfermedad y la necesidad
de un panel amplio de pruebas necesarias para concretar
su fenotipo. Frecuentemente esta dificultad puede ser
solventada mediante analisis genético del FEVW.
Mientras que un diagnéstico certero es facil ante una
reduccién grave del FVW, el diagnéstico de formas leves
debe hacerse sopesando el posible riesgo de un tratamien-
to excesivo. Con el objeto de profundizar sobre el papel
del estudio molecular en el diagnéstico de la EVW, un
estudio multicéntrico espafiol reciente analiz6 556 pacien-
tes de forma centralizada, confirméndose la EVW en 480.

Se realiz6 un estudio mediante secuenciacién de nueva
generacion (NGS) del FVW en todos los pacientes reclu-
tados. Se contrastaron el fenotipo y genotipo, establecién-
dose un diagnéstico final en cada paciente. Se observaron
238 mutaciones diferentes del FVW, 154 de ellas noveles.
Se encontré mutacién/es en 463 pacientes, con una buena
relacién fenotipo/genotipo en el 96,5 % de ellos. Presen-
taban 2 o mds mutaciones 174 pacientes. Diversas razo-
nes dificultaron el diagndstico de 70 pacientes al finalizar
el estudio fenotipico central y el estudio NGS facilité la
clasificacién adecuada en 63. Los 7 pacientes restantes
presentan una mutacién novel pendiente de clarificacién
posterior. En 7 pacientes se sospeché o confirmé la exis-
tencia de un sindrome de von Willebrand adquirido. Estos
datos parecen apoyar un nuevo paradigma que incluye la
NGS como método mds rapido y eficiente en la primera
linea del diagndstico de la EVW.
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Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (EVW) es el trastor-
no hereditario hemorragico mds frecuente y un modelo
de complejidad molecular!. Se clasifica en tres grandes
grupos (Tabla 1): tipo 1 con reduccién del factor de von
Willebrand (FVW) plasmatico, estructuralmente normal;
tipo 2, con variantes cualitativamente anormales de FVW;
y tipo 3, con ausencia practicamente completa del FVW?2.
La mayoria de las mutaciones de tipo 2 son sustituciones
puntuales que influyen en la estructura multimérica del
FVW y en sus interacciones con la glicoproteina plaqueta-
ria colageno Ib (GPIba), y el factor VIII (FVIII). Diferentes
tipos de mutaciones producen ya sea un fenotipo nulo o
secrecién anormal de FVW en la EVW tipo 8. Por el con-
trario, se conocen todavia escasamente los mecanismos
patogénicos responsables de la EVW tipo 1.

Diagnoéstico de la enfermedad
de von Willebrand

Se requiere evidencia de una historia hemorrdgica del
paciente, por lo general también presente en otros
miembros de la familia. Pueden emplearse cuestiona-
rios objetivos de evaluacién cuantitativa estandarizada
de la misma®*.

El diagnéstico de la EVW requiere un panel de pruebas
y es dificil en una proporcién significativa de pacientes

Tabla 1. Clasificacion revisada de la EVW

Tipo Descripcion Frecuencia
1 Deficiencia cuantitativa parcial del FVW (65-80%)
3 Deficiencia virtualmente completa del FVW. (1

x millén de habitantes)
2 Deficiencia cualitativa del FYW (20-35 %)
oA | de la adhesién plaquetar del FVYW y

deficiencia selectiva de los MAPM*
2B 1 de la afinidad del FVW por la glicoproteina

Ib plaquetar
oM | de la adhesién plaquetar del FVW sin

deficiencia selectiva de los MAPM
2N | | de la afinidad del FYW por el FVIIl (Normandia)

Tomado de: Sadler y cols.2 MAPM: multimeros de alto peso molecular del
FVW.

debido a muchos inconvenientes de las pruebas dis-
ponibles3S. Anomalias del FVW pueden acontecer en
trastornos que imitan la EVW y que constituyen el sin-
drome de von Willebrand adquirido (SVWA)’.

Existen diversas pruebas que se deben utilizar de
manera eficiente®®. Es aconsejable considerar tres nive-
les de estas pruebas en el proceso diagndstico: detec-
cién o cribado, confirmacién y definicién del subtipo
(Tabla 2).

Presentan diversas limitaciones e inconvenientes
(Tabla 3)%.

La medicién de FVW antigeno (FVW:Ag) y la activi-
dad del cofactor de la ristocetina (FVW:RCo) son com-
ponentes clave en el diagnéstico de la EVW, aunque la
introduccién de ensayos dependientes de unién directa
del FVW a la GPIba pueden llegar a convertirse en los
ensayos funcionales de eleccién'. Muchos individuos ini-
cialmente diagnosticados con EVW no presentan un des-
censo o anomalia del FVW incluso tras su seguimiento.

La asignacién de algunos pacientes a las categorias
aceptadas puede no ser facil**'°. La disponibilidad de
diferentes metodologias aumenta el problema. También
algunas pruebas, como la aglutinacién plaquetar indu-
cida por ristocetina (RIPA) y el andlisis multimérico del
FVW, generalmente no se encuentran disponibles en

Tabla 2. Pruebas de laboratorio para diagnostico de la EVW

Pruebas de cribado

- Tiempo de hemorragia (actualmente en desuso)
- Andlisis de funcion plaquetar (PFA-100)

- Recuento plaquetar

- Tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA)

Pruebas confirmatorias

- Antigeno del FVYW (FVW:Ag)
- Adhesion plaquetar dependiente del FVW*:
- FVW:RCo. Método convencional, generalmente por ATL
- FVW:RCo-Ab. Ensayo mediante anticuerpo frente a epitope
funcional
- FVW:RCo-Ib. Prueba que emplea fragmento recombinante de GPlb
- FYW:RCo-Sp. Unién espontanea a fragmento de la GPIb con
ganancia de funcién con hiperafinidad por el FVYW en ausencia
de ristocetina
- Actividad del FVIII (FVIII:C)

Pruebas para definicion de subtipo

- Aglutinacion plaquetar inducida por ristocetina (RIPA)

- Anélisis multimérico del FVW: baja resolucién (1-1,2 %) y alta
resolucion (1,8-2 %)

- Capacidad de unién del FVW al coldgeno (FVW:CB)

- Capacidad de unién del FVW al FVIIl exdgeno (FVW:FVIIIB)

- Estudio de mutaciones del FVYW

- Propéptido del FYW (FVWpp)

* A la espera de datos de comparacion mas amplios entre estas

diferentes metodologias, asi como requerir la validacién de grandes series

de pacientes, se ha sugerido esta distincién entre ellos (pendiente de

aprobacion por la ISTH FVW SSC). ATL: agregometria por transmision de luz.
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todos los laboratorios. Dependiendo del ensayo utili-
zado, algunas mutaciones pueden mostrar valores nor-
males o solo pueden ser detectados mediante el uso de
colagenos tipo IV y VI en los pacientes que presentan
una historia hemorragica leve clara'®. Sin duda, otros
defectos potenciales de FVW que causan EVW pueden
permanecer sin diagnosticar.

Deben excluirse otros defectos hemostaticos comunes y
descartar la presencia de una enfermedad asociada a un
SVWA (tal como presencia de gammapatia monoclonal,
trastornos mielo o linfoproliferativos)’.

El tiempo de obturacién (TO) del PFA-100 es sensi-
ble y reproducible en las reducciones graves del FVW,
pero no en las leves ni en la EVW 2N8. No es especifica
para las alteraciones del FVW, ya que trastornos plaque-
tares hereditarios pueden presentar un TO prolongado.

Requiere determinaciones adecuadamente estandariza-
das del FVW:Ag y la adhesién plaquetar dependiente
del FVW, que son pruebas clave para el diagnéstico. El
FVW:RCo sigue siendo el método de referencia para
medir la actividad de FVW. Sin embargo, esta prueba es

Tabla 3. Resumen de las limitaciones e inconvenientes de las pruebas
del FVW

1. FVW:Ag. Mide el nivel de proteina pero no su funcionalidad

2. FVW:RCo. Precision pobre, alta variabilidad y baja sensibilidad
en niveles bajos de FVW

3. FUW:CB. Medida de actividad con mayor precision, menor
variabilidad y mayor sensibilidad a bajos niveles de FVW. Las pruebas
comerciales disponibles difieren en cuanto a sensibilidad a MAPM
del FYW, y por lo tanto la discriminacion de EVW tipos 1y 2. Ademas,
no emplean el coldgeno tipo IV ni VI, por lo que no detectan algunas
mutaciones del FVW no sensibles a los tipos de coldgeno |y llI

4. FVW:Act (IL-Werfen) No es igual al FVW:RCo ni al FVW:CB,

por lo que no proporciona la misma informacion. Mejor precision
que el FVYW:RCo, mejor sensibilidad en bajos niveles de FYW, pero
probablemente con menos sensibilidad a MAPM

5. FVYW:Ac (Siemens) Diferente a los anteriores, pero posiblemente
es lo méas parecido al FYW:RCo. Mejor precisién que FVW:RCo y
mejor sensibilidad a los bajos niveles de FVW. La sensibilidad a
MAPM del FVW es menos clara

6. Ensayos de actividad de FVW. Miden actividades ligeramente
diferentes del FVW, por lo que no son estrictamente intercambiables
7. Razones actividad/Ag. Los valores de corte para la
discriminacién de los tipos 2 de EVW varian con los ensayos
(0,5-0,7). Ello influye en la identificacion de la concordancia/
discordancia y la discriminacion de los tipos 1y 2

Adaptado de: Favaloro, Congreso WFH, Melbourne 2014. MAPM: multimeros
de alto peso molecular del FVW.

muy dificil de estandarizar y es relativamente insensible
a los niveles de FVW <10 %. Por lo tanto, el reciente
desarrollo de ensayos para cuantificar la unién directa
de FVW a la GPIba plaquetar parece ofrecer ventajas
significativas. Existen varios métodos diferentes para la
medicién del FVW: RCo". A la espera de datos de com-
paracién mas amplios entre estas diferentes metodolo-
glas, y su validacién en grandes series de pacientes, se
ha sugerido hacer una distincién entre ellos (pendiente
de aprobacién por la International Society on Throm-
bosis and Haemostasis - Scientific and Standardisation
Committe of von Willebrand Factor (ISTH FVW SSC)
(Tabla 2).

Otros hechos complican el diagnéstico de la EVW.
Asi, por ejemplo, existen variantes polimérficas FVW
como la 1472 (p. Asp1472His), en la que a pesar de
la demostracién de una razén FVW:RCo/FVW:Ag des-
cendida no se asocian a una mayor tendencia al san-
grado!?10,

Debe titularse el FVIII midiendo la relacion FVIII/
FVW:Ag. La disminucién aislada del FVIII puede acontecer
en hemofilia A, pero también en la EVW 2N. Su descenso
ocurre también secundariamente cuando existe una dis-
minucién o ausencia del FVW, como en los tipos 1y 3.

La EVW tipo 2 incluye cuatro subtipos cualitativos dife-
rentes (A, B, My N), que pueden distinguirse mediante
pruebas especificas de otras actividades y el analisis
multimérico del FVW.

Es particularmente sensible en los casos con disminu-
cién de los multimeros de mayor tamafio del FVW.
Incluso se ha sugerido su empleo como sustituto del
FVW:RCo, lo cual no es correcto. Algunas de sus limita-
ciones guardan relacién con el tipo de coldgeno emplea-
do en los kits comerciales.

Es una técnica muy laboriosa y dificil de estandarizar.
Es importante resaltar que cambios multiméricos sutiles
pueden ser pasados por alto y ser interpretados como
normales.

Permite detectar el subtipo de EVW 2B, pero también
es positivo en la pseudo-EVW. Hay que sefalar que esta
prueba no se encuentra disponible en un ndmero signi-
ficativo de laboratorios.
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Sirve para detectar la EVW 2N y diferenciarla de la
hemofilia A.

La medicién del FVWpp/FVW:Ag ayuda a identificar las
formas de EVW con aclaramiento del FVW aumentado??.

Estudio genético de la enfermedad
de von Willebrand

El diagnéstico fenotipico puede ser dificil en algunos
pacientes y el andlisis molecular puede permitir aclarar
el trastorno a través de la identificacién de la mutacién.
Actualmente, se recomienda el estudio del FVW solo en
la EVW tipos 2 y 3. Sin embargo, se han desarrollado
recientemente métodos genéticos, como la secuencia-
ci6én de nueva generacién (NGS), cada vez mas rapidos
y progresivamente mas baratos, que permiten el estudio
mas amplio de mutaciones en el FVW a un coste muy
razonable!¥1°,

Perfil clinico y molecular de la enfermedad
de von Willebrand en Espana (Proyecto
PCM-EVW-ES)

Un estudio multicéntrico de la EVW realizado en Espa-
fa revel6 la existencia de dificultades en el diagndstico
en al menos un tercio de los pacientes'®. Recientemente,
otro estudio (PCM-EVW-ES) ha investigado una gran
cohorte de pacientes de Espafia que fueron analizados
de forma centralizada. Se llevé a cabo el estudio por
NGS del FVW en todos los pacientes reclutados y con-
trastado con los datos fenotipicos, concretindose un
diagndstico final en cada uno de ellos. Uno de los obje-
tivos de este proyecto fue investigar el posible papel del
estudio genético en la EVW.

Participaron 38 centros en todo el pais y se inicié en
noviembre de 2010.

Se reclutaron pacientes de cualquier edad previamente
diagnosticados de EVW en el ambito local entre 2010 y
2013. Debian cumplir uno o mas criterios de inclusién
(Tabla 4). Se incluyeron también en el anélisis fenotipico
30 sujetos sanos control sin relacién con los pacientes
estudiados. Tres centros actuaron como laboratorios
centrales.

Localmente se determinaron el recuento plaquetar, frotis
de sangre periférica, grupo sanguineo, tiempo de trom-
boplastina parcial activada (TTPA), FVIIL:C, FVW:Ag,
FVW:RCo, y, opcionalmente, RIPA a baja concentracién
(0,4 mg/mL)y el TO del PFA-100® para el colageno/ADP
(COL/ADP) y colageno-epinefrina (COL/Epi). Central-
mente se analizaron el FVIIL:C, FVW:Ag, FVW:RCo y
el FVW:CB en muestras de plasma de todos los indi-
viduos reclutados. La FEVW:FVIIIB se evalué en todos
los pacientes con una razén FVIII:C/EVW:Ag <1 y en
aquellos en los que se encontré una mutacién de tipo
2N. El andlisis multimérico del FVW se analizé en los
556 pacientes.

Se parti6 de las bases de datos disponibles en relacién
con cambios genéticos en el FVWY18, Se disefi6 y optimi-
z6 un método automatico para la amplificacién del FVW
utilizando la matriz plataforma Access™ (Fluidigm). Un
protocolo anterior NGS para el analisis FVW* fue modi-
ficado mediante la adicién de los adaptadores especificos
necesarios para NGS en un secuenciador MiSeq Illumina.
Para confirmar las mutaciones identificadas por NGS se
amplificé por PCR la regién exacta donde se localiza la
mutacién y se secuencié por el método de Sanger. Las
secuencias obtenidas fueron alineadas en contra de la
secuencia consenso de tipo silvestre del FVW usando
SeqScape (v2.7) de software (Applied Biosystems).

Se realiz6 amplificacién multiplex de ligadura depen-
diente de sonda (MLPA) en los pacientes en los que las
mutaciones detectadas fueron incapaces de explicar el
fenotipo clinico y/o de laboratorio. Se emple6 MLPA
con el fin de detectar deleciones o duplicaciones en el
FVW. Se secuenci6 el GP1BA mediante el método de
Sanger en pacientes con patrén multimérico 2A o 2B
en los que no se detecté mutacién en FVW o cuando se
identificé una nueva mutacién.

Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion del Proyecto PCM-EVW-ES

Criterios de inclusion

- FVW:Ag, FVW:RCo y/0 FVW:CB<30 Ul/dL (%), observadas en dos
0 mas ocasiones

- Deteccion de anomalias multiméricas

- En caso de deficiencia de FVIIl aislado era necesario la
demostracion de una disminucion de FVW:FVIIIB

- Presencia de mutaciones de FVW

- Presencia de RIPA aumentada a una baja concentracion de
ristocetina

Criterios de exclusién

- Presencia de datos sugerentes de un SVWA
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Los resultados del estudio genético se contrastaron con
el fenotipo central y se establecié un diagnéstico final.
La asociacién fenotipo-genotipo se evalud segin los
criterios reflejados en la Tabla 5.

Se reclutaron 556 pacientes de 330 familias diagnosticadas
histéricamente a nivel local de EVW. Tras su estudio feno-
tipico central, se confirmé la EVW en 442 pacientes; sin
embargo, después del andlisis genético 480 pacientes cum-
plieron algunos de los criterios de inclusién. En un princi-
pio, 98 de los 556 pacientes no cumplian criterios, 3 tenian
un SVWA, 8 tenfan hemofilia A y 5 eran portadores de
una mutacién en F8 confirmando EVW en 442 pacientes.

Se constataron discrepancias en el diagnéstico local/
central en 205 de 484 pacientes (42,3 %). Tras el estudio
fenotipico central no fue posible establecer un diagnés-
tico claro en 70 pacientes por varias razones, entre otras
la no disponibilidad del RIPA en el ambito local (en el
34 % de los centros participantes). El andlisis genético
ayudo en la clarificacién de 63 de estos pacientes. Los 7
pacientes restantes presentaban una mutacién novel en
el FVW, pendiente de investigacién ulterior.

EI FVW:FVIIIB se midi6 en 64 pacientes, de los cua-
les 28 mostraron una disminucién en la capacidad de
unién (16 moderada y 12 grave). En los 36 pacientes
restantes, después de realizar el estudio genético del F§,
se confirmé hemofilia A en7 de ellos, 5 eran portadoras
y 1 quedé pendiente de nuevo estudio. En 28 pacientes
los resultados fueron normales.

Se realizé en todos los pacientes incluidos (556). Para la
validacién técnica de la metodologia de NGS se analiza-

Tabla 5. Categorias de los pacientes en funcion de la relacion fenotipo-
genotipo y criterios empleados

Pacientes excluidos: sin ninguno de los criterios de inclusién, o
con presencia de mutacion no descrita previamente y FVYW normal,
y/0 mutacién descrita previamente probablemente no causal
(asociada a un fenotipo normal)

Pacientes definidos: fenotipo claro correlacionado con una
mutacion descrita anteriormente o con claro fenotipo tipo 1 sin
mutacion, pero con antecedentes familiares

Pacientes candidatos: fenotipo claro asociado a una variante

no descrita previamente. En este sentido, una variante (como un
cambio genético) presente en dos o mas pacientes con el mismo
fenotipo se considera que es probablemente causal. Ademas, los
pacientes categorizados como EVW tipo 2A/2B con una mutacién
fuera del exén 28 se consideraron tipo 2A

Pacientes no definides: fenotipo dificil para asignar a una variante
no descrita previamente

ron 172 pacientes estudiados previamente por técnicas
de secuenciacién convencionales. Los resultados deter-
minaron que la NGS permitié la confirmacién de todas
las mutaciones detectadas anteriormente, sin perjuicio
de identificar mas mutaciones en algunas familias. La
Unica dificultad o discrepancia encontrada en este sen-
tido fue la deteccién de una gran conversién de genes
previamente descrita (c.3835_4105conNG_001212.3:
g.6566_6836; p.[(Val12791le;GIn1311Ter;lle1343Val;-
Val1360Ala;Phe13691le)]). Tras el analisis genético, 480
pacientes de 282 familias fueron finalmente incluidos
en este proyecto.

Un total de 463 pacientes presentd una o ms muta-
ciones de FVW. Se detectaron 723 cambios en el FVW
debido a 238 mutaciones distintas: 84 descritas previa-
mente en la base de datos de Leiden de la EAHADY
y 154 mutaciones candidatas noveles. Se identificaron
todos los tipos de mutacién puntual y algunas posibles
conversiones de genes, a lo largo de todo el gen (inclu-
yendo las que flanquean regiones intrénicas y promo-
tor). No se detectaron mutaciones en 17 pacientes con
defectos cuantitativos exclusivamente: 16 tipo 1 y un
tipo 1H. Se detectaron alteraciones en los patrones de
MLPA, indicativo de una gran delecién, en un paciente
tipo 3 y en uno tipo 2A.

Se encontraron 212 cambios o mutaciones en 155
pacientes tipo 1 (incluyendo el tipo 1H). 55 pacientes
tenfan variantes (del promotor) sinénimas, intrénicas o
upstream. Tres pacientes no relacionados comparten una
mutacién idéntica sinénima (c.3390C> T), adyacente al
extremo 5’ del exén 26, que podria crear un nuevo sitio
potencial de splicing.

Las mutaciones encontradas en pacientes tipo 2 eran
en gran parte (80 %) del tipo puntual y 219 de 226
pacientes estudiados tenfan al menos una mutacién sin
sentido, 186 de estas mutaciones se encontraron en el
exén 28. En los 7 pacientes restantes, 1 tenfa una gran
delecién heterocigota con desplazamiento de la venta-
na de lectura (p.Gly386_Ser1873del; exones 11-32) y
3 pacientes mostraron una pequefa delecién también
con desplazamiento de la ventana de lectura (p.Lys-
1408del), y 2 pacientes tenian una pequefa insercién
(p-Asp1560dup) en el exén 28. El paciente restante pre-
sentaba una sinénima y dos variantes intrénicas.

Se encontraron 95 mutaciones en 42 pacientes. En las
mutaciones sin sentido la p.Asn2066Ser se encontrd
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seis veces, pero siempre se asocié en Cis con la muta-
cién p.Tyr126ThrfsTer49; sin embargo, todavia no se 7 4

ha confirmado la contribucién real de esta mutacién al 28 1,5%)  (0,9%)
fenotipo. En 4 pacientes encontramos la mutacién sin
sentido p.GIn1311Ter siempre en estado homocigoto.

Las mutaciones en pac1entes de tlpO 3 no siempre fue- Una mutacién

ron mutaciones nulas o de empalme: 2 pacientes eran 134 289 - Dos mutaciones
homocigotos de una nueva mutacién (p.Cys370Tyr) (28,9%) (62,5%) » Tres mutaciones
y una variacién controvertida (p.Pro1162Leu) descrita ’ ® Cuatro mutaciones
previamente? : Cinco mutaciones

Seis mutaciones

Se encontraron también cambios genéticos en 24
individuos entre los 76 inicialmente excluidos, aun-

que eran principalmente de tipo intrénico sinénimo,
cuyo efecto sobre el fenotipo se desconoce por el
momento.

Figura 1.

En el fenotipo definido se observé una asociacién geno-

No se detecté ninglin paciente con esta entidad. tipica congruente en el 77 % de los 480 casos confir-

mados. Sin embargo, teniendo en cuenta los pacientes

En la Figura 1 se muestra la distribucién de los  definidos y candidatos, la asociacién se incrementé a
pacientes en base al nimero de mutaciones. un 96,5 % (Figura 2).

[ Total de pacientes reclutados: ]

Excluidos: 556

76
- 8 hemofilias

- 5 portadoras
-7 SAVW Pacientes con EVW confirmada:
- 56 no criterios 480

Deﬁnidos: Candldatos No deﬁmdos
370*

Dos o mas paaentes con \

el mismo fenotipoy la Fenotipo claro +
misma mutacién no mutacién previamente
descrlta no descrita :
43

Tipo 1: Tipo 2A: Tipo 2M: Tipo 2A/ Tipo 3: Tipo 1: Tipo 2A: Tipo 2M: Tipo 3: Portador
33 9 2 415 2 22 3 6 9 tipo 3: 3

5**

*5 pacientes tenian el mismo fenotipo y mutacién que fue descrita previamente pero con otro fenotipo
** 3 de ellos con la misma tnica mutacién mostraban un tipo 2A/2M asociado con un fenotipo 2N.

Figura 2.
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Discusion

Se observé una mayor discrepancia diagnéstica local/
central en el andlisis fenotipico que la planteada anterior-
mente'. Ello apunta a un mayor grado de dificultad en
el diagnéstico de EVW. Es el primer registro de EVW con
analisis genético NGS en todos los pacientes reclutados,
mostrando una buena asociacién fenotipo-genotipo.
De los 556 pacientes reclutados 480 cumplian alguno de
los criterios de inclusién y en 463 de ellos se encontra-
ron una o mas mutaciones del FVW. De estos pacientes,
447 (96,5 %) mostraron una buena relacién fenotipo-ge-
notipo. En los restantes 76 pacientes, que al parecer no
cumplian los criterios de reclutamiento (13,6 %): a) un
analisis de la secuencia F'§ confirmé la hemofilia A leve
en 8 pacientes y una hemofilia A de estado portador en
5 pacientes; b) 56 pacientes no cumplian con los crite-
rios de inclusidn; ¢) en 7 casos sin mutaciones de FVW'y
GP1BA se sospeché un SVWA, confirmado en 3 pacien-
tes. Ello indica que en algunos casos puede pasarse por
alto un SVWA.

Eneltipo 1 de EVW, 17 de 155 pacientes (10,9 %) no
mostraban mutacién. La proporcién de mutaciones en
los pacientes tipo 1 de este estudio es significativamente
mayor que la publicada previamente'’.

Aproximadamente el 50 % de los tipo 3 presentaron
un patrén de herencia recesiva tipica, mientras que los
casos restantes parecen mostrar caracteristicas de heren-
cia co-dominante, con uno o ambos padres que muestran
evidencia clinica y de laboratorio de EVW tipo 1.

En nuestra cohorte, la mutacién p.GIn1311Ter (deri-
vado de una conversién potencial de genes) se encontré
en 8 pacientes (incluyendo los portadores tipo 3) de 6
familias no relacionadas. Esta mutacién se habia iden-
tificado previamente en pacientes romanies espanoles
con un probable origen ancestral comuin y con una alta
frecuencia esperada en nuestra poblacién®.

EI RIPA no se encuentra disponible en un nimero
significativo de centros, por lo que es dificil distinguir
entre los tipos 2A, 2B y pseudo-EVW. En 44 pacientes
en los que no se ensayd RIPA el analisis genético por
NGS confirmé 25 mutaciones de tipo 2A, 10 tipo 2B, 2
pacientes sin mutacién (con un SVWA confirmado en
uno de ellos) y 7 pacientes con mutaciones nuevas de
FVW, en espera de una mayor investigacién. En nuestro
conocimiento no se ha confirmado todavia en Espana
ningtn paciente con pseudo-EVW.

Se encontraron mutaciones heterocigotas que
afectan a la unién del FVW al coldgeno en 11 pacien-
tes, en relacién con los tipos de coldgeno Iy III (dos
pacientes), tipo IV (1 paciente) y el tipo VI (8 pacien-
tes). El andlisis del FVW:CB empleando coldgeno tipo
VI en estos altimos pacientes confirmé una dismi-
nucién grave en esta actividad®. Tres pacientes de
dos familias diferentes mostraron nuevas mutaciones

heterocigotas (p.Ala2498Asp, p.Cys2491Arg, res-
pectivamente) en el exén 44 responsable de la unién
FVW-integrina allbp3. Estas mutaciones se encuen-
tran pendientes de demostracién de su papel causal
e impacto clinico.

En varios pacientes con un fenotipo dificil de clasifi-
car el estudio genético facilité un diagndstico apropia-
do. Varios pacientes con la misma mutacién (a veces de
la misma familia) mostraron una variacién en el grado
de anomalia multimérica.

Se observaron 28 pacientes con una mutacién 2N.
Doce con fenotipo grave (9 homocigotos y 3 hetero-
cigotos, pero presentaban un fenotipo grave debido
a la asociacién con una segunda mutacién deletérea).
Los 16 pacientes restantes fueron heterocigotos y pre-
sentaban un fenotipo moderado. Curiosamente, en 3
pacientes de dos familias diferentes con mutacién Unica
y novel (p.Arg763Ser) se asocié a un fenotipo compues-
to (2A/2M) y tipo 2N moderado. Un fenotipo compues-
to 2N/2A debido a una mutacién Unica (p.Asn879Asp)
habia sido descrito previamente. En un paciente tipo 3
se detecté por NGS un estado de portador 2N.

En aquellos pacientes en los que no se sospeché ini-
cialmente un tipo 2N heterocigoto y se encontré una
mutacién 2N tipo, el FVW:FVIIIB fue anormal. Inversa-
mente, cuando la razén FVIIL:C/FVW:Ag era baja y el
FVW:EVIIIB era normal no se detecté mutacién tipo 2N.

Por otro lado, 116 pacientes presentaron mutaciones
previamente asociadas a un aumento del aclaramiento
FVW (Tabla 6) por lo que la desmopresina (DDAVP)
puede ser inefectiva.

Ademds, 174 pacientes presentaron dos o mds
mutaciones con un fenotipo predominante que podria
enmascarar la presencia de un segundo defecto.

El estudio fenotipico EVW presenta varios inconve-
nientes, como su coste cada vez mayor y las limitacio-

Tabla 6. Niimero de pacientes que presentaron mutaciones previamente
asociadas a un aumento del aclaramiento

Tipode EVW | n Mutaciones (n)

1 0 p.Arg1205His (35); p.Va1760lle (3);
p.Ser2179Phe (2)

2A 14 | p.Cys1149Arg (11) p.Leu1307Pro (3)
p.Arg1308Cys (12); p.Arg1306Trp (7);

2B 28 | p.Val1316Met; p.Pro1266Leu (2);
p.Arg1306GIn (2)

2M 5 p.Gly1415Asp (5)

2A/2M 29 | p.Arg1374Cys (22) p.Arg1315Cys (7)

Total 116
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fvw:CB
fvw:FVIIIB
fvw:Ag
fvw:FVIIIB

nes del FVW:RCo comentadas previamente. Nuestros
resultados refuerzan la importancia de la combinacién
de la evaluacién fenotipo y genotipo, y apoyan otra
estrategia mas eficiente y rapida en el diagndstico de
la EVW mediante la inclusién de la NGS en el estudio
como método de primera linea de diagnéstico. El costo
razonable de NGS (§ 70/muestra, incluso més barato
que la mayoria de las pruebas fenotipicas) apoya fir-
memente este nuevo escenario. También puede propor-
cionar informacién clinica Gtil (tal como la prediccién
de un aumento del aclaramiento del FVW) y no esta
afectado por todos los inconvenientes mencionados
anteriormente.

Conclusiones

e Eldiagnéstico de la EVW es dificil en una propor-
cién significativa de pacientes.

* El coste del diagnéstico fenotipico es cada vez
mayor.

* Lametodologia NGS es rapida y progresivamente
mas barata, lo que permite el estudio mas amplio
de mutaciones del FVW a un costo muy razona-
ble.

* En el Proyecto PCM-EVW-ES se observé una
discrepancia diagnéstica fenotipica local/central
en el 42,3 % de los pacientes, lo que senala las
dificultades précticas en el diagnéstico de la EVW.

e Se observé un 96,5 % de concordancia fenoti-
pica-genotipica, lo que sugiere la posibilidad de
incorporar la NGS en el proceso inicial del diag-
nostico de la EVW.

El presente trabajo ha sido aceptado para su publi-
cacién en Thrombosis and Haemostasis®.
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