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Introduccion

DR. JORGE SIERRA
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona

DR. JAviER CORRAL
Hospital Universitario Morales Meseguer. Murcia

La hematologfa ha experimentado extraordinarios
avances en las Gltimas décadas. Es importante que la
evolucién del conocimiento bésico y los avances cli-
nicos sean inteligibles, tanto para los hematdlogos ge-
nerales como para aquéllos que en la practica se han
sub-especializado. Este es un objetivo prioritario del
programa educacional del congreso de la Sociedad Es-
pafola de Hematologia y Hemoterapia y de la Sociedad
Espafiola de Trombosis y Hemostasia. Pero también lo
es ayudar a resolver situaciones clinicas practicas com-
plejas, comunes o poco frecuentes. Finalmente, también
conviene abrir los ojos ante una hematologia cada vez
mds globalizada, ya que los flujos de personas hace que
nos enfrentemos cada vez mds a enfermedades hasta
hora minoritarias en nuestro medio pero habituales en
los paises en desarrollo.

Comenzando por este altimo aspecto, El Dr. Mam-
men Chandy, Director del Tata Medical Center de
Calcuta y, sin duda, el hematélogo que trabaja en India
de mayor prestigio, resume la situacién de las enfer-
medades hematoldgicas en ese pais. Es impresionante
conocer el gran nimero de personas con ferropenia o
talasemia mayor en India y también lo es ser consciente
de que el nivel socioeconémico de las familias determi-
na el acceso a la atencién hematoldgica. Otros aspectos,
como la limitada posibilidad de tratar las coagulopatias
congénitas y los esfuerzos por mejorar el pronéstico de
los nifios con leucemia linfobléstica infantil en un pais
de méas de 1.300 millones de habitantes, han de ayudar-
nos a descubrir que los problemas de la hematologia
en el mundo van mucho mds alld de lo que nosotros
vivimos en nuestro medio.

El Dr. Diaz Mediavilla refleja en su ponencia su con-
dicién de extraordinario internista-hematélogo. “El he-
matdlogo como consultor: alteraciones hematolégicas
secundarias a otras enfermedades” es un compendio de
experiencia y sentido comun, frente a situaciones del
dia a dia asistencial. Con frecuencia, alteraciones en
teoria sencillas y muchas veces sin gravedad conllevan
un exceso de exploraciones y de visitas de seguimiento
indicadas, tanto por el especialista que consulta como
por el hematélogo. Para ser un buen consultor hay que
tener un conocimiento profundo de la hematologia en
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su conjunto. Lamentablemente, la formacién en nuestra
especialidad con frecuencia se enfoca mas a aspectos
complejos o técnicamente avanzados que a los de es-
pectro mas amplio. Por ello, la ponencia del Dr. Diaz
Mediavilla tiene un interés particular en un simposio
educacional.

Las técnicas de diagnéstico molecular en hematolo-
gla han evolucionado muy rapidamente en pocos afios.
El analisis del genoma, exoma, transcriptoma y epi-
genoma mediante secuenciacién masiva ha supuesto
un cambio radical, disruptivo, en la capacidad de ca-
racterizar molecularmente las enfermedades y permi-
te descubrir dianas terapéuticas nuevas. El Dr. Garcia
Sanz conoce a fondo estas técnicas y describe de forma
comprensible su complejidad en una ponencia en la que
pone de relieve “lo que el clinico debe saber”. También,
en su ponencia se analiza el papel de la “next generation
sequencing” (NGS) frente a otras opciones de estudio
molecular en hemopatias benignas y malignas. La NGS
se introduce con fuerza para la caracterizacién inicial
de leucemias, mieloma y linfoma, para el seguimiento
de la enfermedad residual, asi como para el diagnésti-
co de enfermedades congénitas de la serie roja y de la
hemostasia.

EI Dr. Ramoén Puyjol, uno de los dermatdlogos de ma-
yor prestigio de nuestro pais, con interés y experiencia
acreditada en los linfomas que afectan a la piel, revisa
esta tematica y resalta la necesidad del abordaje conjun-
to de los pacientes, del hematélogo y el dermatélogo.
Es comUn que nosotros desconozcamos las caracteristi-
cas y tratamiento de las fases iniciales de la enfermedad
y es necesario que el tratamiento sistémico, del que so-
mos expertos, no se demore para que se pueda obtener
la mejor respuesta. En su ponencia, el Dr. Pujol analiza
la frecuencia y caracteristicas de los diferentes tipos de
linfoma cutdneo e incorpora las novedades al respecto
de la nueva clasificacién de la OMS.

Una de las situaciones clinicas mas dificiles de afron-
tar, tanto para el hematélogo como para el paciente, es
la leucemia mieloide aguda refractaria. El Dr. Perez de
Oteyza tiene una amplia trayectoria hospitalaria para
abordar este tema y revisa los resultados con quimiote-
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rapia convencional, con mucho recorrido por mejorar,
asi como los agentes en investigacién clinica como nue-
vos citotéxicos, tratamiento dirigido a dianas molecula-
res y nuevos anticuerpos monoclonales.

La inmunoterapia de las hemopatias malignas tiene
ya una larga trayectoria, que comenzé con las vacuna-
ciones antitumorales en leucémicos de los afios 60 y 70
del pasado siglo y con la evidencia del efecto injerto
contra el tumor del trasplante hematopoyético alogé-
nico. En la década de los 90 se dispuso por primera vez
de rituximab para el tratamiento de los linfomas B. En
estos ultimos 20 afios, y sobre todo en los Gltimos 5, ha
habido grandes avances en el campo de la inmunotera-
pia, con la introduccién de nuevos anticuerpos mono-
clonales para las proliferaciones linfoides B, el mieloma,
la leucemia mieloide aguda, el linfoma de Hodgkin y
la hemoglobinuria paroxistica, entre otras hemopatias
graves. Se han desarrollado anticuerpos bi-especificos y
en el campo de la terapia celular han aparecido resulta-
dos muy prometedores con la administracién de linfo-
citos T modificados genéticamente. Con la técnica mds
reciente se puede conseguir que los linfocitos T y otras
células inmunes tengan un receptor quimérico (CAR)
que incluya la porcién variable de un anticuerpo mono-
clonal, en la superficie de la célula, y el dominio de se-
falizacién del receptor T en el interior de ésta, ligado a
moléculas coestimuladoras. Esta inmunoterapia permi-
te alcanzar una remisién completa en mas del 90% de
pacientes con leucemia linfobléstica infantil refractaria
o en recaida. Las experiencias mas numerosas son con
células T CAR frente a neoplasias linfoides CD19, pero
estén en desarrollo otras frente a mieloma, enfermedad
de Hodgkin y leucemia mieloide aguda, entre otras. El
Dr. Javier Briones tiene quince afios de experiencia en
investigacién en inmunoterapia y hace una excelente
revisién del tema en su ponencia “Inmunoterapia de las
hemopatias malignas: de los anticuerpos monoclonales
a las células CART”.

Con la mejora de los resultados del trasplante hema-
topoyético aumenta el nimero de largos supervivientes
y se ponen de manifiesto consecuencias a largo plazo.
El Dr. Ildefonso Espigado, con una gran y dilatada
trayectoria en trasplante alogénico, hace énfasis en que
la incidencia acumulada de alteraciones crénicas de sa-
lud entre los supervivientes a este procedimiento es del
64% a 10 afios y 71% a 15 afios y las complicaciones
crénicas severas o amenazantes de la vida tienen una
incidencia acumulada préxima al 40% a los 10 afios
postrasplante. En su revisién, el Dr. Espigado sistema-
tiza y tabula las posibles complicaciones tardias del
alotrasplante y actualiza las recomendaciones para su
deteccién, seguimiento y terapia.
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En lo referente a la trombosis y hemostasia, hay que
tener en cuenta que sus alteraciones incluyen desérde-
nes complejos y heterogéneos cuyo abordaje es dificil,
tanto en el aspecto de conocimiento basico, como en
los procedimientos diagnésticos y en el abordaje tera-
péutico. Cada dia aparecen nuevos elementos y facto-
res implicados en la distorsién del sistema hemostatico,
se desarrollan nuevos métodos diagnésticos con mayo-
res posibilidades y se amplia el arsenal terapéutico. Y
estas novedades deben ser trasmitidas no solo a espe-
cialistas sino a todos los hematélogos y profesionales
que trabajan en este campo, y especialmente a los que
estan en periodo de formacién (residentes y estudiantes
predoctorales). En este programa educacional preten-
demos actualizar estos avances ofreciendo esta nueva
visién, y hacerlo de la mano de especialistas en estas
materias, seleccionando tres ponencias relacionadas
con la hemostasia.

1. Desde los conceptos basicos de la biologia, pero
con grandes implicaciones clinicas se pretende romper
una perspectiva clasica del dogma central de la biologia
molecular, y que ha otorgado quizéds demasiado pro-
tagonismo al gen codificante de una proteina. La Dra.
de la Morena-Barrio es una joven investigadora con
extenso curriculum en un campo también relativamen-
te joven: las modificaciones postraduccionales. En su
ponencia, la Dra. de la Morena-Barrio hace una descrip-
cién detallada, pero facil de seguir, de las principales
modificaciones postraduccionales, enfocdndose en su
importancia fisiolégica, patolégica y terapéutica, con
ejemplos que nos demuestran que debemos ir mas alla
de los genes codificantes.

2. La segunda ponencia es diagnostica. El Dr. Bas-
tida hace un repaso actualizado de los métodos diag-
nésticos empleados tanto para desérdenes de sangrado
como trombdticos, mostrando tanto sus posibilidades
como limitaciones, y acercdndonos al futuro inmediato
que pasa por los estudios moleculares masivos. El Dr.
Bastida ofrece la experiencia de un grupo que ha ido
evolucionando con su tiempo y la visién de un joven
que apuesta por un futuro diagndstico molecular.

3. Finalmente, el Prof. Tamargo realiza una brillante
revisién de los nuevos medicamentos en enfermedad
cardiovascular. No se trata de una simple actualizacién
del arsenal terapéutico disponible para estas complejas
enfermedades. El Prof. Tamargo plantea una apasio-
nante discusién sobre la cronicidad, la polipildora, los
efectos adversos, la recuperacién de viejos farmacos,
la farmacogenética, el abandono del tratamiento o la
formacién continua del prescriptor, temas de enorme
trascendencia y actualidad.



Hematological disorders in the economically less developed world

MAMMEN CHANDY
Tata Cancer Hospital. Kolkata. India

Providing cost effective yet state of the art care for
haematological disorders in the economically less de-
veloped world is a challenge: compounded by the
numbers that need care in a large population, limited
infrastructure and trained medical personnel and po-
litical compulsions which prevent proper utilization of
available resources. Wealth is not uniformly distributed
in the developing world and this is a problem but it
also provides an opportunity to treat the less privileged
with the infrastructure that has been developed for
world class treatment for those who can afford it: this
implies that state of the art treatment must be avail-
able in the developing world, even though we have to
live with the ethical dilemma of this being available for
only a few. India will be the context in which manage-
ment of blood disease in the developing world is dis-
cussed in this paper.

Table 1 illustrates the stark differences in the demo-
graphic profile of three regions of the world: USA with a
population of 321 million, per capita GNP of $55,000 and
adequate resources to provide health care for all, India

with a massive population of 1.3 billion and per capita
GNP of $5760 should be able to provide basic health care
for all but would find it difficult to provide for high cost
treatment for diseases like leukaemia and haemophilia,
and countries like Sierra Leone where even though the
population is small political instability and limited re-
sources make it difficult to even provide basic health
careV). However even in India the disparity in terms of
resources is marked and this is illustrated in Table 2: a
child with leukaemia or haemophilia in profile III can af-
ford to be treated like any child in the developed world,
while a child in profile I would be able to afford only
basic health care provided by the state. However there
is a rapidly expanding middle class as illustrated by pro-
file IT where high quality treatment can be provided with
some financial assistance®. The health care infrastruc-
ture provided by the state consists of primary health
centres, secondary health care in district hospitals and
tertiary care in medical college hospitals located in the
large cities. Most patients in profile Il and III would how-
ever seek medical care from private practitioners and a

Table 1. Demographic differences between three countries of the world

USA India Sierra Leone

1999 2015 1999 2015 1999 2015
Population-m 272 321.2 986 1314.1 5.3 6.5
Births/1000 15 13 28 21 47 37
Deaths/1000 9 8 9 7 30 14
Infant mortality 7 6 72 42 136 92
% Population < 15 21 19 36 29 45 41
% Population > 65 7 15 60 5 48 3
GNP/CAP-US$ 29,080 55,860 370 5760 160 1830
Health expend per cap (% PVT)- 8713 141 96
uss (46) (60)

Spain: 2015 population 46.4 m, birth rate 9/1000, death rate 9/1000, infant mortality 2.9/1000 live births, % population < 15 15%, population > 65 18%,
GNP US$ 32,860, Health expenditure per capita US$ 2581 (74% provided by the state)
Data from: 2015 World Population Data Sheet, Population Reference Bureau, USA
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Table 2. Population profiles in India (a three tier society)

Profile | Profile 11 Profile 111
Age 3 years 5 years 10 years
Father Farm labourer Baker Businessman
Mother Farm labourer Housewife Housewife
Education Both illiterate Literate: completed schooling Graduates
Siblings Six Two One
Monthly income $50 $150 $15000
% Population 70 28 2

The child

His home

network of corporate hospitals, most with well trained
health care professionals and good equipment. The pri-
ority for health services provided by the state would be
disease prevention by provision of clean water and sani-
tation and immunization, family planning, nutrition and
treatment for infectious diseases.

Nutritional anaemia

Iron deficiency remains the most important haema-
tological problem in the developing world with a
prevalence of 70-90% in pregnant women contribut-
ing significantly to maternal and infant mortality and
a prevalence of 50% in children which is tragic since
this can affect cognitive skills and development®. Poor
nutrition is the most important cause with the diet pre-
dominantly consisting of cereals (polished rice) with
a high phytate content which inhibits absorption of
available iron. The National Nutritional Anaemia Erad-
ication Programme was initiated in 1970, implemented
by the Government of India through its network of pri-
mary health centres and funded by UNICEE The tar-
get population included pregnant and lactating women
and children between the age of 1 to 11 and the aim
was to provide adults with one tablet containing 60 mg
of elemental iron and 500 mcg of folic acid daily for
100 days/year to adults and one tablet of 20 mg iron
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with 100 mcg folic acid for 100 days to children. Evalu-
ation by the Indian Council of medical Research in 1985
showed poor implementation and acceptance of the
program®. Innovative new approaches like supplemen-
tation of iron in wheat and increased public awareness
coupled with availability of low cost iron and folate
which is purchased by the population (anything given
free is not valued) is required particularly in rural India.

Thalassemia

India has a population of 20 million thalassemia car-
riers and every year 10,000 children with transfusion
dependant thalassemia major are born resulting in a
major burden on the family and the health care infra-
structure®. Like Cyprus India needs a national thalas-
semia control program in regions of the country where
the carrier rate is high based on screening with HPLC
and antenatal diagnosis available for all carrier couples.
However till such time as this is implemented treat-
ment for children born with thalassemia major with
adequate transfusion and chelation should be made
available. The cost of looking after a child with transfu-
sion and chelation per annum would be in the region of
US$ 2000 while a transplant at a cost of $15-20,00, and
the possibility of good quality life free of the burden of
transfusion is appealing to parents who worry about
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the care that the child will have access to when they
are old. Results comparable to the best in the world can
be achieved by transplant centres in India if the child is
propetly transfused and chelated pre transplant®.

Haemophilia

With a population of 1.3 billion and an estimated preva-
lence of 6 per 100,000, India would have 80,000 persons
with severe haemophilia: to provide even the minimum
requirement of 20,000 units of factor VIII per patient
per year the country would have to procure 1.6 billion
units and the annual cost of plasma derived product at
30 cents/unit would be US$ 480 million which would
be 10% of the total heath budget for 2015-16. In com-
parison in 1999 Sweden with 231 patients with hae-
mophilia (222 on continuous prophylaxis) would have
to spend US$ 30 million per year representing 0.2%
of the health budget”. However despite the enormity
of the task, the Hemophilia Federation of India main-
tains a registry of patients and provides education and
subsidized factor to patients. Increasingly state govern-
ments are making a specific allocation for haemophilia
in their budgets. The country has centres where com-
prehensive haemophilia services are available including
surgery and antenatal diagnosis. Education and physio-
therapy remain the planks of haemophilia care when
resources for factor replacement are limited®.

Childhood acute lymphatic leukemia

The overall incidence of acute lymphoblastic leukemia
in children in the developed world is 3-4/100,000 chil-
dren (SEER Database): India with a population of
438 million children below the age of 15 will have
approximately 15,000 new cases of childhood ALL in
India every year®. Treatment of childhood ALL has
been one of the important success stories of modern
chemotherapy with over 85% of children being cured
in the developed world and this success is largely due
to the fact that most children are treated with nation-
ally accepted protocols. In the developing world this
is not so because standardized diagnostic facilities and
treatment are available in only a few centres and treat-
ment abandonment is high®?. However it is possible to
improve results by strict adherence to protocols, provi-
sion of financial assistance to those who need help and
improving diagnostic facilities and this has been clearly
demonstrated in Latin America and a centre in India
where the 5 year EFS in the favourable risk group (age
1-9 years, WBC count less than 20 x 10(9)/L and pred-
nisolone good response was 73.1 + 4.9% 112 However
in the interim in the developing world we will have to
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live with the fact that children in profile III will receive
treatment appropriate to their risk status similar to any
child in the developed world while treatment for chil-
dren in profile I and Il would have to be individualised
particularly in high risk and patients®@.

Acute myeloid leukemia

Treatment for acute myeloid leukaemia in a young
patient with good risk disease (t 8:21 with no FIt3 or
C-kit mutation) with 3 + 7 induction and 3 cycles of
high dose cytosine arabinoside as consolidation would
cost approximately US$ 10-15,000 in India and most
patients in profile I and III would not be able to afford
this and this is why 70% of patients diagnosed with
AML in a tertiary referral centre in India do not receive
treatment®®. Only patients in profile I with high risk
disease (young age, monosomy 7 or complex karyo-
type) would be able to afford treatment with induction
followed by an allogeneic stem cell transplant. The hae-
matologist practicing in India needs to be innovative
and the management of acute promyelocytic leukae-
mia (APML) is a case in point where arsenic trioxide
(ATO) initially produced in the hospital pharmacy has
been transferred to industry which now makes the drug
available at US$ 12 per dose while Trisenox® manufac-
tured under a US patent for which royalties are paid
to MSKCC costs US$ 400 per dose. With a program of
accurate diagnosis including molecular monitoring and
ATO and adequate blood product support, we have
been able to show that long term survival is possible in
most patients with low risk APML®4.

Haematopoietic stem cell transplantation (HSCT)

There has long been a debate that treatments like HSCT
are not appropriate in the developing world where san-
itation, nutrition, immunization and provision of basic
health care services are the priority". This is not true
since provision of such services in the developing world
would increase local expertise and allow a patient to
have treatment in his own country at a considerably
lower cost (US$ 15-20,000 for a matched sibling donor
HSCT)"9. In 2014 there were 37 transplant centres in
India with a total of 1000 transplants being done in the
country (reported to the Indian Stem Cell Transplant

Registry).

Multidrug resistant gram negative infection

The high prevalence of carabapenem resistant en-
terobacteria (CRE) will make it difficult to adminis-
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ter chemotherapy where neutropenia is prolonged
and severe. Stool surveillance cultures in 168 patients
planned for HSCT at the Tata Medical Center in Kol-
kata, India, between 2011 and 2015 showed that 52%
of patients were colonized with extended spectrum
beta lactamase producing gram negative bacteria while
26% were carabapenem resistant!”). Increasing colistin
resistance will mean that we do not have any effec-
tive antibiotic for septic neutropenic patients and this
will increase the morbidity and mortality in stem cell
transplantation®®.

Conclusion

Treating patients with blood diseases in the develop-
ing world is a challenge but the haematologist must
ensure that an accurate diagnosis is made using cyto-
genetics and molecular tests where appropriate. When
resources are scarce precision in diagnosis is essential
in order to risk stratify and choose the appropriate
treatment.
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El hematologo como consultor:

alteraciones hematologicas secundarias a otras enfermedades

JoaQuiN Diaz MEDIAVILLA

Unidad de Hematologia. Hospital Ruber Internacional. Madrid

¢Por qué nos preguntan tanto nuestros colegas
de otras especialidades?

De los componentes de la sangre, son de nuestra com-
petencia las células, muchas de sus proteinas (coa-
gulacién, inmunoglobulinas, citocinas y albimina),
determinados aspectos del transporte de O, y CO,, y
3 moléculas muy especiales: Fe, félico y vitamina B ,.
La sangre se mueve y transporta nutrientes, desechos
metabdlicos e informacién desde y hasta la dltima célu-
la viva de nuestro cuerpo.

La sangre es liquida y sus érganos nodriza (médula
ésea, ganglios linfaticos, bazo y otros focos linfoides)
no son liquidos, pero casi todos son blandos o “pasto-
sos” y eso nos permite a los hematélogos tomar mues-
tras para su estudio en el diagndstico y en todos los
momentos evolutivos de la enfermedad, analizar las cé-
lulas individualizadamente y en colectivos purificados,
separar y estudiar sus organelas, su genética y epigené-
tica, sus alteraciones quimicas, cultivarlas y someter-
las in vitro a terapias experimentales. Estas facilidades
nos aportan un conocimiento biolégico especialmente
profundo de las enfermedades de nuestra competen-
cia y de las repercusiones de las demas enfermedades
sobre la sangre y, por todo ello, es mucho mas facil el
progreso que en las demds y, con mds frecuencia, las
cosas nuevas y revolucionarias ocurren en nuestra es-
pecialidad. A modo de ejemplo, baste recordar que los
primeros tumores malignos diseminados (no extirpa-
bles quirdrgicamente) que pudieron ser curados fueron
algunas leucemias agudas y que eso empez6 a ocurrir
en los anos sesenta del pasado siglo con 30-50 afios de
antelacion respecto a la oncologia de tumores sélidos
diseminados. De hecho, en el momento actual, ante
casi todas las enfermedades malignas de nuestra com-
petencia, disponemos de ofertas de curabilidad en una
proporcién creciente de pacientes y en edades cada vez
mds avanzadas. Creo que este bagaje en casi todas las
facetas de la enfermedad (genética, degenerativa, au-
toagresiva, toxica, infecciosa y neoplasica —y hasta me
atreveria a afirmar que traumatolégica, por los com-
ponentes hemorrdgico y trombético-) confiere a los
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hematélogos desde hace muchos afios una perspectiva
con mas fundamento bioldgico.

Todas estas circunstancias justifican que nuestros
colegas de otras especialidades nos consulten mucho
y que nuestras respuestas, si cuidamos los detalles, les
resulten muy satisfactorias y, sobre todo, beneficiosas
para sus pacientes.

Sistematizacion de las consultas que
el internista demanda de los hematologos

Ya en el ano 1976 se publicé un libro de 545 péaginas
sobre Haematological Aspects of Systemic Disease, coedita-
do por MCG Israéls y IW Delamore, que coordinaron
a 28 autores (Figura 1). Desde entonces, mdaltiples capi-
tulos se publican sobre “Aspectos hematolégicos de...”
en distintas especialidades médicas®?.

Como puede verse en la Tabla 1, los motivos de con-
sulta son muy diversos y competen a muchos aspectos
de la hematologia y a una amplisima gama de situacio-
nes clinicas.

Intentar abordarlos todos de forma sistematica y de-
tallada es imposible en esta sesién educacional, por lo
que haremos una seleccién de los mecanismos fisio-
patolégicos, de su diagnéstico y de los tratamientos
que me parecen mas
importantes o menos
conocidos. A veces,
detras de la alteracién
hematolégica moti-
vo de la consulta se
encuentra una verda-
dera “enfermedad de
nuestra especialidad”.
Mas veces se trata
de  manifestaciones
hematoldgicas de las

Figura 1. Portada del libro de
Israéls y Delamore.
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Tabla 1. Situaciones clinicas y motivos de consulta hematolégica

Situaciones clinicas

Motivos de consulta hematoldgica

Enfermedades inflamatorias

Cancer

Enfermedades autoinmunes

Enfermedades renales

Enfermedades endocrinas

Enfermedades hepaticas

Infecciones (virus, bacterias, hongos, protozoos)
Sindrome hemofagocitico (linfohistiocitosis)
Sindrome inflamatorio sistémico, sepsis, shock
Sindrome antifosfolipido

Microangiopatia trombética (MAT)

SAFC?, MAT® y TIH®

Alcoholismo

Farmacos

Edad avanzada

Anemia

Poliglobulia

Leucopenia

Leucocitosis

Trombopenia y pseudotrombopenia
Trombocitosis

Combinaciones de las anteriores: ;SMD?
Gammapatia monoclonal

Diatesis hemorragica sistémica
Diatesis hemorragica focal®

Abortos y trombosis sin causa aparente
Sindrome adenopatico

Esplenomegalia y asplenia

2 Sindrome antifosfolipido catastrofico; ® MAT: PTT, SUH, HELLP y CID; ¢ Trombopenia inducida por heparina; ? Epistaxis asociada a gestacion, angiodisplasia

asociada a estenosis adrtica

Identificar los mecanismos implicados
Basar decisiones terapéuticas en “evidencias” y “precision personalizada”

otras enfermedades cuyos mecanismos hay que tratar
de identificar. Otras veces, especialmente cuando se tra-
ta de mecanismos muy comunes, puede concurrir mas
de un mecanismo y requerir tratamiento que tenga en
cuenta esta circunstancia. Un buen ejemplo de esto es
la anemia ferropénica, que puede no responder bien a
la ferroterapia, si el paciente tiene ademads una inflama-
cién crénica o insuficiencia renal.

En cualquier caso, es importante que el hematélogo
trate de explicar al consultor de la otra especialidad cual
es el mecanismo (o los mecanismos) que opera en su
paciente y debe tratar de argumentar si es o no necesa-
rio aplicar alguna medida correctora. Lo primero servird
para completar el diagndstico del paciente y descartar
otras posibles enfermedades asociadas y lo segundo
para no empefarse en corregir alteraciones que tienen
escasa o nula repercusién clinica.

Para esta presentacién, se seleccionaran algunos te-
mas de motivos de consulta hematoldgica y de situa-
ciones clinicas que las provocan, dejando fuera por ra-
zones de espacio muchas de ellas, en especial aquellas
relacionadas con la trombotfilia, los sindromes adenopa-
ticos y la patologia del bazo.

La anemia

De las anemias, las hemoliticas y carenciales suelen
tener expresién clinica y analitica bien definida y sue-
len ser féciles de identificar y tratar. Conviene tener
en cuenta la existencia de anemias pluricausales, que
requieren su identificacién. Conviene recordar que la
mayoria de los pacientes con niveles bajos de B, en

suero no tienen anemia, ni macrocitosis, ni neuropatia,
y no requieren tratamiento con vitamina B, ; se trata de
niveles bajos de esta sustancia, esptreos, que no escon-
den ninguna enfermedad®.

La anemia que se asocia a procesos inflamatorios cré-
nicos (infecciosos o no) o tumorales suele caracterizarse
por déficit moderado de hierro sérico, con saturacién de
transferrina normal o baja y ferritina normal o alta. Su
incidencia es altisima, a corta distancia de la ferropéni-
ca. En su mecanismo parece influir el aumento de sinte-
sis hepatica de hepcidina mediado por ciertas citocinas,
que bloquea la funcién de la ferroportina e impide el
trafico de hierro entre compartimentos, dificultando
la absorcién intestinal y la disponibilidad de Fe para
eritropoyesis. El tratamiento de la enfermedad causal
cura este tipo de anemia pero, si ello no es posible, lo
cual es frecuente, la eritropoyetina, sola o combinada
con ferroterapia, puede producir mejoria muy signifi-
cativa. Es conocido que el 30% de los casos de anemia
del anciano queda sin identificacién del mecanismo:
es probable que también sea una anemia emparentada
con la inflamatoria. Suele ser de escasa gravedad, pero
en personas con edad avanzada o pluripatologia puede
tener repercusion clinica. Su tratamiento, también con
eritropoyetina asociada o no a hierro oral o parenteral,
debe adecuarse al grado de repercusién clinica en cada
paciente concreto.

Mucho maés frecuente de lo comtinmente admitido,
es la anemia ferropénica refractaria a hierro oral, tam-
bién conocida como IRIDA (iron refractory iron deficiency
anemia). Existe una forma rara de IRIDA, congénita,
causada por la mutacién TMPRSS6, que provoca defi-
ciencia de matriptasa-2 y aumento de hepcidina, que
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a su vez frena el transporte de hierro entre comparti-
mentos. Otras formas de IRIDA mucho mads frecuentes
son provocadas por causas adquiridas, como gastrecto-
mia, diferentes formas de cirugia bariatrica, infeccién
por H. Pylori, enfermedad celiaca, gastritis autoinmune
y enfermedad inflamatoria intestinal. La eritropoyetina
actuaria a través de la matriptasa-2 para frenar la pro-
duccién de hepcidina y, combinada con hierro oral o
intravenoso, puede mejorar a muchos pacientes®®.

Poliglobulia

La causa mas frecuente de poliglobulia es la hipoxemia
crénica, sea por insuficiencia respiratoria o por shunt
arteriovenoso, y estd mediada por sobreproduccién
fisiol6gica de eritropoyetina. No suele ser causa de
consulta con hematologia, salvo para la indicacién de
sangrias: no existen criterios validados para establecer
en qué nivel de hematocrito o de hemoglobina (Hb)
es bueno para estos pacientes realizar sangrias, puesto
que la poliglobulia no deja de ser un mecanismo de
adaptacién a la hipoxia. En mi opinién, esta decisién
debe ser tomada de forma compartida por el hema-
télogo y el neumdlogo o por el hematdlogo y el car-
didlogo, y con vigilancia muy estricta para tratar de
calibrar el beneficio percibido por el paciente e intentar
establecer en qué nivel de Hb se encuentra mds con-
fortable.

La poliglobulia secundaria a sobreproduccién patolé-
gica de eritropoyetina es muy infrecuente y suele aso-
ciarse a alteraciones del sistema excretor de los rifiones
(hidronefrosis) o a secrecién de eritropoyetina por tu-
mores (renales, sistema nervioso central —-SNC-, etc.).
Su tratamiento consiste en eliminar el tumor responsa-
ble y, cuando ello no es posible, hacer sangrias tratando
de mantener la tasa de Hb en niveles normales.

No debe olvidarse que los pacientes que reciben tra-
tamiento crénico con andrégenos (orales, parenterales
o transcutaneos) pueden desarrollar poliglobulia con
Hb de 19-20 g/dL. La supresién del farmaco resuelve el
problema en pocas semanas.

Leucopenia

Valorar si se acompafia de trombopenia y/o anemia.
Si se trata leucopenia aislada, valorar si es preferente-
mente de neutrdfilos o de linfocitos. Tener en cuenta
que la mayoria de las leucopenias son moderadas y no
requieren tratamiento, aunque si conviene que sean
explicadas para completar el diagnéstico del paciente.
Las neutropenias severas (< 500/pL) son menos gra-
ves si se acompaflan de monocitosis, especialmente si
la suma de ambos es superior a 500. La administra-
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cién de estimulantes de granulopoyesis no suele ser
necesaria y ha de tenerse en cuenta que, si funcionan,
su efecto es muy transitorio. La neutropenia primaria
crénica puede cursar con niveles muy bajos de neutré-
filos, pero no hay que empenarse en elevarlos a toda
costa si no se acompafnan de verdadera alta inciden-
cia de infecciones bacterianas o aftas orales de repe-
ticién y debe recordarse que, con frecuencia, se aso-
cia a enfermedades autoinmunes que pueden cursar
con episodios febriles no infecciosos que se controlan
bien con antitérmicos. La linfopenia es peor conocida,
pero tener cifras muy bajas de linfocitos CD4 se puede
acompanar de inmunodeficiencia T y requerir profi-
laxis antiinfecciosa, especialmente contra virus herpes
y levaduras.

Leucocitosis

La leucocitosis, muy conocida por la mayoria de los
médicos como sugerente de infeccidn, si es neutrofilica
suele ser por infeccién bacteriana, fingica o por pro-
tozoos. Conviene recordar que hay neutrofilias persis-
tentes y con cifras superiores a 15.000/pL, asociadas a
inflamacién no infecciosa, tumores, tabaquismo, gesta-
cién o tratamientos con glucocorticoides administrados
por casi cualquier via (oral, parenteral o inhalada). El
examen microscépico del frotis de SP es obligado para
interpretar estos casos.

Si la leucocitosis es de predominio linfocitico, con
anomalias morfoldgicas (linfocitos activados, células
linfomonocitoides), suele tratarse de infecciones vira-
les y, en caso contrario, conviene demostrar o excluir
clonalidad.

Trombopenia y pseudotrombopenia

El hallazgo de trombopenia no conocida previamen-
te, en pacientes asintomaticos, obliga al laboratorio
de hematologia a descartar pseudotrombopenia,
relacionada o no con los tubos de EDTA, sin que tenga
que ser solicitado por otros colegas. Para ello, convie-
ne revisar el frotis en busca de agregados plaquetarios,
hacer recuentos plaquetarios precoces y tardios y re-
petirlos en sangre anticoagulada con citrato sédico. La
asociacién de trombopenia con hepatopatia y espleno-
megalia ha de ser conocida y debe prestarse especial
atencién al soporte transfusional intensivo en torno a
eventuales intervenciones quirtrgicas.

La mayoria de las demds trombopenias suele ser se-
guida por los hematdlogos, que conocen bien los pro-
cedimientos obligados de diagnéstico y los criterios de
seguimiento, asi como el momento en que es necesario
iniciar el tratamiento.
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Trombocitosis

La mayoria de las trombocitosis que se ven en la prac-
tica clinica son secundarias o reactivas. Dos estudios
publicados en 1994 recogieron como reactivas el 82 y el
70%, auténomas (neoplasia mieloproliferativa crénica
-NMPC- o sindrome mielodisplasico -SMD-) el 14 y
el 22% y mixtas o indeterminadas el 4 y el 8%, res-
pectivamente. Las causas de las reactivas, por orden de
frecuencia, son: infeccién, cirugia, cancer, hemorragia,
esplenectomia o hipoesplenia y anemia ferropénica, y
parece que en su patogenia estd implicada la liberacién
de trombopoyetina o de IL-6. La trombocitosis casi
siempre desaparece cuando se resuelve la circunstan-
cia que la provocé y, en el caso de la esplenectomia, se
atenda al cabo de meses o afios. Estd bien comprobado
que el peligro de trombosis, hemorragia o fenémenos
vasomotores (cefaleas, trastornos visuales, eritromelal-
gia, etc.) en las trombocitosis reactivas es mucho menor
que en las asociadas a NMPC vy, por ello, casi nunca
requieren tratamiento antiagregante ni anticoagulante.
La trombocitosis reactiva no contraindica cirugia ni exi-
ge preparacién especial. De todas formas, es pruden-
te recordar que algunas trombocitosis aparentemente
secundarias al final resultan siendo diagnosticadas de
NMPC con toda su expresién clinica y bioldgica (esple-
nomegalia, mutaciones, etc.).

Gammapatias monoclonales

Dos aspectos merecen ser destacados en este apartado.
En primer lugar, la existencia de gammapatias mono-
clonales de significado indeterminado (GMSI) de “bajo
riesgo” que son identificadas facilmente: se consideran
de bajo riesgo los pacientes con componente monoclo-
nal IgG < 1,5 g/dL y ratio normal de cadenas ligeras
libres en suero. En ellos, el riesgo de trasformacién en
mieloma es inferior a 5% en un plazo de 20 afios y no
requieren seguimiento hematolégico. Los demads pa-
cientes deben ser revisados cada 1-2 afios, con hema-
timetria, cuantificacién de componente M en sangre y
orina, creatinina y calcio sérico. En aquellos con ratio
anormal de cadenas ligeras libres y/o proteinuria en
rango nefrético y/o NT-proBNP elevada sin otra justi-
ficacién, la vigilancia debe ser mas estrecha. En cual-
quier caso, es importante detectar los siguientes datos
clinicos: dolor 6seo, sintomas constitucionales (fiebre,
pérdida de peso y sudor nocturno), sintomas neurolé-
gicos, hemorragias, macroglosia, miocardiopatia, apari-
cién de adenopatias, hepatomegalia y esplenomegalia,
anemia, creatinina elevada o hipercalcemia. La apari-
cién de alguna de estas alteraciones debe ser motivo de
reconsiderar el diagnéstico inicial y plantear una posi-
ble evolucién a mieloma, enfermedad de Waldenstrom,
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amiloidosis, otros sindromes linfoproliferativos y otros
tumores.

Es importante recordar que en aquellos pacientes que
tengan sintomas neurolégicos o insuficiencia renal po-
tencialmente relacionados con la GMSI, o miocardio-
patia sin causa justificada, aunque no tengan mieloma
o sindrome linfoproliferativo, deben discutirse conjun-
tamente con nefrélogos, cardiélogos o neurdlogos para
refinar el diagnéstico inicial y valorar el posible benefi-
cio de tratamiento antiproliferativo o plasmaféresis.

Diatesis hemorragicas sistémicas y focales

Una historia clinica realizada con cuidado y un buen
laboratorio de hemostasia permiten explicar bien el
mecanismo y dirigir el tratamiento de la mayoria de las
diatesis hemorragicas sistémicas.

Las hemorragias focales desafian con relativa frecuen-
cia a los hematdlogos. Algunas mujeres, durante el em-
barazo, sufren epistaxis frecuentes y a veces abundan-
tes que tienen relacién con cambios microvasculares de
la mucosa nasal, que desaparecen tras el parto. Existen
angiodisplasias de mucosa digestiva, en pacientes de
edad avanzada, que sangran reiteradamente y con fre-
cuencia creciente y que no se resuelven con cauteriza-
cién local, que incluso puede ser perjudicial; en ellos,
conviene descartar la existencia de estenosis adrtica
severa que condiciona sangrado debido a 2 fenémenos
independientes: a) cambios de presién y dilatacién de
vasos de pequefio calibre en mucosa de estémago o
intestino; y b) despolimerizacién de factor de von Wi-
llebrand (VW) provocado por el choque constante de
la molécula VW con la valvula estenosada, que facilita
el sangrado”. Ambos problemas se resuelven mediante
sustitucién de la vélvula enferma.

Sindromes sistémicos potencialmente
causantes de alteraciones hematologicas

Existen una serie de sindromes de naturaleza infec-
ciosa, inflamatoria o autoinmune en los que aparecen
alteraciones hematoldgicas y son causa frecuente de
consulta. Algunos son frecuentes, como el sindrome
metabdlico, el sindrome inflamatorio sistémico, la
sepsis y el shock, y otros, aunque infrecuentes, son
importantes por su potencial evolucién dramdtica que
compromete rapidamente la vida de los pacientes y
obliga a diferentes especialistas a ser muy activos en su
manejo diagndstico y terapéutico, ya que, si se trabaja
rdpida y coordinadamente, se puede reducir la morta-
lidad de forma muy significativa: se pueden agrupar
bajo el epigrafe de microangiopatia tromboética
(MAT) y tienen en comdn su gravedad, rapidamente
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progresiva, manifestaciones renales, neuroldgicas, he-
matoldgicas y metabdlicas y, aunque cada uno tiene
peculiaridades patogenéticas y clinicas propias, tienen
similitudes de expresién clinica y de respuesta a tra-
tamientos emparentados: sindrome antifosfolipido
catastrofico (SAFC), purpura trombética trombo-
citopénica (PTT), sindrome urémico hemolitico
(SUH), sindrome HELLP (hemolisis microangio-
patica, elevated liver enzymes'y low platelets), coa-
gulacién intravascular diseminada (CID) y trom-
bopenia inducida por heparina (TTH). Por eso, es
una excelente idea agruparlos como ha hecho recien-
temente. I. Rodriguez Pinté, del Grupo de Enferme-
dades Autoinmunes del Hospital Clinic de Barcelona,
en una excelente publicacién felizmente integradora.
Finalmente, el sindrome hemofagocitico o linfo-
histiocitosis hemofagocitica puede incluirse en este
apartado.

Conviene estar familiarizados con estos sindromes no
siempre bien definidos y que a lo largo de los afos se
han ido depurando pero que, incluso ahora, no son
aceptados por muchos autores y que cada cierto tiempo
se refina su definicién. En realidad, son asociaciones de
circunstancias etiolégicas y clinicas que, sin ser verda-
deras enfermedades, se asocian y causan repercusiones
concretas, muchas de las cuales son de tipo hematol6-
gico.

Existen varias definiciones de este sindrome. La mds re-
ciente, de 2005, conocida como NCEP (National Educa-
tion Cholesterol Program), incluye a aquellos pacientes
con 3 o mas de las siguientes caracteristicas: hiperglu-
cemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, au-
mento de perimetro abdominal (> 102 cm en hombres
y > 88 cm en mujeres) e hipertension arterial. Se trata

de una situacién proinflamatoria y protrombética con
niveles elevados de PCR, IL-6 e inhibidor de activador
de plasminégeno (PAI)-1, que condiciona riesgo cardio-
vascular, diabetes de tipo I, esteatosis hepatica, riesgo
de colangiocarcinoma, insuficiencia renal, ovario poli-
quistico, hiperuricemia y trastornos del suefio. Varias
consecuencias hematolégicas han sido relacionadas
con este sindrome, pero de ellas, por ser frecuente y no
siempre obvia, debe destacarse la sobrecarga férrica dis-
metabdlica (DIOS, dysmetabolic iron overload syndrome),
que se acompafa de aumento de citocinas (TNF-alfa,
IL-1 e IL-6), adipocinas (leptina, resistina) y hepcidina.
Todo ello trae como consecuencia anemia por malab-
sorcién de hierro y por alteracién del trafico de este
metal entre diferentes compartimentos. La ferroterapia
oral suele ser poco eficaz y con frecuencia se producen
buenas respuestas tras Fe intravenoso asociado o no a
eritropoyetina®.

El concepto de sindrome séptico (sepsis) surge de la
concurrencia, en pacientes individualizados, de alte-
raciones fisiolégicas, patoldgicas y quimicas inducidas
por infeccién. El SIRS (systemic inflammatory response
syndrome), la sepsis y el shock séptico son 3 niveles de
gravedad. Los intensivistas e internistas lo miden con
un score (SOFA: Sequential —Sepsis-Related— Organ
Failure Assessment Score) que incluye varios pardme-
tros “protagonistas”: respiracién (PaO,/FiO, mmHg),
coagulacién (cifra de plaquetas), higado (bilirrubina
sérica), cardiovascular (presién arterial media), esta-
do mental (Glasgow) y fallo renal (nivel de creatini-
na y diuresis) (Tabla 2)®. Su utilidad consiste en que
identifica situaciones clinicas aparentemente dispares,
frecuentes en medicina intensiva, de origen infeccio-
so/inflamatorio, que cuantifica el riesgo de mortali-
dad en funcién de los puntos del score que acumule.
Actualmente, se sabe que este sindrome tiene 3 on-
das de mortalidad, una que tiene su maximo en los
primeros 10 dias, la segunda entre el dia 20 y el 30

Tabla 2. Score SOFA (Sequential -Sepsis-Related- Organ Failure Assessment Score'®

Sistema 0 1 2 3 4
Pa0,/Fi0, > 400 <400 <300 <200 <100
Plaquetas 103/uL > 150 <150 <100 <50 <20
Bilirrubina mg/dL <12 1,2-1,9 2-5,9 6-11.9 >12

TA media mmHg 10 <70 dobuamna | cpneina <01 | epmefina > 0.1
Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Creat./Diuresis 1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5
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Tabla 3. Seleccion de test para diagnéstico de MAT, SAFC y TIH*®

Microscopia del frotis de SP
Radiografia de térax

Examen de fondo de ojo

Actividad y anticuerpos ADAMTS13
Coprocultivo

Anticuerpos antifosfolipido

Aspirado/Biopsia de médula 6sea

PET

Anticuerpos: anti-HPF4, DNA, Sm, RNP y FL
Biopsia de tejido afectado

Complemento, factor H, factor B y factor |
Coagulacion: TR TTPA, D-dimero, fibrindgeno

y la tercera entre el primer y el tercer afio siguientes
al episodio inicial®. Con frecuencia, estos pacientes
muestran manifestaciones hematolégicas, en ocasio-
nes graves, que afectan a la cifra de leucocitos (leuco-
penia o leucocitosis), trombopenia, anemia, trastornos
de la coagulacién y predisposicién a complicaciones
trombéticas. Por otro lado, muchos pacientes presen-
tan alteraciones inmunoldgicas, tanto de inmunodefi-
ciencia como por hiperrespuesta inmune. Finalmente,
estos pacientes requieren frecuentemente terapia de
soporte hematolégico y de prevencién de trombosis y,
en los Ultimos afios, se insiste en el posible beneficio
que puede tener la aplicacién de formacos inmunomo-
duladores, como la administracién de GM-CSE, que
parece reducir la mortalidad, la estancia hospitalaria
y el tiempo de ventilacién mecénica que necesitan los
pacientes®?.

La MAT es un sindrome clinico y analitico que puede
ser hereditario o adquirido, afectar a ninos o adultos, de
comienzo repentino o gradual, que se caracteriza por
la existencia de anemia hemolitica microangiopatica,
trombopenia y lesiéon de 1 o mds 6rganos dependiente
de trombosis arteriolar o capilar’?. Criterios dispares
de etiologia, patogenia y enfermedades asociadas han
permitido establecer agrupaciones de pacientes con li-
mites no bien definidos pero que son bien conocidos
por los hematdlogos: SAFC, PTT, SUH, HELLP, CID y
TIH®. Su diagnéstico de sospecha depende mucho de
la sagacidad del clinico responsable y de que en el la-
boratorio de hematologia exista una vigilancia estrecha
de las alarmas de la hematimetria rutinaria que avisen
de la obligada revisién microscépica del frotis de SP
sospechoso de MAT. Silos datos clinicos y microscépi-
cos son sugerentes, se tendrd que poner en marcha una
bateria diagndstica completa (Tabla 3) y, cuanto mas
pronto se disponga de estos datos, antes se establecerd
un diagnéstico y un tratamiento con bases racionales.
Ha de tenerse muy en cuenta que estos sindromes tie-
nen una alta tasa de mortalidad y que con frecuencia
evolucionan hacia un empeoramiento acelerado que,
si no se interrumpe precozmente, alcanza una grave-
dad irreversible e insensible a las medidas terapéuticas
disponibles. El tratamiento se adaptard a la situacién
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de cada paciente: ocasionalmente, basta con la admi-
nistracién de glucocorticoides pero, con frecuencia,
es necesario cambiar o afladir anticoagulante, realizar
plasmaféresis, administrar gammaglobulina intrave-
nosa o inmunomoduladores (rituximab, eculizumab o
caplacizumab)®*19.

Es un sindrome descontrolado de activacién inmune
que, en muchos casos, tiene un componente familiar/
genético, poco frecuente, pero que estd aumentando
(inexplicablemente) tanto en nifilos como en adultos en
los dltimos afios. Las claves diagnésticas son: a) clini-
cas (fiebre y esplenomegalia); b) bioquimicas (aumento
de triglicéridos y ferritina y descenso de fibrinégeno);
y c) citolégicas (bi- o tricitopenia, hemofagocitosis en
médula ésea, disminucién de células NK y aumento
de células CD25 en SP). Puede ser idiopatico, pero con
frecuencia se asocia a enfermedades autoinmunes, tu-
mores malignos (hematoldgico o no) o infeccién (virus,
bacterias o protozoos). Ademds del tratamiento de la
enfermedad asociada, requiere una terapia especifica,
con etopdsido, dexametasona y tacrolimis. En casos
refractarios o recidivantes, se debe valorar el trasplante
alogénico de médula ésea®.
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Introduccion

El desarrollo de la tecnologia de secuenciacién de nueva
generacion (next generation sequencing, NGS) esta permi-
tiendo el acceso al diagnédstico por secuencia en los la-
boratorios clinicos, facilitando numerosas aplicaciones
que tiene la secuenciacién del genoma en muchas pa-
tologias®. El crecimiento exponencial de la capacidad
para secuenciar el ADN®@ ha mejorado la comprensién
de la variacién genética del ser humano y la identifica-
cién de miles de variantes que pueden afectar a su salud.
Es de esperar que el avance de la tecnologia genémica
y su conocimiento permitan su integracién en practica
clinica. En hematologia, la NGS permite abordar gran
numero de entidades, tanto benignas como malignas,
en las que llevar a cabo estudios que ayuden en el diag-
néstico, la evaluacién prondstica y la monitorizacién
de nuestros pacientes, e incluso permitan la orientacién
terapéutica directa. Por otro lado, la NGS va a competir
de forma directa con otras metodologias plenamente
instauradas en los laboratorios clinicos (fluorescence in
situ hybridization —FISH—, secuenciacién Sanger...) a las
que, con el tiempo, podria desplazar si se cumplen las
expectativas y se consolidan las ventajas que esta meto-
dologia promete aportar. La aplicacién de estas nuevas
tecnologias a individuos y poblaciones ofrece una opor-
tunidad sin precedentes para identificar y caracterizar
variantes funcionales del ADN humano en una gran
diversidad genémica. A continuacién, revisaremos los
fundamentos de la variacién del ADN y los enfoques
habituales de secuenciacién, enfatizando la aplicacién
de la tecnologia NGS en nuestra especialidad.

Aspectos generales del ADN

El ADN es un polimero largo de doble cadena com-
puesto de 4 nucleétidos que forman pares de bases
complementarias (pb) entre si: adenina (A) con timina
(T), y guanina (G) con citosina (C). Al conectar el ex-
tremo 5’ al 37 (en referencia al quinto y tercer carbonos
de la desoxirribosa), estos 4 nucleétidos constituyen los
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ladrillos que construyen el ADN. EI ADN esta organi-
zado en grandes moléculas lineales, altamente estruc-
turadas, que forman los cromosomas. La regulacién de
su funcién se basa en su organizacién fisica y proteinas
asociadas, que configuran la cromatina. Los genes son
las regiones de ADN que codifican las proteinas. Las
regiones codificantes de las proteinas se definen por la
presencia de exones, leidos 5" a 3’, compuestos de tri-
pletes de nucleétidos (codones), cada uno especificando
un aminoacido o una sefal de terminacién de la tra-
duccién. Los tramos de ADN sin codificacién proteica
entre los exones son los intrones. Los sitios de empalme
marcan los limites exén-intrén y regulan la escisiéon de
los intrones del ARN mensajero.

Hay muchos elementos en el ADN que no codifican
pero regulan la expresién génica. Los promotores, que
se encuentran inmediatamente por encima de los genes,
son imprescindibles para su transcripcién. Los regula-
dores del ADN, que aumentan o reprimen la expresién
génica, suelen estar cerca de (o dentro de) intrones de
genes estructurales, pero también puede estar a gran
distancia. Algunos pueden controlar grandes regiones
gendmicas, con muchos genes, como la globina®. Ade-
mas, hay numerosas regiones del ADN que transcriben
ARN funcionales no codificantes, como ARN de trans-
ferencia, ARN ribosémico y micro-ARN. Se puede mo-
dificar quimicamente los nucleétidos del ADN de forma
reversible (por ejemplo, metilacién) y afectar a los ele-
mentos que influyen en la expresién durante el desarro-
llo o0 en un tejido concreto, como ocurre en la impronta
genética o en la diferenciacién celular® (Figura 1).

El ADN es una molécula que cambia constantemen-
te. Se replica en cada mitosis y se recombina y segrega
con cada meiosis. Aunque los procesos de replicacién
del ADN son muy fieles, no son perfectos, ni pueden
serlo®. Por tanto, aunque raro, es inevitable que durante
la copia o la unién de extremos libres, se produzcan va-
riaciones del ADN. También se pueden producir errores
del ADN durante la reparacién de ADN dafiado por ex-
posicién ambiental a un exceso de radiaciones ionizan-
tes, ultravioleta —-UV- o agentes quimicos. Los procesos
de reparacién de ADN dafiado generalmente son menos
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Figura 1. Avances en secuenciacidn de alta capacidad. SOLID® es una plataforma de Applied Biosystems; lon
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Figura 2. Tipos de variaciones del ADN. A: variantes de nucledtido tinico (SNV): sustitucion de una base, mientras
que la insercion o delecion (indel) afecta a varios nucledtidos; B: variaciones estructurales (por lo general afectan
a > 1.000 pb): incluyen grandes indels, inversiones, duplicaciones y variaciones del nimero de copias (CNV).
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fieles que la replicacién del ADN®.
Se cree que esta permisividad es ne-
cesaria para posibilitar la reparacién
funcional de genomas producidos a
partir de un ADN molde corrupto
sin que el proceso de reparacién se
interrumpa, pero puede dar lugar a
dafios con variaciones adquiridas en
el ADN. Estas variaciones se acumu-
lan a medida que el tiempo avanza
durante generaciones (variacién de
la linea germinal) o dentro de un
mismo individuo a lo largo de mu-
chas divisiones celulares (variacién
somadtica). La gran mayoria de las va-
riantes de ADN no causan ninguna
variacién fenotipica. Sin embargo,
algunas variantes si son funcionales
y pueden alterar el fenotipo.
Cualquier diferencia en la secuen-
cia de ADN en comparacién con
una secuencia de referencia comuin
se considera una variante de ADN
(Figura 2). El tipo mas simple de
variacién del ADN es el cambio
de un solo nucleétido, conocido
como “variante de nucleétido Uni-
co” (single nucleotide variation, SNV).
Cuando una SNV es frecuente en la
poblacién (> 1%), se considera un
“polimorfismo de nucleétido Gnico”
(single nucleotide polymorphism, SNP).
Otro tipo de variacién del ADN es
la insercién o delecién (conocido
como indel) de un tramo de nucleé-
tidos. Las variantes estructurales
(por lo general > 1.000 pb) son va-
riantes de ADN que incluyen indels
grandes, asi como reordenamien-
tos mas complejos del ADN, tales
como inversiones (un trozo de ADN
se corta, gira y reempalma) y tras-
locaciones (2 regiones gendmicas
distantes se unen). Las variaciones
del nimero de copias (copy number
variation, CNV) son un tipo de varia-
cién estructural producido por la ga-
nancia o pérdida de toda una regién
de ADN por delecién o duplicacién.
Todas las variaciones del ADN
pueden modificar la expresién o la
funcién de los genes. Las SNV pue-
den alterar la traduccién en aminoa-
cidos al dejar sin sentido un codén
(con sentido perdido, missense), crear
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un codén de STOP (sin sentido, nonsense), o alterar los
sitios de empalme. Las SNV también pueden afectar a
la funcién de genes al variar la secuencia de promoto-
res, elementos reguladores o ARN no codificantes. Los
indels pueden alterar el marco de lectura al cambiar re-
gistros de codones y crear nuevas secuencias de aminoa-
cidos hacia abajo. Silos indels son muy grandes, pueden
destruir genes completos, afectar a regiones genémicas
enteras o alterar la estructura de la cromatina. Las in-
versiones y traslocaciones alteran los genes de origen
y pueden dar lugar a genes y/o elementos reguladores
nuevos. Finalmente, las CNV, que se traducen en pérdi-
das o ganancias de copias completas de ADN funcional,
pueden afectar al fenotipo a través de un efecto de dosis
genética diferencial. Por tanto, cualquier tipo de variante
del ADN puede afectar a su funcién y todos los tipos de
variantes de ADN han sido implicados en enfermedad.

Tecnologias de secuenciacion de ADN

Era presecuenciacion

En la era pregendmica se utilizaron varias tecnologias
para identificar alteraciones genéticas asociadas a enfer-
medad (citogenética, FISH) o alelos de susceptibilidad
(andlisis de variaciones del ADN basados en estudios
de relaciones familiares —microsatélites— o en genoti-
pado de ciertos genes en individuos no emparentados
—analisis de polimorfismos de longitud, fragmentos de
restriccién, PCR alelo especifica-).

La finalizacién del Proyecto Genoma Humano® y el
desarrollo de arrays de marcadores genémicos con mul-
tiples SNP permitié6 mejorar el disefio de los estudios
de asociacién genética de trazado complejo (Figura 2).
Estos avances tecnolégicos han permitido buscar po-
limorfismos frecuentes en el genoma humano que se
pueden asociar con ciertos rasgos clinicamente relevan-
tes, marcando el comienzo de la era de los estudios de
asociacién de genoma completo (genome wide association
studies, GWAS). En el disefio GWAS, se estudiaron mu-
chos sitios variables por todo el genoma humano con
respecto a su asociacién con fenotipos cuantitativos o
cualitativos, directa o indirectamente (por desequilibrio
de unién). Aunque muchas de las variantes genéticas
que se encontraron asociadas a funciones hematologi-
cas se encuentran dentro o cerca de genes que se sabia
que participan en la etiologia de la enfermedad o fisio-
logia hematica, la evaluacién GWAS ha llevado al des-
cubrimiento de Joci antes desconocidos que se asocian
con cambios en la patobiologia®. La hibridacién gené-
mica comparada (CGH) ha permitido comparar el ADN
de muestras y controles mediante marcaje y cohibrida-
cién, encontrando CNV asociadas a enfermedades®.
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El GWAS generalmente ha testado variantes comu-
nes del ADN, en general no codificantes, identificando
muchos loci nuevos relacionados con hematologia. Sin
embargo, es probable que variantes raras del ADN, par-
ticularmente las que estan dentro de la secuencia codi-
ficante, también contribuyan a la variabilidad poblacio-
nal interindividual en fisiologia y patologia hematica.
Los recientes avances de la tecnologia de secuenciacién
de ADN de nueva generacién permitirdn la deteccién
integral de variantes raras del ADN.

Secuenciacion de primera generacion

Siempre se ha querido secuenciar el ADN para hacer
un andlisis genético correcto, ya que sélo la secuencia
puede proporcionar el genotipo en cada posicién®. De
hecho, la secuenciacién capilar fluorescente, conocida
como Sanger, sigue siendo uno de los pilares en el ana-
lisis rdpido de cualquier regién pequena en unas cuan-
tas muestras’. En ella, primero se amplifica por PCR
la regién de interés a partir del genoma. Al amplicén
resultante se le ahaden nucleétidos estdndar (A, C, G,
T) y una mezcla de terminadores, nucleétidos modifi-
cados marcados cada uno con un fluoréforo diferente
(dideoxinucleétidos, big dye terminators...). Desde el
cebador inicial, la polimerasa va sintetizando el ADN,
copiando el molde e incorporando terminadores mar-
cados al azar. Al incorporar un terminador, la extensién
se detiene de tal manera que se genera una escalera de
productos de diferente tamafo en los que cada uno ter-
mina con una base marcada. Este paso se repite como
enla PCR, dando origen a muchas copias de productos,
permitiendo su deteccién gracias a la base marcada que
finaliza el fragmento. Al someter la escalera resultante
a una electroforesis capilar de alta resolucién, capaz de
detectar diferencias de una sola base, se va detectando
la fluorescencia del terminador en cada fragmento mas
corto al més largo, identificando la secuencia del frag-
mento de ADN que queriamos conocer (Figura 3), con
un tamafo de hasta 800 pb. La secuenciacién Sanger si-
gue siendo el estandar de oro para conocer la secuencia
del ADN, sobre todo en situaciones de diagnédstico. Por
tanto, esta tecnologia sigue siendo de uso comun, aun-
que las tecnologias de mayor rendimiento ya se estan
integrando en los laboratorios clinicos.

Secuenciacion de nueva generacion

El desarrollo de la secuenciacién de nueva generacién
(NGS) ha cambiado la amplitud del analisis genético hu-
mano y reducido los costes de la secuenciacién de un
genoma®?. Hoy en dia serfa posible llegar a secuenciar
todo el exoma (sélo regiones codificantes: whole exome
sequencing, WES) o el genoma (codificante y no codifi-
cante: whole exome sequencing, WGS) durante la evalua-
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Figura 3. Secuenciacidn de 1.2 gene-
racion y tecnologias gendmicas por aso-
ciacion. A: representacion esquematica
de la secuenciacion Sanger: electrofero-
grama que muestra una heterocigosidad
para T/C en la posicion Y; B: figura de

la matriz de genotipado por SNP (SNP
array) que muestra la deteccidn de la
hibridacion diferencial (verde -AA- o roja
-BB- para homacigotos, amarillo para
heterocigotos -AB-) del ADN marcado;
C: representacion de resultados de la
matriz de datos. En GWAS, se utiliza el
Manhattan Plot para resumir un gran
numero de valores de p, representado por
coordenadas gendmicas (cromosomas)
en el eje X y por el logaritmo negativo
del valor de P para cada SNP en el gje Y.
El'umbral de significacion estadistica se

A Sanger Sequencing
TTGTTATCCGCTCAYAATTCCACACAAC
B SNP Array
o
ol

situa en el valor 2log de P (linea disconti-
nua). Los SNP con valores significativos
Bwi K aparecen por encima de la linea (en
tp"i‘ﬂ‘?f;fri rojo); D: matriz de CGH, para ver ganan-
' ‘ cias y pérdidas de ADN que se dan como
un cociente y representacion respecto al

genoma. Este ejemplo muestra la pérdida
de una region respecto a la referencia.

cién clinica de un paciente. Elegir entre exoma o genoma
dependeria en Ultima instancia del precio, de modo que
a dia de hoy se prefiere el WES al WGS, ya que al no
necesitar el ADN no codificante es mucho maés barato,
aunque esto puede cambiar en el futuro. No obstante,
hoy por hoy se prefiere utilizar paneles de genes diana,
en cuya optimizacién cada vez se trabaja mas.

Preparacion de la muestra y construccion de bibliotecas

Se trata de preparar un grupo de fragmentos de ADN
listo para ser secuenciado, como hojas escritas aisla-
das que hay que leer; de ahi su nombre /ibrary en in-
glés y que se suele traducir como libreria, aunque es
mds correcto decir biblioteca. En la aplicacién clinica
de la NGS éste es el paso mds importante para utilizar
correctamente la tecnologia, ya que es aqui donde se
decide qué se quiere secuenciar: todo, unas pocas veces
(80x, 50x, 100x — WES, WGS), mucho, muchas ve-
ces (300x%, 1.000%, 5.000x — secuenciacién dirigida por
paneles de captura o amplicones), o poco, muchisimas
veces (10°x, 10’x — amplicones de una regién pequena
de alto interés, enfermedad minima residual ~-EMR-).
Ante ello consideraremos primero varios pasos basicos
que son comunes a todos los métodos de secuenciacién
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masiva paralela (Figura 4)*2. El primer paso es generar

una biblioteca de la muestra: ADN genémico o ARN
convertido en ADN (cADN). La calidad de la bibliote-
ca es fundamental en la eficiencia de la determinacién
de la secuencia. Lo primero es fragmentar fisicamente
el ADN, aunque también se puede hacer quimicamen-
te de una forma mads sencilla, con transposasas, en un
proceso de se denomina tagmentacion, ya que ademas
de fragmentar el ADN se le incluyen identificadores o
adaptadores?. El rendimiento de la NGS se ha incre-
mentado hasta el punto de que se pueden secuenciar
muestras de diferentes individuos en la misma carrera
insertando secuencias conocidas durante la construc-
cién de la biblioteca que luego actiian como cédigos de
barras que identifican a cada individuo una vez que se
conocen las secuencias completas. Una alternativa para
generar bibliotecas de ADN para NGS es mediante PCR
multiple, que estd muy estandarizada para ciertas apli-
caciones.

Amplificacion
Tras preparar la biblioteca, sus moléculas son ampli-

ficadas para generar suficientes copias que garanticen
una deteccién robusta. La amplificacién es uno de los
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Figura 4. Esquema de una forma de secuenciacion de nueva generacion (NGS). El proceso se inicia mediante la fragmentacidn aleatoria del ADN gendmico (o de cADN) en
fragmentos cortos (longitud de unos cientos de bp). Luego se afiaden oligonucledtidos vinculantes a los fragmentos para generar una biblioteca in vitro. Las bibliotecas se intro-
ducen en un portaobjetos con canales de flujo que contienen en su superficie oligonucledtidos complementarios vinculos de las bibliotecas. Al hibridar la biblioteca se adjuntan
millones de moléculas individuales en ubicaciones concretas del porta. A continuacion, se lleva a cabo un PCR in situ que amplifica los fragmentos individuales de la biblioteca
en grupos. Tras ello, se procede a dejar los productos en cadena simple y sintetizar la cadena complementaria de nucledtidos marcados de tipo terminador. En cada ciclo la ADN
polimerasa afade a cada cluster una tnica base y se lee (imagen final). En el siguiente ciclo se elimina el fluordforo y se permite afadir un nuevo nucledtido unico y se vuelve a
leer. Es decir, se van haciendo extensiones de una base en una base. Cada ciclo se repite unas 100 veces desde un extremo de la molécula y 100 veces de la otra (100 = 2).

pasos en los que se producen sesgos, ya que disminuye  ven al menos 2 veces. Por tanto, es necesaria una mayor
la cobertura de secuencia para algunas regiones, como  profundidad (300x o mads) en las lecturas Gnicas cuando
aquellas ricas en GC donde hay promotores y exones  se estan explorando muestras heterogéneas, como ocu-
iniciales, introduciendo errores antes de la secuencia-  rre en el cancer®!). Este aspecto se convierte en algo
cién. Los errores que se producen durante el proceso  relativo en hematologia, donde con frecuencia se utili-
de copia son aleatorios y su presencia hace que cada  zan muestras leucémicas o muestras seleccionadas, en
lectura sea menos precisa. Estos errores generalmente  las que la muestra es mucho mas homogénea.

no son detectados como variantes, ya que la secuencia

final se determina en Gltima instancia por consenso de Secuenciacion

muchas lecturas individuales, que son lecturas distin-

guibles por su posicién genémica, secuencia y/o longi- ~ Hay varios formatos y quimica utilizados en NGS. Mu-
tud Unicas. Sin embargo, cuando se desean detecciones chos utilizan fluorescencia de una forma similar a la se-
de bajo nivel, como ocurre al secuenciar el tumores s6- cuenciacién Sanger. La deteccién de las secuencias por
lidos, que dan ADN mezcla de distintas poblaciones, NGS se realiza en canales, camaras, nanopocillos o en
los errores introducidos durante la amplificacion deben  nanobolas ensambladas. Lo que varia sustancialmente
ser considerados. Por eso, para dar mayor confianza a la entre plataformas es el método utilizado para obtener
variante observada y estar seguro de que estd realmente  la secuencia. Una de las tecnologias mds usadas (Illu-
presente y no es un artefacto del proceso, las variantes mina®) utiliza la secuenciacién reversible con marcaje
tumorales de bajo nivel sélo se consideran cuando se terminador’. En este sistema, las moléculas de la bi-
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blioteca son capturadas en un canal y cada una de ellas
se amplifica para generar un pequenio grupo (cluster).
A continuacién, la ADN polimerasa y los 4 colorantes
terminadores se hacen fluir a través del canal, lo que
resulta en la adicién de una base fluorescente para cada
claster. La lectura de la fluorescencia identifica la base
incorporada en cada uno de los cientos de millones de
grupos que se encuentran en el canal. Una vez leido, se
invierte el flujo de reactivos en el canal para eliminar
el fluoréforo y reparar el nucleétido, dejando la base
lista para incorporar otro nuevo. Este proceso constitu-
ye un ciclo, que se repite a continuacién. Tipicamente
se leen secuencias de 75-100 pb para cada agrupacion,
aunque es posible leer longitudes de 50 a 300 pb. Una
carrera entera con multiples canales puede generar unos
600 gigabases (Gb) de secuencia en unos 11 dias. Con
las nuevas actualizaciones se pueden leer 120 Gb en
27 horas, o lo que es lo mismo, un genoma diario com-
pleto (WGS) con una cobertura ~30x. Hay otros siste-
mas de secuencia gendémica completa que no usan la
secuenciacién por sintesis, que es la que hemos visto, o
no usan luz para hacer las lecturas.

Otras plataformas de secuenciacion de nueva generacion
y secuenciacion de tercera generacion

Hay otras plataformas NGS disponibles y algunas mas
en desarrollo®. Algunas tienen capacidad suficiente
para secuenciar un exoma y en general todas son ca-
paces de secuenciar paneles de genes especificos o el
ARN. El Ion Torrent® (Life Technologies) es la tnica que
se basa en su capacidad para detectar minimos cam-
bios de pH que tienen lugar al afadir una base un mo-
mento puntual®. El 454® (Roche) detecta la adicién de
una base por la generacién de un pirofosfato?. Otra
plataforma es la de Pacific Biosciences, que mide la in-
corporacién de una base fluorescente a moléculas indi-
viduales en tiempo real®. Aunque el rendimiento no
es tan alto como el de otras plataformas, puede llegar
a leer hasta 25 kilobases (Kb) de longitud y detectar di-
rectamente la metilacién del ADN. Esta capacidad de
lectura tan larga es muy ventajosa cuando se secuencian
regiones muy complejas del genoma humano. También
se pueden intentar secuenciaciones de una sola molécu-
la, donde se pretenden longitudes de lectura muy larga,
aunque por ahora sélo es un area de desarrollo activo
de la tecnologia. Por ejemplo, en la secuenciacién con
Nanopore®'® las moléculas individuales de ADN van
pasando por un estrecho poro y permiten la deteccién
de cada base en tiempo real, ofreciendo el potencial de
generar lecturas tan largas como una molécula. Si bien
esta y otras plataformas son sélo promesas de futuro,
las tecnologias NGS existentes también estan trabajan-
do hacia lecturas mds largas que permiten mejorar el
ensamblaje de secuencias individuales del genoma y la
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deteccién de variantes dificiles, tales como inserciones
y deleciones grandes y variantes estructurales.

Ensamblaje de la secuencia

Una vez que lee la secuencia generada por una platafor-
ma NGS, ésta debe ser ensamblada y alineada frente a
una secuencia de referencia humana que servird como
un andamio donde colocar la lectura. Para ello, se utili-
za una indexacién rapida que encuentre la mejor coin-
cidencia y tenga en cuenta los errores y variantes de
lecturas. Aunque esta forma de encaje no es perfecta,
es eficaz y rapida para montar las enormes cantidades
de datos de la NGS. De hecho, la mayoria del genoma
(~90%) se puede asignar de forma fiable con este en-
foque.

No todas las variantes genémicas estan representadas
en la secuencia de referencia y las secuenciaciones de
lectura corta pueden plantear problemas de ensambla-
je. Los indels grandes son particularmente dificiles, asi
como las variaciones estructurales, ya que no pueden
ensamblarse con la alineacién simple frente a la secuen-
cia de referencia. Se precisan nuevas herramientas para
identificar y caracterizar estas variantes emergentes,
como anadir otras secuencias al montaje y/o usar al-
goritmos alternativos®. Los genes con homologia (se-
cuencias muy similares) plantean muchos problemas
cuando la secuencia es corta, ya que se leen fragmen-
tos muy similares procedentes de genes diferentes. La
lectura del otro extremo del mismo fragmento (paired-
end) permite resolver problemas de este tipo. El uso de
enfoques hibridos para secuenciar y montar el genoma
también puede mejorar el ensamblaje mediante com-
binacién de tecnologias de lecturas cortas y largas o el
ensamblaje molecular de lecturas cortas dentro de otras
mas largas®. Por otro lado, el uso de ensamblaje de se-
cuencias de novo, que construye secuencias sin referen-
cia y/o la aplicacién de nuevos enfoques para resolver
haplotipos, podria también mejorar nuestra capacidad
de analizar estas regiones tan dificiles.

Deteccién de variantes

Una vez acoplado el ADN, se buscan variantes en los
datos. Al principio de la NGS, las variantes se identifica-
ban al contar el nimero de veces que aparecian en una
lectura por encima de un umbral establecido. Por ejem-
plo, si una regién tenia 30 lecturas superpuestas y 15 se
leen como C en la posicién 1y 15 como T en la misma
posicién, la lectura completa serfa considerada como un
variante heterocigética C/T, ya que cada haplotipo debe
estar representado igualitariamente si los datos se consi-
guieron de manera no sesgada. Dado que en la realidad
las lecturas obtenidas si que pueden estar sesgadas, hay
que tenerlo en cuenta durante el andlisis de los datos.
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La precisién para detectar SNV es muy alta para la
mayoria de las plataformas de NGS, pero atn hay va-
riaciones significativas entre las plataformas debido a
que los perfiles de error y los esquemas de decodifica-
cién son diferentes. Los indels (pequefios y grandes)
y las CNV son problemadticos tanto en especificidad
como sensibilidad. Se estan aplicando nuevos sistemas
de aprendizaje estadistico y de mdquina para hallar va-
riantes y buscar los genotipos de forma mads precisa y
reproducible. Muchos nuevos algoritmos pueden aho-
ra jugar con diferentes tipos de variantes, incluyendo
indels y CNV. Los paneles dirigidos de secuenciacién
que ya se usan en cancer permiten una cobertura de
secuencia mas profunda para cada base, aumentando la
sensibilidad y la especificidad para identificar variantes
nuevas. También se estdn desarrollando nuevos enfo-
ques para identificar mutaciones somaticas presentes a
bajo nivel en la muestra.

Por lo tanto, la capacidad para buscar variantes es ya
muy buena para algunos tipos de variantes, como la
SNV, aunque atn quedan desafios importantes, como
la busqueda de las variantes mds grandes. El rapido rit-
mo de desarrollo de la metodologia promete una mayor
sensibilidad y especificidad para identificar variaciones
muy complejas mediante NGS en un futuro préximo,
aunque ya hay realidades concretas que permiten su
uso diagnéstico directo® 7).

Aplicaciones de la secuenciacion de nueva
generacion en hematologia

A aplicar la NGS a gran escala en genética humana atn
estamos aprendiendo. La secuenciacién del exoma hu-
mano y grandes paneles dirigidos ha revelado que el
nivel de variaciones raras en el genoma humano es ma-
yor de lo esperado®. La NGS también ha confirmado
que las variantes mas raras en la poblacién humana son
los ancestros mds jovenes y probablemente los mas no-
civos. Estos hallazgos han estimulado el desarrollo test
de alto rendimiento para resecuenciar genes en miles de
muestras con los mismos métodos de captura que se han
aplicado con éxito en WES. Simplificar e incrementar la
rentabilidad es un drea clave en el desarrollo de la tecno-
logia. Un ejemplo tipico es la PCR mdltiple para amplifi-
car cientos, incluso miles, de dianas en una sola reaccién.
Esto, combinado con muchos cédigos, permite secuen-
ciar cientos de muestras y miles de regiones. Ya hay sis-
temas como sondas de inversién molecular moleculares
que ofrecen nuevas formas de avanzar en NGS y facilitar
la secuenciacién de los miles de individuos, algo necesa-
rio para descubrir variantes raras en genética humana.
En resumen, la gran expansién de nuestro conoci-
miento del genoma humano gracias a los rdpidos avan-
ces tecnoldgicos en las tecnologias de secuenciacién del
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ADN ha llevado a la identificacién de variantes genéti-
cas responsables de cientos de enfermedades. En hema-
tologia esto puede aplicarse a varios campos que, por
motivos de conveniencia, resumiremos en 4 apartados:
hematologia benigna, coagulacién, neoplasias mieloi-
des y neoplasias linfoides.

Aplicaciones de la secuenciacion de nueva generacion en
hematologia benigna

Los avances en la secuenciacién del ADN que hemos
visto antes se pueden aplicar, entre otros, a los trastor-
nos hematoldgicos benignos, incluyendo los que afec-
tan a la serie roja, neutrdfilos y otras lineas hematopo-
yéticas?’. Las aplicaciones en este campo son tantas
que se escapan a una revisién exhaustiva, pero a conti-
nuacién se proporcionan ejemplos relevantes de cémo
se puede utilizar este enfoque para diagnosticar enfer-
medades, descubrir nuevos genes relevantes y estudiar
situaciones de riesgo complejas. En este campo, la NGS
ya ha pasado de ser una promesa a tener un impacto
relevante en la atencién clinica.

Simplificacion del diagnéstico de enfermedades

Como hemos dicho, cuando disponemos de la NGS
para afrontar utilidades diagnésticas podemos hacerlo
secuenciando fragmentos limitados de ADN muchas
veces (miles, millones de veces) o secuenciando mucho
ADN menos veces (30, 50, 100, 300 veces). En este se-
gundo apartado tenemos la WGS y la WES, que nos
permiten abordar todo el genoma de un individuo para
llegar al diagnédstico de un trastorno general. Asi, esta
aproximacién es una excelente herramienta para iden-
tificar mutaciones causantes de enfermedades monogé-
nicas, especialmente en trastornos con herencia rece-
siva o dominante, o mutaciones de novo que afectan a
todo un individuo (ADN germinal). Los trastornos que
se benefician especialmente del uso del WES/WGS son
aquellos que tienen una gran variabilidad genotipica,
es decir, aquellos en los que hay muchos genes cuya
mutacién puede conducir al mismo fenotipo clinico y/o
donde el loci genético de interés es muy grande y la se-
cuenciacién tradicional no puede abarcar un campo tan
amplio. En hematologia, los ejemplos mas tipicos son la
anemia de Fanconi (AF), la neuroacantocitosis (NA) y la
anemia de Diamond-Blackfan (ADB).

La AF es una insuficiencia medular heterogénea con
predisposicién al cancer. Los individuos afectados tie-
nen una reparacién defectuosa del ADN y suelen tener
anomalias congénitas asociadas@?. Generalmente de
herencia autosémica recesiva, se habian descrito hasta
15 genes acusantes de AE El uso de WES permite detec-
tar mutaciones en estos genes y ademads ha identificado
varios genes nuevos asociados a la AF®?. Por ejemplo,
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el gen XRCC2% homodlogo de RAD51, que actda en
la via de reparacién homéloga del ADN, en el que se
han encontrado mutaciones que truncan su producto®.
Algo parecido puede decirse de la NA, donde hay maés
de 5 loci responsables de las distintas manifestaciones
de la enfermedad®.

De este modo, el WES puede ser una herramienta
muy Util para obtener un diagndstico preciso especial-
mente cuando hay fenotipos complejos, como en casos
raros de asociaciones (por ejemplo, un caso de albinis-
mo oculocutdneo asociado a neutropenia congénita,
que se confundia con sindrome Hermansky-Pudlak)®.

Descubrimiento de nuevos de genes responsables de
enfermedades

En muchos trastornos hematolégicos la etiologia gené-
tica sigue siendo desconocida. La WES nos da la opor-
tunidad de definir y ampliar el espectro de mutaciones
que causan una enfermedad en particular. El ejemplo
tipico aqui es la ADB, anemia hipoplésica caracteriza-
da por reduccién tanto de hematies maduros como de
sus progenitores. El 50-70% de los casos se atribuye a
mutaciones en genes de hasta 10 proteinas ribosomales
diferentes. Con NGS dirigida a las proteinas ribosomales
(hasta 80 diferentes) se pueden diagnosticar el 88% de
los casos®®?, pero aun se escapan algunos casos. En éstos,
el WES es la alternativa al diagnédstico, que ademas pue-
de encontrar nuevas vias para justificar la enfermedad,
como las alteraciones del gen GATA{ encontradas en
algunos casos®. Es interesante destacar que este descu-
brimiento ha dado pie a entender mejor otras entidades
como anemias diseritropoyéticas, talasemias, porfiria
eritropoyética y macrotrombocitopenia, donde se han
encontrado mutaciones con sentido perdido en el gen
GATA1.

Otro ejemplo ilustrativo es la anemia ferropénica re-
fractaria a hierro (IRIDA); es una anemia microcitica
hipocrémica de herencia autosémica recesiva que no
responde a suplementos orales de hierro y lo hace len-
tamente al hierro parenteral®”. Mediante secuenciacién
dirigida se identificaron mutaciones el gen TAIPRSS6,
una serina proteasa transmembrana con un papel criti-
co en la regulacién negativa de la hepcidina, que luego
se han confirmado en estudios con WES.

Y asi podriamos seguir hasta varios cientos de genes
cuyas mutaciones han sido identificadas mediante WES
como causantes de enfermedades mendelianas, mu-
chas de ellas hematoldgicas (esferocitosis hereditaria,
neutropenia congénita, mielofibrosis infantil prima-
ria...) y que, desde una orientacién fenotipica, hoy son
accesibles a un diagnéstico preciso que ayude tanto en
la orientacién terapéutica como en el consejo genético
de los pacientes y sus familiares®. Es importante hacer
un buen balance de la metodologia diagnéstica, ya que
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en muchos casos resulta mas rentable, incluso desde
el punto de vista econémico, hacer una NGS que una
secuenciacién convencional. Por ejemplo, si estamos
examinando a un joven con sospecha de neutropenia
congénita, uno podria centrarse primero en el analisis
de genes ya conocidos en esta patologia como ELANE,
HAX1, CXCR4, WAS, SBDS, GFl1, G6PC3, GATAZ y
VPS45. No obstante, tal nimero de genes puede resultar
excesivo para una secuenciacién Sanger, pero un WES
podria ser hoy atn excesivo. Lo mas razonable podria
ser una NGS con un panel dirigido y dejar el WES para
aquellos casos en los que las mutaciones no son iden-
tificadas, siempre y cuando la informacién fenotipica,
familiar y de laboratorio indique una alta probabilidad
de causa genética para la enfermedad®.

Estudio genético de los factores de riesgo complejos

Los estudios de GWAS han mostrado de forma pertinaz,
con algunas excepciones, que las variantes poblacionales
frecuentes tienen efectos fenotipicos modestos, y a me-
nudo requieren decenas o cientos de miles de pacientes
para tener poder estadistico suficiente en la deteccién de
asociaciones significativas®. Asi, se ha puesto de ma-
nifiesto que, en la mayoria de las enfermedades, las va-
riantes frecuentes s6lo explican una pequefia fraccién de
riesgo genético, a menudo irrelevante desde el punto de
vista clinico. Baste como ejemplo lo que ha sucedido con
una variacién que inicialmente se pensé altamente valio-
sa como del FVL, cuyo valor actual estd muy debatido®.

No obstante, sigue habiendo ejemplos que demues-
tran una potencial utilidad de los estudios genéticos
como factores de riesgo en enfermedades complejas
(hipertensién, hipertrigliceridemia y colesterol). En
hematologia también hay algunos ejemplos. Asi, la se-
cuenciacién de genes candidatos cerca de loci relacio-
nados con la hemoglobina fetal (HbF) descubrié que
algunas variantes raras en MYB (locus 6q23) se asocian
con niveles de HbF®Y. También por GWAS se descu-
brié que algunas variantes de AIPL se asocian con ma-
yor numero de plaquetas o LCT con mayor recuento
de leucocitos. Esos estudios ayudan a mejorar el co-
nocimiento de la funcionalidad genética, pero por aho-
ra el nimero de sujetos necesarios para validar estos
estudios es insuficiente, en especial porque por ahora
las bases de datos de referencia son insuficientes y, en
tanto no hay suficiente nimero de sujetos evaluados
por WES, es posible que haya variantes frecuentes atn
no bien conocidas.

Analisis de la secuencia genomica en
coagulopatias congénitas

Los genes que codifican las proteinas de los factores de
la coagulacién fueron de los primeros genes humanos
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caracterizados hace ya mas de 25 anos®?. Desde enton-
ces, se ha progresado mucho para aplicar esta informa-
cién a los 2 trastornos de la coagulacién hereditarios
maés comunes, las hemofilias A y B (HA y HB). En estos
trastornos ligados al cromosoma X, la caracterizacién
genética de las mutaciones causantes ya se ha incor-
porado a la asistencia y la informacién genética se usa
para estratificar el riesgo de complicaciones por el tra-
tamiento. Ya hay bases de datos electrénicas con mas
de 2.100 mutaciones distintas para HA y mas de 1.100
para la HB, por lo que son las enfermedades heredita-
rias mejor caracterizadas. Por el contrario, la experien-
cia en trastornos de la coagulacién poco comunes esta
poco avanzada. Es aqui donde la tecnologia NGS est4
proporcionado la oportunidad de confirmar el diagnés-
tico. También se han identificado nuevos Joci mutados
en trastornos plaquetarios hereditarios, con hallazgos
que ya se estan aplicando al diagnéstico genético de
estas enfermedades. Ademads, en la investigacién de pa-
cientes con fenotipos hemorragicos sin diagnéstico ge-
nético, las estrategias de WGS pueden facilitar no sélo
el diagnéstico, sino la identificacién de genes relevantes
en la hemostasia que antes no eran conocidos.

Para una revisién en la que se pretende repasar la
utilidad traslacional de la NGS, dividiremos los tras-
tornos hemorragicos en 3 grupos: los mas frecuentes
como HA, HB y enfermedad de von Willebrand (EvW),
las deficiencias raras de la coagulacién y los trastornos
plaquetarios hereditarios.

Hemofilias A y By enfermedad de von Willebrand

En la hemofilia, el andlisis molecular sigue siendo la
Unica férmula para proporcionar un diagnéstico preci-
so, que supere la variabilidad y la incoherencia de algu-
nos datos proporcionados por métodos basados en la
cuantificacién de factores de coagulacién® En clinica, la
identificacién de las mutaciones causantes de la hemo-
filia tiene 2 propésitos: el diagndstico definitivo tanto
prenatal como del estado de la portadora y la estimacién
del riesgo de desarrollo de anticuerpos inhibidores del
factor sustitutivo®. Hasta ahora, los enfoques diagnos-
ticos se basaban en secuenciaciones parciales o de gran-
des regiones de ADN que para la secuenciacién Sanger
se antojan muy complejas. Asi, se estan desarrollando
nuevos algoritmos de diagnéstico que incluyen la NGS
y permiten identificar la variante genética etioldgica en
el 99% de los sujetos, ya sean afectados o portadoras®.
La inclusién de la NGS en el algoritmo cldsico permite
mejorar el diagnéstico molecular en términos de veloci-
dad y coste, asi como en eficiencia. Ello se debe a que
los resultados clésicos (http://www.factorviii-db.org/
statistics.html.php) impiden descubrir la mutacién res-
ponsable en el 2-5% de los pacientes con HA grave y
hasta en el 10% en los casos leves a moderados®®. Por
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el contrario, las nuevas aproximaciones con NGS detec-
tan practicamente todas las variantes patégenas tanto en
HA como HB. Ademas, los casos sin diagnéstico pueden
abrir nuevas vias de estudio como WGS o de estudios de
mecanismos postranscripcionales?.

Es frecuente ademads que este tipo de estudios permi-
ta la identificacién de nuevas variantes, incluyendo la
deteccién de regiones de alta frecuencia mutacional in-
dependientes de la herencia, es decir, de riesgo de apa-
ricién de hemofilias de novo. El andlisis molecular puede
predecir el riesgo de desarrollar inhibidores®” no sélo
en casos severos®. Esto también apunta a la necesidad
de hacer un estudio mutacional en pacientes con HA
leve a moderada, ya que una mutacién especifica puede
definir el riesgo de desarrollar inhibidores y exigir un
seguimiento mas intensivo.

Por otro lado, las nuevas estrategias permiten diferen-
ciar el entre EvW de tipo 2N y HA leves a moderadas,
algo crucial para un buen asesoramiento genético y una
terapia correcta®), ya que el analisis simultdneo de los
genes del I8 y el factor de von Willebrand (FvW) ayu-
da a clasificar mejor a los pacientes. Ademas, se pue-
den identificar variantes intrénicas que justifiquen la
ausencia de variantes en regiones codificantes, como
la variante ¢.1010-842G > A, que afecta al 7.° intrén
en varios pacientes no relacionados y es extremada-
mente infrecuente en bases de datos publicas (http://
www.1000genomes.org/)®.

El gen del FvW (VWE) fue clonado un ano después del
gen del FVIIL. Aligual que el gen del F'8, es muy grande
(178 Kb, 52 exones), pero la secuencia de VWF es muy
polimorfica (> 300 SNP) y el analisis de su secuencia se
complica por la presencia de un pseudogén parcial en
el cromosoma 2240, El andlisis genético de la EvW no
estd indicado salvo casos en los que el resultado podria
cambiar el manejo terapéutico del paciente. Por ejem-
plo, para identificar grandes deleciones en pacientes de
tipo 3 que tienen un gran riesgo de desarrollar anticuer-
pos neutralizantes y reacciones anafilacticas, o como
diagnéstico prenatal de estos tipos tan graves.

En subtipos como el VWD en los que las pruebas fe-
notipicas son dificiles, los resultados de andlisis genéti-
cos por lo general sélo sirven para afadir complejidad
al reto diagnéstico.

Deficiencias raras de factores de la coagulacion

Estas deficiencias (rare bleeding disorders, RBD) son
trastornos autosémicos recesivos que incluyen las de-
ficiencias hereditarias de factores como fibrinégeno,
factor (F) II, FV, EVII, EX, FXI, EXIII, la deficiencia com-
binada de factores dependientes de la vitamina K y la
deficiencia combinada de FV y FVIII®?. Las RBD consti-
tuyen el 3-5% de las deficiencias hereditarias de la coa-
gulacién, con una prevalencia que va del 1/500.000 del
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FVII al 1/2.000.000 del FXIII. Las mas frecuentes son la
del VII 'y la del XI, que son el 30% de todas las RBD. Las
delII, V + VIII y FXIII son las mas raras, siendo del 1 al
6% de todas las comunicadas por la European Network
of RBD.

Las mutaciones mas frecuentes son las missense, que
son el 50-80% de todas las identificadas, salvo las
variantes LMANT1, donde lo maés frecuente son inser-
ciones y deleciones (50%). Por contra, las inserciones/
deleciones representan el 20-30% de las variantes de
los genes de fibrindgeno, FV, MCFD2 y FXIII, y el 15%
del resto de las mutaciones de los demads genes de la
coagulacién. Las variantes de splicing y las mutaciones
sin sentido son el 5-15%. La rareza de estas anomalias
las hace especialmente atractivas para un andlisis ge-
nético profundo que permita identificar y diagnosticar
correctamente el trastorno y definir bien la enfermedad.
Para ello, se impone el empleo de una secuenciacién
por NGS que permita secuenciar el gen diana, o mejor
atn, una WES o WGS que permita no sélo identificar
presuntas anomalias de la secuencia en el gen proble-
ma, sino en otros puntos que justifiquen alteraciones
pre- o postranscripcionales en los que puede radicar el
mecanismo patogénico, como ocurre en los defectos
combinados (FV + FVIIl y de proteinas dependientes de
la vitamina K) donde hay defectos en el transporte in-
tracelular de factores o en las enzimas encargadas de la
actividad postranscripcional de la vitamina K.

Trombopatias hereditarias

El papel central de las plaquetas en la hemostasia hace
que cualquier variacién genotipica que les afecte pue-
da dar lugar a alteraciones fenotipicas y enfermedad
por sangrado o por trombosis™). La variacién fenotipi-
ca resultante puede dar lugar a casos raros con gran-
des defectos o casos frecuentes con efectos pequenos.
Las variantes raras serfan mutaciones claves en genes
como los de los receptores plaquetarios (integrinas ollb
—ITGA2B- 0 B3 -ITGB3—, causantes de trombastenia de
Glanzmann). Por el contrario, las variantes comunes,
como SNP, no son capaces de producir anomalias feno-
tipicas visibles, pero si se podrian favorecer efectos acu-
mulativos o sinérgicos de multiples SNP en genes claves
pudiendo alterar la capacidad de respuesta plaquetaria
ante diversos agonistas o inhibidores.

Variantes comunes con efectos pequenos

Desde hace varias décadas se acepta que la capacidad
de respuesta plaquetaria a 1 o mds agonistas varia en
funcién de la herencia y varios estudios de microarrays
han mostrado genes candidatos (GPé, ITGA2, P2Y12,
ADRA2A y CYP2C19) para explicarlo®. Sin embargo,
estos resultados no han sido reproducidos por la falta de

|27 |

un Unico fenotipo reproducible que represente la fun-
cién plaquetaria, el escaso nimero de sujetos estudiados
o el conocimiento incompleto actual de la genética.

Se estd impulsando el desarrollo de una base de da-
tos global con NGS para descifrar exomas y genomas
completos de cientos de miles de donantes de raza di-
versa con el fin de disponer de una secuencia humana
completa®. Ello ayudara a saber si estos polimorfismos
son o no realmente utiles para descifrar la patologia que
pueda surgir de los polimorfismos genéticos en la fun-
cién plaquetaria.

Variantes raras con grandes efectos

Hoy en dia se han caracterizado varios trastornos de la
funcién plaquetaria con origen paucigénico e incluso
monogénico. Hasta ahora, no todas estas variantes ge-
néticas se identificaban y validaban, ya que no siempre
se encontraban evidencias para encontrar alteraciones
en genes candidatos. El empleo de NGS ya ha permiti-
do pasar pagina y facilitar enormemente el diagndstico
de estos casos, al permitir un andlisis molecular de gran
numero de genes. Ya se ha demostrado que el uso de pa-
neles dirigidos como el de ThromboGenomics® permite
el diagndstico preciso de este tipo de patologias®®. En
este estudio, se secuenciaron 300 muestras de 260 suje-
tos no relacionados con 4 grupos: 1) seguro, conocido,
con fenotipo y genotipo conocidos (n = 159); 2) seguro,
sospechado, con fenotipo conocido y genotipo desco-
nocido (n = 61); 3) incierto (n = 76), con fenotipos con
anomalias de laboratorio pero que no podian ser inclui-
dos en un RBD conocido debido; y 4) parientes no afec-
tados, posibles portadores. En el grupo 1, la plataforma
encontrd todas las anomalias genéticas con un impresio-
nante 100% de sensibilidad y especificidad. En el grupo
sospechado, llegé al diagndstico de nada menos que 56
de 61 sujetos, incluyendo pacientes con trombastenia de
Glanzmann (n = 4), sindrome de Bernard-Soulier (n = 1),
sindrome de Hermansky-Pudlak (n = 9), anomalia de
May-Hegglin (n = 4) y deficiencias de factores (n = 26).
Ademas, en el grupo “incierto” se detectaron anomalias
genéticas con poca sensibilidad (10,5%), por lo que en
estos casos se imponen otras estrategias de diagnosti-
co, entre las que la secuenciacién del genoma completo
puede ser una opcién. Este tipo de estrategias también
estan disponibles en nuestro pais“.

De este modo, la iniciativa del proyecto ThromboGe-
nomics® (http://haemgen.haem.cam.ac.uk/), promovida
por la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemosta-
sia, ha permitido introducir un enfoque genémico en el
diagnéstico de los trastornos hereditarios de la coagula-
cién cumpliendo varios objetivos gracias a la NGS: des-
cubrir nuevos genes relevantes en este campo, desarrollar
una adecuada base de datos de referencia y probar que
la NGS facilita el diagnéstico de este tipo de trastornos.
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Aplicaciones de la genomica en hemopatias malignas
mieloides

Las neoplasias mieloides son trastornos clonales de la
médula 6sea que afectan a la célula hematopoyética
troncal y a su diferenciacién produciendo manifestacio-
nes clinicopatoldgicas diversas. Las lesiones genémicas
somaticas recurrentes mds frecuentes han sido am-
pliamente caracterizadas en su mayoria, revelando un
papel central para mutaciones especificas que dirigen
caracteristicas biolégicas propias“?. Hay otros mecanis-
mos de patogénesis, como los que afectan al genoma
no codificante, al epigenoma o al microambiente me-
dular, pero se escapan de esta revision.

El estudio genémico de las neoplasias mieloides ha
revelado varios principios basicos®: 1) las mutaciones
afectan a un conjunto central de vias celulares, a me-
nudo relacionadas entre si, que incluyen transcripcién,
seflalizacién y empalme de ARN, asi como respues-
ta al dafo del ADN; 2) las alteraciones epigenémicas
que caracterizan a las neoplasias mieloides se deben,
al menos en parte, a mutaciones genéticas en los mo-
dificadores epigenéticos; 3) algunas mutaciones causan
inestabilidad genética y promueven la adquisicién de
mas lesiones genéticas; y 4) la adquisicién secuencial
de alteraciones genéticas permite el desarrollo de varios
subclones genéticamente relacionados durante la evo-
lucién de la enfermedad.

Mutaciones somdticas recurrentes en vias biologicas
especificas

Las mutaciones somadticas son de baja frecuencia en las
células progenitoras hematopoyéticas (CPH), pero si se
producen durante la replicacién del ADN normal. La
mayoria de las mutaciones son corregidas rdpidamente
por los mecanismos de reparacién del ADN;, pero las
que persisten se propagan durante la autorrenovacion.
Cada CPH acumula ~0,13 mutaciones somaéticas cada
afo, lo que significa que, a los 60 afios, cada CPH habra
acumulado unas 8 mutaciones que pueden alterar la se-
cuencia proteica?. En una célula con capacidad de au-
torrenovacion, cualquier alteracién genética que causa
ventaja selectiva en relacién con otras células autorre-
novables dard lugar a dominancia clonal. En las neopla-
sias mieloides, tales mutaciones se ven de forma recu-
rrente en un pequeflo grupo de genes y se denominan
mutaciones “conductoras”. Otras en cambio no tienen
ningn impacto en la dominancia, no son recurrentes o
no aparecen en genes relevantes: se denominan muta-
ciones “pasajeras”. Si una mutacién somatica aparece
en un gen particular con una frecuencia mayor de la
que cabria esperar segln la frecuencia general, ello es
una evidencia genética de su papel etiopatogénico. En
las neoplasias mieloides esto afecta a pocos genes. Asi,
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tras una exhaustiva caracterizacién, en la leucemia agu-
da mieloide (LAM) apenas hay 13 genes que aparecen
mutados en méas del 5% de los casos (DNMT3A, FLT3,
NPM1, IDH1, IDH2, CEBPA, RUNX1, ASLX1, U2AF1,
EZH2, TET2, KMT2A-PTD y TP53)**) aunque a ellos
hay que afiadir los genes involucrados en traslocacio-
nes y grandes deleciones o inserciones, que hasta ahora
no eran accesibles al estudio por NGS y que hoy ya se
pueden analizar por esta via. Hay clases de genes bien
conocidas que estan alteradas en enfermedades mieloi-
des malignas como efectores de vias de sehalizacién de
las cinasas, receptores de citocinas y reguladores de la
transcripcién de las CPH y funcién de las células proge-
nitoras conocida.

Todos ellos han sido clasificados en hasta 8 categorias
funcionales®:

1. Genes de sefalizacién de receptores tirosina cinasa
de clase III, como FLT3: confieren una ventaja prolife-
rativa a través de la via de sefnalizacién RAS-RAF, JAK-
STAT, y PISK-AKT.

2. Genes de factores de transcripcién mieloide
(RUNXT1) y reordenamientos que fusionan factores de
transcripcién, tales como t(8;21)(q22; g22); RUNX1-
RUNX1TH1: provocan desregulacién de la transcripcién
y diferenciacién hematopoyética deficiente.

3. Gen de la nucleofosmina (NPA11), que codifica una
proteina de ida y vuelta nucleocitopldsmica multifun-
cional; sus mutaciones dan como resultado una locali-
zacién citoplasmatica aberrante tanto de NP1 como
de las proteinas que interaccionan con ella.

4. Genes del spliceosoma, como SRSF2, SF3B1,
U2AF1 y ZRSR2, involucrados en la desregulacién del
procesamiento del ARN.

5. Genes del complejo de la cohesina, como STAG2
y RAD21, cuyas mutaciones ponen en peligro la segre-
gacién cromosémica precisa y la regulacién transcrip-
cional.

6. Genes implicados en la homeostasis epigenética de
células, tales como ASXL1 y EZH2, que al mutar pro-
vocan desregulacion de la modificacién de la cromatina
(por ejemplo, metilacién de histonas H3 y H2A en los
residuos de lisina K79, K27 y K119, respectivamente),
asi como fusién de genes KMT2A-MLLT3, que pueden
alterar otras metiltransferasas como DOTIL (DOT1-
like, similar a la histona metiltransferasa H3K79).

7. DNMT3A y TET2, asi como IDH1 e IDH2, cuyas
mutaciones, al producir el oncometabolito 2-hidroxi-
glutarato (2HG), pueden desregular la metilaciéon de
ADN.

8. Genes supresores de tumores, tales como TP53,
cuyas mutaciones desregulan la transcripcién y alteran
la degradacién a través de los homélogos de MDM2 y
PTEN murinos.

Resulta ademas interesante destacar el valor pro-
néstico de todas estas anomalias en la evolucién de la
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Figura 5. Espectro y especificidad ontogénica de mutaciones conductoras mieloides en leucemia aguda mieloide (LAM)®?. A: gréfico de mutaciones no sindnimas en genes

individuales, agrupados en categorias (izquierda). Las mutaciones se representan por barras de color y cada columna representa 1 sujeto secuenciado. Los colores reflejan

la especificidad ontogénica de las mutaciones, descrita en B; B: relacion entre genes individuales mutados y definicion clinica de LAM o LAMn, segtin el cociente de proba-
bilidad en una escala log10. Los colores indican los genes con > 95% de especificidad para el LAMs (azul), > 95% de especificidad para la LMA de novo (rojo) 0 < 95% de
especificidad para ambas (amarillo o verde). A la derecha, nimero y frecuencia de casos con mutaciones en cada gen en LAMn y LAMs.

leucemia. Hasta hace poco se consideraban sélo 3 mar-
cadores moleculares (mutaciones de NPA1 y CEBPA
y las duplicaciones en tindem de FLT3) de uso clinico
siguiendo las recomendaciones de la European Leuke-
mia Network (ELN)“. Sin embargo, la reciente publica-
cién de mas de 1.500 pacientes evaluados por NGS con
un gran panel dirigido ha hecho que no sélo se ahadan
nuevos marcadores sino que se planee cambiar comple-
tamente la clasificacion de las LAM®).

Los sindromes mielodisplasicos han sido también
evaluados por NGS para detectar la presencia de mu-
taciones y han arrojado resultados hasta cierto punto
similares a los de las LAM, aunque no del todo®?V. Los
genes mas frecuentemente mutados son SF3B1, TET2,
SRSF2, SRSF2 y ASXL1. Luego les siguen DNMT3A,
RUNX1, U2AF1, ZRSR2, STAG2 y TP53. Lo mas llama-
tivo respecto a la LAM es la casi completa ausencia de
fusiones en los sindromes mielodisplasicos (SMD) y la
diferente frecuencia en deleciones, ya que en SMD son
frecuentes la del(5q) y el cariotipo complejo. También
es interesante destacar que los genes alterados en SMD
se agrupan bastante en 4 vias metabdlicas: splicing (afec-
tada en el 64% de los casos), metilacién del ADN (47 %),
modificacién de la cromatina (28%) y regulacién de la
transcripcién (27 %), seguidas a distancia por recepto-

1291

res de cinasas, cohesién, via de RAS y reparacién del
ADN (< 15% de los casos)®". Se cree que las anomalias
en el splicing o en la metilacién son primarias mientras
que las de modificacién de histonas, factores de trans-
cripcién y vias de sefalizacién son secundarias®. En
cuanto a su valor prondstico, las mutaciones de SF3B1
(~25%) tienen valor prondstico favorable, mientras que
las de TP53 (5-10%) lo tienen desfavorable. También
tiene valor prondstico el nimero de mutaciones que
haya, ya que cuanto mayor sea la proporcién de genes
mutados sobre genes analizados (carga mutacional),
peor es el prondstico.

En el campo de la aplicacién clinica quizds resulta mas
interesante la utilidad de la presencia de estas alteracio-
nes para distinguir entre LAM de novo (LAMn) y LAM
secundaria (LAMs), en especial cuando no hay antece-
dentes de tratamiento leucemégeno o SMD conocido
anterior, pero se sospechan. Hay un estudio que com-
para los datos de mutaciones en 194 pacientes LAMn o
LAMs bien definidos y 105 pacientes con LAM no selec-
cionada®. La presencia de mutaciones en SRSF2, SF3B1,
U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR o STAG2 fue alta-
mente especifica (> 95%) para el diagnéstico de LAMs.
Ademads, se demostré que estas mutaciones se producen
pronto en el desarrollo de la leucemia y a menudo per-
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sisten durante la remisiones. En casos de LAM transfor-
mada desde SMD y en ancianos con LAMn, estas alte-
raciones definen un subtipo que comparte propiedades
clinicopatolégicas con la LAMs, segregando un subgrupo
de pacientes con peores resultados clinicos (menor pro-
porcién de remisién completa, necesidad mds frecuente
de reinduccién y corta supervivencia libre de evento).

Cada céancer es extraordinariamente complejo, con
gran diversidad celular, genética y fenotipica. Al identifi-
car variantes somaticas individuales y enumerar sus fre-
cuencias alélicas, la secuenciacién por NGS permite de-
finir la arquitectura clonal de cada neoplasias e inferir su
evolucién clonal (Figura 5). Si agrupamos las mutaciones
por su frecuencia alélica podemos definir subclones gené-
ticamente distintos del clon progenitor o de los subclones
hermanos. Un clon de progenitores y todos los subclones
derivados comparten varias mutaciones somaticas (pasa-
jeras y conductoras), mientras que los subclones tGnicos
se definen por las variantes ahadidas que se desarrolla-
ron después de la iniciacién del tumor. La secuenciacién
del genoma demostré que la mayoria de las muestras de
LAMn poseen un clon fundador y al menos un subclén
derivado™. La secuenciacién gendémica de los SMD y
LAMs demostraron oligoclonalidad similar, identificando
una media de 2,4 y 3,1 clones, respectivamente®.

Las técnicas unicelulares pueden evaluar la heteroge-
neidad genética mejor que la secuenciacién del tumor
mayoritario®. Sin embargo, esta metodologia ain no
se ha extendido completamente.

Aplicaciones de la genomica en hemopatias malignas
linfoides

Si hay un ejemplo de cambio en el conocimiento de la
patogenia del cancer por la NGS, ése es sin duda el de
las neoplasias linfoides®. Tras los primeros estudios
hechos en unos pocos casos con WGS y WES, han sido
muchos los que han seguido con secuenciacién genémi-
ca completa o dirigida para, del transcriptoma y del epi-
genoma, identificar alteraciones genéticas recurrentes
estructurales y mutaciones de secuencia dirigidas a vias
celulares clave en la leucemia aguda linfoblastica (LAL)
y los linfomas. Cada categoria de enfermedad tiene su
propio paisaje genémico, pero hay varias vias celulares
que estan alteradas en varios subtipos, como la regula-
cién transcripcional de la diferenciacién, la sefalizacién
del receptor de antigeno, la sefializacién tirosina cinasa
y Ras, y las modificaciones epigenéticas, y hay varios
genes que estan mutados en varios tipos tumorales dis-
tintos, en particular TCF3, NOTCH1, MYDS88 y BRAF.
Este conocimiento nos da una mejor comprensién de
la tumorigénesis pero también proporciona nuevos
marcadores de diagnéstico y pronédstico, asi como pis-
tas para el tratamiento. Hay varias alteraciones genéti-
cas que puede ser acometidas intuitivamente con los
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agentes existentes, las lesiones activadoras de cinasas
en LLA de alto riesgo, NOTCH1 en leucemias y linfo-
mas, y BRAF en tricoleucemia. Aunque todo este cono-
cimiento es inabordable para una revisién como ésta,
repasaremos los distintos tipos neoplasicos intentando
sintetizar los hallazgos gendmicos principales.

Leucemia aguda linfoblastica

La LAL comprende varias entidades con distintas alte-
raciones genéticas somaticas, que incluyen aneuploidia,
reordenamientos cromosémicos que desregulan la ex-
presién génica como resultado de la expresién de pro-
teinas de fusién quiméricas, deleciones y ganancias de
ADN y mutaciones®®. Curiosamente, la LAL es una de
las neoplasias con menos mutaciones, ya que la secuen-
cia mutada promedio es de tan sélo 10 a 20 mutaciones
codificantes (1.200 mutaciones totales) en el momento
del diagnéstico y sobre el doble en el momento de la
recaida®). Muchas mutaciones alteran procesos celu-
lares relevantes en los linfocitos, como la regulacién
transcripcional del desarrollo y diferenciacién linfoides,
la regulacién del ciclo celular, la via de TP53-retinoblas-
toma, la sefalizacién del receptor del factor de creci-
miento, RAS, PI3K y JAK-STAT, el metabolismo de los
nucleésidos y la modificacién epigenética. Estos 2 dl-
timos procesos estan frecuentemente alterados en las
recaidas®”.

Las LAL pueden ser de precursores B o T. Con frecuen-
cia, las LAL pediatricas de células B tienen hiperdiploidia
alta (> 50 cromosomas) por ganancias cromosémicas no
aleatorias, con un prondstico excelente. La hipodiploi-
dia (< 44 cromosomas) es poco frecuente (2-3% de los
nifos) y se asocia con mal pronéstico. Cuando es una
hipodiploidia baja (30-39 cromosomas), se asocia con
mutaciones TP53 que suelen ser heredadas, siendo una
manifestacién de sindrome de Li-Fraumeni®®.

Las traslocaciones cromosémicas y reordenamientos
son eventos precoces, posiblemente iniciadores de la
leucemia. Algunos se pueden detectar en muestras de
sangre neonatal anos antes de que aparezcan las ma-
nifestaciones de la leucemia®. Estas traslocaciones y
reordenamientos suelen estar presentes en todas las
células leucémicas y permanecen en la recaida, general-
mente con alteraciones genéticas afadidas®”’. Hay 2 ti-
pos funcionales de traslocaciones: 1) traslada regiones
reguladoras de los oncogenes a zonas de transcripcién
activa, sobreexpresando una proteina intacta como las
traslocaciones que ponen a C-MYC bajo el control de la
cadena pesada de inmunoglobulina ({GH) o ligera (IGK
e IGL)®9; y 2) traslocaciones que yuxtaponen 2 genes y
generan una proteina quimérica con funciones distintas
de las proteinas iniciales, como la fusién ETV6-RUNX1,
que fusiona 2 factores de transcripcién hematopoyéti-
cos, o la fusién BCR-ABL de la t(9;22)¢". Estas fusiones
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son de gran interés por sus implicaciones terapéuticas,
como en el caso de la t(9;22), susceptible de ser tratada
con inhibidores de la tirosina cinasa (ITK).

A excepcién de la leucemia reordenamiento MLL de
los lactantes, cada uno de estos subtipos tiene tipicamen-
te otras muchas alteraciones genéticas. Estas alteraciones
se dirigen comtUnmente a genes que codifican proteinas
implicadas en la sefalizacién celular, supresién tumoral
y diferenciacién linfoide. Los 2 genes diana mas comunes
que rigen el desarrollo linfoide B son PAX5 (mutado en el
35% de los casos de LAL en ninos) e IKZF1 (mutado en
el 15%)®9. Aparte, hay mas de 50 regiones con alteracio-
nes recurrentes en el nimero de copias de ADN, general-
mente deleciones focales limitadas a 1 o a pocos genes
que participan en el desarrollo linfoide (PAXS, IKZF1,
EBF1, LEF1), la supresién tumoral (CDKN2A, CDKN2B,
RB1, TP53), la sefalizacién linfoide (BTLA, CD200 TOX),
la transcripcién y la coactivacion (TBL1XR1, ERG), y la
estructuracién cromatinica y la regulacién epigenética
(CTCF, CREBBP). Varias de estas alteraciones se asocian
con mal prondstico por mayor riesgo de fracaso tera-
péutico y recaida, en particular las supresiones de IKZF1
(lkaros)® vy la delecién o mutacién de CREBBP®. Todas
estas anomalias son accesibles a estudios de NGS, pero
atn no se ha encontrado la mejor forma de aplicarlos.

Caso distinto es la aplicacién de la NGS a los estudios
de EMR gracias a la identificacién de reordenamientos
clonales VDJH o VJL, exclusivos de cada célula tumo-
ral y que, una vez conocidos al diagnéstico, pueden ser
detectados durante la evolucién con una especificidad
del 100% y una sensibilidad de hasta 105-10~ gracias
a una secuenciacion dirigida sobre un tGnico fragmento
con muy alta profundidad (107x-10°x)®. Este tipo de
estrategia es aplicable a todas las neoplasias linfoides
en lugar de la ASO-RQ-PCR convencional, a la que esta
sustituyendo poco a poco, aunque mas rapidamente en
neoplasias maduras respecto a la LAL.

En 2009, 2 grupos diferentes identificaron un subtipo
especial de LAL, denominada BCR-ABL1-like, en algu-
nos nifos y en especial adolescentes, en ausencia de la
traslocacién pero con un GEP parecido al de este tipo
de leucemias, con IZKF1 frecuentemente delecionado y
un prondstico peyorativo®. Supone un 10-15% de las
LAL de ninos y adolescentes, tienen activacién de la via
de tirosina cinasa y casi la mitad tienen reordenamientos
de CRLF2 y con frecuencia alteraciones de JAK1 y JAK2.
Los demads casos suelen tener muchas otras anomalias,
pero en general todos tienen la via de JAK-STAT. Esto
los hace candidatos a tratamientos con ITK, incluso en
ausencia de la t(9;22).

Linfomas

Los estudios gendémicos afianzan la idea de que los lin-
fomas tienen una gran heterogeneidad no sélo clinica,
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sino también molecular, y comprenden una amplia
gama de entidades, incluso dentro de estirpes homogé-
neas como podria pensarse para los linfomas no Hod-
gkin (LNH) de célula B. Hoy en dia ya hay una extensa
literatura que describe perfiles basados en microarrays de
ARN], alteraciones genéticas estructurales y la secuen-
ciacién de genes candidatos. Una revisién extensa de
estas anomalias es inabarcable, pero si podemos dar al-
gunas ideas de interés.

Linfoma difuso de célula grande B

Los estudios de GEP han identificado 3 subtipos de
linfoma difuso de célula grande B (LDCGB) con dis-
tinto perfil y presunto origen celular: célula B activada
(ABC), célula B centro germinal (CG) y el linfoma me-
diastinico primario B (células B de origen timico). Hay
multiples estudios que han utilizado paneles dirigidos,
WGS, WES y el ARNseq para identificar alteraciones
genéticas recurrentes y reordenamientos en estos lin-
fomas®®. Hay que destacar que en los linfomas ABC
hay mds frecuentemente mutaciones en la senalizacién
de BCR (CD79b) y NF-xB (CARD11 y MyD88), mien-
tras que en los linfomas CG son mads frecuentes las de
genes de modificacién de histonas (CREBBP, EP300,
EZH2, MEF2B, MLL2/3). La alta frecuencia de mutacio-
nes en genes modificadores de histonas refuerza su pa-
pel central en la patogénesis de las neoplasias linfoides,
pero también pone de relieve que puede haber distintas
funciones para la misma alteracién en diferentes tumo-
res. Por ejemplo, las mutaciones de CREBBP son pare-
cidas a las de la LAL pero, a diferencia de ellas, aqui se
observan en el clon predominante al diagndstico y pue-
den actuar reduciendo la acetilacién de TP53 y BCL6.
Del mismo modo, aunque EZH2 se encuentra mutada
tanto en LNH® como en LAL, el tipo de alteracién tie-
ne consecuencias funcionales diferentes. En LDCGB y
folicular, la alteracién mds comtn es una mutacién con
sentido perdido en p.Tyr641, que es una mutacién de
incremento de funcidén, que aumenta la trimetilacién
de la lisina 27 de la histona 3 y, con ello, provoca su
represion transcripcional. Por el contrario, las alteracio-
nes EZH2 en LAL pre-T precoz suelen ser deleciones o
mutaciones de secuencia que ocasionan una pérdida de
la funcién y se predice que tienen el efecto contrario.
Hay maés anomalias en el LDCGB. Un estudio con
mas de 40 casos y 13 lineas celulares ha revelado que
el nimero de genes mutados significativamente en esta
entidad asciende a 74, encontrando 40 no informados
previamente, incluyendo algunos interesantes como los
genes receptores (CD70, CD83), genes de receptores
purinérgicos (P2RYS, P2RX5) y receptores acoplados a
proteina G?. No obstante, cada dia se publican mas y
mas datos; asi ocurre con un reciente estudio del gru-
po LYSA que ha desarrollado un panel (Lymphopanel)
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informativo en el 96% de 201 pacientes analizados,
confirmando la subdivisién arriba descrita, ya que los
subtipos ABC, GCB y mediastinico primario son afec-
tados por mutaciones de las vias NF-«xB, modificacién
epigenética y JAK-STAT, respectivamente®. Ademas
encuentran nuevas mutaciones de [TPKB, MFHAS1 y
XPO1 en el mediastinico. Ademads, los pacientes ABC
tratados con R-CHOP y que tenian mutaciones de TIN-
FAIP3 y GNA13 tuvieron un prondstico desfavorable.

Linfoma de células del manto

El linfoma de células del manto (LCM) se caracteriza por
2 hallazgos moleculares relevantes: presencia de células
con poca hipermutacién somatica (SHM) y presencia de
la t(11;14). La primera es una caracteristica propia de una
célula que atin no ha presentado la reaccién folicular y,
por tanto, no ha sufrido el proceso de SHM. No obstante,
hasta el 70% de los linfomas del manto tiene mutaciones
somadticas, pero con menor densidad que la leucemia lin-
focitica crénica (LLC) mutada. Ademads, la seleccién de
segmentos génicos IgH estd notablemente condicionada
(VH4-34 v VH3-21 “no mutados”; VH4-59 y VH3-23
“mutados”). Por ello, en el LCM el reordenamiento mo-
noclonal IgH es una diana facil de detectar tanto para el
diagnédstico como para el seguimiento de la EMR.

Se considera que la t(11;14) aparece en la totalidad
de los LCM, siendo detectable en casi todos ellos por
FISH"®. Es una lesién genética que yuxtapone el gen
IGH a la regiéon MCL del cromosoma 11, motivando
la sobreexpresién de ciclina D1. Los raros casos en que
no hay t(11;14) ni sobreexpresién de ciclina suelen so-
breexpresar ciclina D2 o D3 por otras traslocaciones —
por ejemplo, t(2;12)-.

Los estudios de ultrasecuenciacién son aun escasos
en LCM, pero ya han dado algunos resultados donde
destaca la identificacién de mutaciones de NOTCH1
(15%) y de CCND1 (20%)7%72.

Linfoma folicular

De forma anéloga al anterior, se caracteriza también
por 2 hallazgos: la presencia de células con SHM cam-
biante en los genes IgH (ongoing mutation) y la presencia
de la t(14;18)7¥. La primera es una caracteristica propia
de una célula que ha presentado la transformacién tu-
moral justo en el momento en que tiene contacto con
el antigeno en el centro germinal, sin que haya sido ca-
paz de completarlo: célula de origen germinal o cen-
trofolicular. Por ello, la deteccién de reordenamientos
clonales en ese linfoma es dificil, ya que la abundancia
de mutaciones somaticas impide el alineamiento de los
cebadores utilizados en la reaccién de PCR. Asi, para
detectar el reordenamiento monoclonal en todos los ca-
sos hay que usar varios primers en varias dianas. Su ori-
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gen centrogerminal es ademads responsable de que este
linfoma tenga una firma propia en los estudios de arrays
de expresidn, que al trasladarla a otros tipos de linfoma
se asocia a buen prondstico.

La t(14;18) aparece en el 90% de los foliculares con
técnicas de FISH (60% por PCR) y es responsable de
la sobreexpresién de la proteina antiapoptética BCL2,
que confiere inmortalidad al clon tumoral. No obstante,
ni la expresién de la proteina BCL2 ni la presencia de
la t(14;18) son especificas del linfoma folicular. No obs-
tante, la t(14;18) puede ser una excelente diana para el
seguimiento de la EMR por PCR.

Hay ya algunos estudios amplios de ultrasecuencia-
cién en el linfoma folicular”*’9. Gracias a ello se sabe
que puede haber mutaciones de TP53 en el 6% de ellos,
o de TNFRSF14 o MEF2B en ~15%, pero destaca la ele-
vadisima frecuencia de mutaciones en VILL2, donde se
llega al 89% aunque, de nuevo, no sea algo especifico
del linfoma folicular. Recientemente, Pastore et al. des-
cribieron un nuevo indice prondstico usando 7 genes
cuyas mutaciones se asocian con el prondstico: malo,
en el caso de mutaciones de EP300, FOXO1, CREBB
y CARD11; y bueno, en el caso de las mutaciones de
EZH2, ARID1A y MEF2B.

Linfoma marginal esplénico

Los genes de los receptores muestran siempre reorde-
namientos clonales, con el 50% de los casos con mu-
taciones somadticas, incluyendo casos con mutacién
cambiante. Se ha postulado una preferencia de selec-
cién VH1-2. Hay deleciones de 7q31-3 en el 40% de los
casos. Otras anomalias son poco frecuentes, aunque es-
tudios recientes indican que son frecuentes las mutacio-
nes de MLL2 (también conocido como KAMT2D; 34%),
PTPRD (20%), NOTCH2 (20%) y KLF2 (17 %)7677).

Tricoleucemia (leucemia de “células peludas”)

El estudio de los genes IgH muestra la presencia de reor-
denamientos monoclonales en todos los casos, con un
90% de ellos con mutaciones somdticas (célula posfolicu-
lar). Hay preferencia clara por la familia VH3. No hay tras-
locaciones o aberraciones cromosémicas caracteristicas.
Gracias a estudios genémicos se ha descrito la muta-
cién V60OE del gen BRAF® que aparece en la practica
totalidad de los casos de tricoleucemia y casi nunca en
otros sindromes linfoproliferativos de estirpe B (SLP-B).
La mutacién se presenta de forma heterocigota en las cé-
lulas tumorales, aunque puede aparecer homocigota en
el 8% de los casos. Se trata de un gen que codifica una
proteina cinasa de la familia RAF/MIL. Dicha proteina
participa en la regulacién de la via RAS/RAF/MEK/ERK
que afecta a la divisién, la diferenciacién y la secrecion.
Hasta ahora se habian descrito mutaciones de este gen



LVIII Congreso Nacional de la SEHH / XXXII Congreso Nacional de la SETH. Programa Educacional

en el sindrome cardiofaciocutdneo y en asociacién con
LNH, cancer colorrectal, melanoma, carcinoma de tiroi-
des, carcinoma pulmonar de célula pequena y adenocar-
cinoma de pulmén. La presencia de esta mutacién pro-
voca una activacion constitutiva de la actividad cinasa de
BRAE que aumenta 500 veces su capacidad cinasa y, con
ello, un aumento de las formas fosforiladas de MEK y
ERK. Tiene gran interés porque hay inhibidores especifi-
cos de esta cinasa que podrian tener utilidad terapéutica.

Macroglobulinemia de Waldenstrom

En este caso, los genes IgH muestran reordenamien-
tos monoclonales con SHM no cambiante en el 90%
de ellos (célula posfolicular). A diferencia del mieloma,
son células con incapacidad funcional para desarrollar
el cambio de clase, por lo que serfan células que atin no
han completado la reaccién del centro germinal, donde
es necesario completar este proceso que desemboca en
la produccién de células de la memoria. Hay preferen-
cia por el segmento VH3-237). Entre el 30 y el 40% de
los casos tiene la delecién del brazo largo del cromo-
soma 6 y un 10-15% de los casos puede tener del(13),
trisomia 11 y traslocaciones en 14g32.

Gracias a estudios de ultrasecuenciacién® y confir-
macién con secuenciacién convencional se sabe de la
mutacién L265P del gen MYDS8 como un proceso alta-
mente especifico de la macroglobulinemia de Waldens-
trom (MW)®, ya que aparece en el ~90% de los casos,
frente a casos anecdéticos en otros SLP (9% en margi-
nales, 3% enLLC...), aunque atn resulta dificil saber su
significado clinico patoldgico definitivo.

Leucemia linfocitica crénica

Al igual que ocurre con todos los SLP, la LLC tiene como
hecho comn la presencia de un reordenamiento mono-
clonal IgH, habitualmente monoalélico, pero también lo
hay bialélico e incluso con méas de 1 clon (biclonalidad).
Alrededor del 50% de los casos tiene SHM en el segmen-
to reordenado de los genes de /GH. Cuando hay SHM
se sugiere un origen posfolicular (la célula originaria ha
tenido contacto con el antigeno en el centro germinal
del foliculo linfoide) y es indicativo de madurez celular,
generalmente asociada a enfermedad indolente, de muy
buen pronéstico, que algunos denominan LLC de tipo II
o posgerminal. Frente a estos casos, hay otro grupo de
pacientes en los que los genes IGH no tienen SHM y, por
tanto, la LLC surgiria a partir de células pregerminales
(tipo I), sin memoria inmunolégica o “virgenes”, y son
leucemias con mucho peor pronéstico®.

También se ha descrito que en la LLC se seleccionan
con una frecuencia especial algunas regiones VH con-
cretas, tales como IGHV4-34, IGHV4-39, IGHV1-69 y
IGHV3-21, éstas tltimas asociadas con prondstico espe-
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cialmente malo, pese a que la IGHV3-21 suele ser un seg-
mento con mutaciones somaticas. Ademas, se sabe que
algunos de los reordenamientos tienen el mismo “este-
reotipo”, es decir, serian presumiblemente generados por
una reaccién inmune frente a un mismo antigeno, hecho
que sugiere que la LLC es el resultado de una reaccién
anémala dentro de una respuesta inmune persistente®.

Aunque en LLC no existe un marcador molecular es-
pecifico, en casi un 80% de los pacientes se detectan
alteraciones citogenéticas, siendo las mads frecuentes
la del(13q) (gen RB) (65% casos), del(11q) (gen ATM)
(18%), trisomia 12 (16%) y la del(17p) (gen P53) (7 %).
Otras alteraciones serian del(6q) (56%) y traslocaciones
que afectan a la regién 14g32, donde estd IgH. Algunas
de estas anomalias tienen importancia prondstica, en
especial las deleciones de p53 y de 11q, siendo la pri-
mera asociada a resistencia a alquilantes y andlogos de
las purinas, y supervivencia corta®.

La expresion génica por técnicas moleculares (RT-
PCR cuantitativa, arrays de expresién) ha proporciona-
do informacién que ha conducido a descubrimientos
de gran relevancia clinica, como el mal prondstico de
la expresién de ZAP70 o de CD38, o de gran interés
biolégico, como la identificacién del patrén de célula en
LLC tanto mutada como no mutada. Sin embargo, ain
es pronto para que esta metodologia pueda ser utilizada
en el campo de diagnéstico rutinario.

En la actualidad, ya se estan utilizando las nuevas
metodologias de secuenciacién genémica masiva para
identificar anomalias en genes concretos. En concre-
to, un reciente estudio del grupo espafol ha permiti-
do identificar varios genes con mutaciones recurren-
tes en LLC y valor clinico: NOTCH1 (12,67 %), ATM
(11,1%), SF3B1 (8,6%), BIRC (8,9%), CHD2 (6%) y
TP53 (5,3%)®*%). Estudios posteriores han permitido
confirmar la presencia de pronéstico desfavorable para
los caso con mutacién de TP53, NOTCH1 (+ regién
3"), ATM, BIRC3.

Junto a los datos clinicos y morfolégicos que diferen-
cian la leucemia prolinfocitica (LPL) B de otros SLF, des-
de el punto de vista genético destaca la gran intensidad
con que expresan las inmunoglobulinas de superficie, la
presencia de anomalias que afectan al brazo largo del
cromosoma 14 (60% de los casos), asi como a los cro-
mosomas 6 y 1. Los cariotipos complejos son frecuen-
tes. Son comunes las deleciones de 13q14 y de 17p, y
algo menos las de 1123, pero la trisomia 12 es rara.
Aunque al principio se describieron casos con t(11;14),
hoy se consideran casos de linfoma del manto en fase
leucémica. El estado mutacional de IgH es similar al de
la LLC, aunque no parece tener un significado prondsti-
co especial (en la LPL-B, todos los pacientes son de mal
prondstico) mientas que las alteraciones de TP53 son
mucho més frecuentes (50-75%).
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Mieloma multiple

Nuevamente, los genes IgH muestran reordenamientos
monoclonales con mutaciones somaticas no cambian-
tes en el 100% de ellos (célula posfolicular). Hasta la
fecha no se ha descrito ningiin mieloma mdltiple sin
mutaciones somdticas. Ademads, son células que han
completado el cambio de clase, por lo que se cree que
su origen esta en células B de la memoria. E170% de los
casos son hiperdiploides y aquellos casos hipodiploides
son de especial mal pronéstico. El 50-75% de los casos
segtn las series presenta traslocaciones en la regién de
switching de 14q323 del alelo no productivo, dando lu-
gar a 4 tipos caracteristicos: t(11;14), t(4;14), t(6;14) y
t(14;16), siendo las 3 Gltimas de mal prondstico®. No
obstante, en la cuarta parte de los casos con trasloca-
cién en 1432 no se encuentra la pareja afectada, siendo
también de mal pronédstico. La delecién del(13q), que
aparece en casi la mitad de los mielomas, no se asocia
a mal prondstico si va como anomalia aislada, aunque
suele ir acompafando a la t(4;14). Por dltimo, la presen-
cia de deleciones de P53 supone hoy en dia el principal
marcador de pronéstico adverso en el mieloma multi-
ple.

Los estudios de arrays de expresién de ARN estan muy
desarrollados en mieloma y han permitido definir 8 ti-
pos de mieloma: CD-1, con sobreexpresién de ciclina
D1 sin sobreexpresién de CD20; CD-2 CD-1 sobreex-
presién de ciclina D1 con sobreexpresién de CD20;
ME, con sobreexpresién de MAF/MAFB, habitualmente
asociado a t(6;14) o t(14;16); MS con sobreexpresién de
MMSET/FGFR3 y asociado a t(4;14); HY, asociado a
hiperdiploidia; LB, generalmente con poca lesién 6sea;
PR, asociado a elevada actividad proliferativa; y MY, o
con firma mieloide, que aunque se creia que se definfan
por error metodolégico (contaminacién por serie mie-
loide) hoy se sabe que se asocia a buen prondstico®9.

Los estudios de NGS han sido decepcionantes en el
mieloma, ya que apenas se han encontrado nuevas mu-
taciones repetitivas relevantes en estos pacientes®%.
Cabe, eso si, destacar algunos genes que tienen una re-
lativa tasa elevada de mutaciones, como se confirmé la
existencia de mutaciones en NRAS (20%), KRAS (19%),
DIS3 (11%), BRAF (7 %) y FAM46C (9%). Sin embargo,
aun no se ha demostrado ningtn valor pronéstico o te-
rapéutico para ninguna de estas mutaciones, excepcién
hecha de TP53, de peor prondstico, pero con valor en-
sombrecido por el peso de la delecién.
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Linfomas cutaneos: entre la dermatologia y la hematologia

RaMON M. PujoL
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Los linfomas cutdneos primarios (LCP) representan un
grupo heterogéneo y particular de procesos linfoproli-
ferativos de evolucién y prondstico variables en cuya
aproximacién diagnéstica y terapéutica deben partici-
par y participan de forma integrada y coordinada he-
matélogos y dermatélogos.

Se definen como un grupo de procesos linfoprolife-
rativos cuya manifestacién inicial son lesiones cuta-
neas, sin que se demuestre afectacién extracutdnea en
el momento del diagnéstico. La mayoria de los LCP
corresponden a proliferaciones de linfocitos T madu-
ros (70%) (LCP de células T -LCCT-), mientras que
sobre un 30% son LCP de células B (LCCB). Dentro del
grupo de los LCCT, un 75% de los casos corresponde
al grupo micosis fungoide/sindrome de Sézary (MF/
SS), siendo los procesos linfoproliferativos cutaneos
CD30+ (papulosis linfomatoide/LCP CD30+) (15%) el
segundo grupo en frecuencia. Dentro de los LCCB, los
grupos mas prevalentes son el LCP B de la zona margi-
nal (MALT extranodal) y el LCP centrofolicular.

La clasificacién de la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS) de 2008/2016 de las neoplasias hematold-
gicas y linfoides integra los distintos subtipos de LCP,
reconociendo la idiosincrasia de los LCP, y los diferen-
tes subtipos aparecen descritos de forma especifica y
pormenorizada dentro de las neoplasias linfoides de
células maduras B, T y NK. Sin embargo, dicha clasifi-
cacién ha experimentado cambios significativos en los
ultimos afos, con la incorporacién de nuevas entidades
y la reclasificacién de algunos procesos linfoproliferati-
vos T indolentes, como consecuencia de un mejor co-
nocimiento de las caracteristicas clinicas y evolutivas
de este grupo de entidades.

El diagnéstico de los procesos linfoproliferativos
cutaneos puede plantear en ocasiones importantes di-
ficultades, especialmente en lesiones incipientes con
caracteristicas clinicopatolégicas, inmunofenotipicas y
genotipicas poco concluyentes (LCCT) y en la diferen-
ciacién entre LCP verdaderos de hiperplasias linfoides
reactivas tanto de células T como de células B. Oca-
sionalmente, las caracteristicas clinicas de las lesiones
plantean el diagnéstico diferencial con diversos proce-
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sos inflamatorios cutdneos (linfoma T similar a panicu-
litis, linfoma cutdneo gamma/delta) y, en algunas situa-
ciones, sélo una correcta correlacién clinicopatolégica
permite establecer el diagndstico definitivo (DD, entre
MF papular y papulosis linfomatoide, o entre papulosis
linfomatoide y LCP CD30+). La observacién de infiltra-
dos inflamatorios reactivos prominentes en el contexto
de un LCP y la presencia de infiltrados mixtos de célu-
las B y T pueden plantear asimismo dificultades diag-
nésticas. Los resultados de los estudios inmunofenoti-
picos y genotipicos pueden ser de utilidad, aunque en
la gran mayoria de LCP no se han identificado lesiones
genéticas especificas —ausencia de t(14;18) en linfomas
cutdneos centrofoliculares—. Asimismo, la presencia de
infiltrados linfoides cutdneos atipicos debe obligar a
descartar la presencia de un proceso linfoproliferativo
sistémico con afectacién cutdnea secundaria (linfoma
cutdneo secundario), que puede ser la primera manifes-
tacién de la enfermedad.

El caricter indolente de los subtipos mas prevalen-
tes de LCP, tanto LCCT (ME, procesos linfoproliferati-
vos cutaneos CD30+) como LCCB (LCP B de la zona
marginal o LCP centrofolicular), con una expresién
clinica con frecuencia limitada a la piel durante largos
periodos de tiempo, hace que, en muchas ocasiones,
pueda recaer sobre el dermatélogo un mayor protago-
nismo en el diagnédstico, el tratamiento y el seguimien-
to de estos pacientes. En los subtipos menos frecuen-
tes y en casos de evolucién agresiva (SS, MF tumoral,
LCP CD30+, linfoma difuso de células grandes de tipo
piernas, etc.), una aproximacién coordinada entre he-
matélogos y dermatélogos es fundamental, adquirien-
do el hematélogo cada vez un mayor protagonismo,
que puede ser practicamente exclusivo en algunos
subtipos de evolucién agresiva y con afectacién extra-
cutdnea (linfoma T citotéxico CD8+ epidermotropo
agresivo, linfoma T gamma/delta, linfoma T/NK ex-
tranodal, de tipo nasal, etc.).

Desde un punto de vista terapéutico, en los subtipos
indolentes de LCP debemos distinguir los tratamien-
tos dirigidos exclusivamente a la piel, que suelen in-
dicarse en fases iniciales o en pacientes con lesiones
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Tabla 1. Linfomas cutaneos primarios (adaptacion). Clasificacion WHO 2016

Linfomas de células T

Linfomas de células B

- Linfoma/Leucemia linfoblastico T

- LLTA

- MF + variantes

- §S

- LACG

- Espectro PLP CD30+ (LACG, PL)

- LTC subcutaneo similar a paniculitis
- LCT de tipo enteropatia

- Linfoma células NK/T extranodal

- LTR, no especificado

- LCP T gamma/delta

- LCCT CD8+ epidermotropo agresivo
- PLP similar a Hidroa vacciniforme

- LCP T acral CD8

- PLP T pleomdrfico CD4+ célula p/m
- Linfoma células T foliculares

- Linfoma/Leucemia linfoblastico B

- Linfocito cél. pequefa (LLC B)

- Linfoma linfoplasmacitico

- Linfoma células manto

- Linfoma células B zona marginal extranodal (¢{LZM cutaneo?)
- Linfoma folicular

- Linfoma cutédneo centrofolicular

- Leucemia células peludas

- Plasmacitoma/Mieloma

- Linfoma difuso de células grandes

- LDCG primario cutaneo, de tipo piernas
- Linfoma Burkitt/Leucemia

LACG: linfoma anaplasico de células grandes; LCP: linfoma cutaneo primario; LCT: linfoma de células T; LDCG: linfoma difuso de células grandes; LZM: linfoma de la
zona marginal; MF: micosis fungoide; PL: papulosis linfomatoide; PLP: proceso linfoproliferativo; SS: sindrome de Sézary

localizadas tanto en LCCT (PUVAterapia, mostazas
nitrogenadas, radioterapia) como LCCB (tratamientos
intralesionales con corticoides o rituximab, radiotera-
pia), y los tratamientos sistémicos (monoquimiotera-
pia, retinoides, interferén, rituximab, poliquimiotera-
pia), que suelen prescribirse en pacientes refractarios
a tratamientos dirigidos a la piel, con lesiones no lo-
calizadas o con progresién o evolucién agresiva de la
enfermedad.

Sin embargo, los LCP en fases avanzadas y de evo-
lucién agresiva representan un auténtico reto tera-
péutico. La baja prevalencia de algunas de estas en-
tidades explica la ausencia de pautas de tratamiento
estandarizadas. Dentro del grupo MF/SS, las tasas de
respuesta a las distintas pautas de tratamiento son ba-
jas (30-50%) y con frecuencia se objetivan recurren-
cias postratamiento. En algunos casos se requiere una
aproximacién individualizada. Con los tratamientos
actuales no se ha demostrado un impacto significativo
en la supervivencia global de la enfermedad y sélo se
ha obtenido la curacién en casos aislados tras el tras-
plante alogénico de precursores hematopoyéticos. El
mejor conocimiento de los mecanismos patogénicos
implicados en el desarrollo de estos procesos ha abier-
to la posibilidad de opciones terapéuticas adicionales
en los casos de LCCT (anticuerpos monoclonales, pe-
quefias moléculas, inhibidores de vias de activacién,
inmunomoduladores, etc.). Parece evidente la necesi-
dad de disponer de nuevos tratamientos/combinacio-
nes terapéuticas validados a partir de ensayos clinicos.
Dentro de los LCCB, las pautas terapéuticas utilizadas
en el LDCG de tipo piernas suelen ser similares a las
utilizadas en los equivalentes nodales.

Una aproximacién multidisciplinar coordinada entre
patdlogos, hematdlogos y dermatélogos resulta fun-

damental tanto desde un punto de vista diagnéstico
como terapéutico en el manejo y el seguimiento de los
procesos linfoproliferativos cutdneos.

Conclusiones

Los LCP representan un grupo de procesos linfopro-
liferativos de evolucién y prondstico variables. Una
aproximacién multidisciplinar coordinada entre he-
matdlogos y dermatdlogos resulta fundamental en su
manejo y seguimiento, tanto desde un punto de vista
diagnéstico como terapéutico.
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Introduccion

La finalizacién del borrador del proyecto del genoma
humano en el ano 2000 vino a confirmar que las diferen-
cias en la complejidad entre diferentes organismos no
se explican en funcién de una mayor complejidad gené-
tica. El proyecto genoma humano establecié una cifra
de genes del orden de 30.000 frente a los 150.000 que
habian sido estimados anteriormente®. Ciertos autores
consideran que el barémetro de la complejidad de un
organismo no se encuentra en el nimero de genes sino
en los diferentes tipos celulares que posee, asi como en
el comportamiento célula-célula que depende directa-
mente de las interacciones proteina-proteina®. Asi, en
humanos existen hasta 650.000 interacciones distintas,
3 veces mas que en gusano (Caenorhabditis elegans) y
10 veces mds que en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), cuando sus genomas son sorprendente-
mente muy parecidos@. La clave en esta complejidad se
sustenta en una gran variedad de proteinas que, en or-
ganismos superiores, como el hombre, que cuenta con
mds de 1 millén de proteinas diferentes, debe explicarse
por mecanismos diferentes al nimero de genes.

El dogma central de la biologfa molecular, que des-
cribia el proceso unidireccional por el que un gen se
transcribia en un ARN mensajero que era traducido en
la proteina final, se vio asi obsoleto en su enunciado
mas simplista. La era genémica, que parecia que iba a
ser la panacea de la biologia molecular, no hizo mas
que reflejar la complejidad de los organismos y de la
vida. La comunidad cientifica tuvo que dar un giro a
su enfoque desde la genémica a la protedmica, sin ha-
ber resuelto el enigma del genoma. La investigacién
de una entidad Unica, ya fuera un gen, una proteina
u otra molécula, quedé rapidamente relegada a mo-
dos de estudio mds amplios como la interactémica,
la metabolémica, la transcriptémica o la biologia de
sistemas. En definitiva, la reduccién de un escenario
fisiolégico o patolégico a un Unico protagonista, que
puede resultar lo més sencillo de abordar, es demasia-
do simplista y en la mayoria de las situaciones erré-
nea. Asi es como surge, por ejemplo, el término de

40 |

enfermedad compleja frente a la enfermedad mono-
génica con un Unico gen protagonista. Por tanto, un
Unico gen y la secuencia de nucleétidos que lo codifica
no ofrecen siempre la respuesta completa a determi-
nadas situaciones fisiolégicas (como es la complejidad
del proteoma o el interactoma) o patolégicas (como
son las enfermedades congénitas complejas).

Para entender dénde y cémo se va incrementando la
complejidad biolégica mas alld de la simple aportacién
de los genes, es necesario conocer cada uno de los pro-
tagonistas que intervienen en el desarrollo de una pato-
logia o de la propia biologia humana.

Se estima que existen 22.500 marcos abiertos de lec-
tura en el ser humano® y, ya en el segundo escalén, nos
encontramos con 100.000 transcritos distintos, produ-
cidos por promotores alternativos, procesamiento alter-
nativo de intrones o ARNm editing. Sin embargo, posee-
mos hasta 1 millén de proteinas maduras diferentes. De
nuevo, mecanismos intermedios generan este aumento
exponencial de la variabilidad y multiplicidad. Las mo-
dificaciones postraduccionales (MPT) son las principa-
les responsables de esta variabilidad. Recientemente,
las MPT de las proteinas han cobrado mucha atencién
por parte de la investigacién biolégica y biomédica, y es
que se conoce con claridad que la mayoria de las protei-
nas de especies, desde las arqueas hasta los humanos,
poseen varios sitios especificos de modificaciones cova-
lentes®. De hecho, se estima que hasta el 80% de todas
las proteinas eucariotas presentan algin tipo de MPT®.

En esta revisidn trataremos de profundizar sobre las
MPT como elementos claves en la variabilidad y mul-
tiplicidad proteica, la diferente funcionalidad y/o acti-
vidad catalitica, y como fuente de patogenicidad, asi
como de estrategia terapéutica. Y todo ello lo centra-
remos en un sistema especifico, el sistema hemostati-
co. Se trata de un excelente ejemplo de la trascenden-
cia fisiolégica de las MPT, de su potencial patolégico y
de aplicaciones cléasicas en el campo de la terapéutica.
No es extrafio que un sistema como la hemostasia, tan
dependiente de las interacciones proteina-proteina, sea
tan sensible a las MPT, aunque todas las conclusiones
que se puedan obtener de este modelo puedan ser per-
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fectamente extrapolables al conjunto de la hematologia
y de cualquier otro sistema.

La importancia de las MPT se conoce desde hace mas
de 30 afos, cuando se caracteriz6 la actividad enzimaé-
tica de las cinasas® y el papel de la proteolisis® en di-
ferentes procesos biolégicos y patolégicos. Basado en
datos previos y emergentes, parece evidente que las
MPT estan involucradas en la regulacién de casi todos
los eventos celulares, incluyendo la expresién génica,
la trasmisién de sefiales, las interacciones proteina-pro-
teina, las interacciones célula-célula y la comunicacién
entre el espacio intra- y extracelular®. Por tanto, un mal
funcionamiento de las MPT tendré consecuencias dele-
téreas, afectando a la fisiologia de la célula en todo su
conjunto.

Las proteinas son biomoléculas formadas por cadenas
de aminoacidos, ordenados en una secuencia precisa,
que adoptan una conformacién tridimensional deter-
minada pero flexible. Estos polipéptidos se pliegan
durante su propia sintesis adoptando configuraciones
nativas necesarias para ejercer sus funciones biolégi-
cas. Las funciones de las proteinas son muy diversas,
desde proporcionar a la célula su soporte estructural
en el citoesqueleto, hasta favorecer reacciones quimi-
cas (enzimas), controlar el trafico intracelular y el flujo
de sustancias entre la célula y el exterior o regular la
propia expresién de genes. Pero para estas funciones,
especialmente para aspectos de regulacién funcional y
especificidad, no sélo la secuencia aminoacidica, ni si-
quiera la estructura terciaria que presentan, es suficien-
te. Modificaciones posteriores a la sintesis proteica, las
MPT, van a jugar un papel crucial en aspectos claves de
la préctica totalidad de las proteinas, ademas de contri-
buir a su variabilidad.

Existen mds de 200 tipos de MPT. Este término englo-
ba todos los cambios covalentes que experimenta una
proteina tras su sintesis en el ribosoma y que afectan a
las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina. Por ello,
toda MPT puede afectar a la correcta funcién biolégica
de la proteina y, de hecho, en muchos casos es el meca-
nismo seleccionado para dar respuesta a una determi-
nada sefal. Todas las MPT son modificaciones covalen-
tes y pueden ser resultado de mecanismos enzimaticos
o no enzimaticos. En esta revisién nos centraremos en
las MPT mediadas por enzimas, dejando a un lado las
MPT mediadas por mecanismos no enzimaticos como
la glicacién no enzimatica, la oxidacién, la adicién de
lipidos electréfilos a residuos de Cys, etc., procesos fi-
sicoquimicos que se producen extracelularmente y que
suelen ser procesos de senescencia.

Las MPT mediadas por enzimas son tan relevantes
para un organismo que hasta el 5% del genoma huma-
no se encarga de codificar enzimas modificadoras im-
plicadas en MPT®. De ellas, 518 son cinasas (incorpo-
ran grupos fosfato), existen mds de 150 fosfatasas, mas
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Figura 1. Tipos de modificaciones postraduccionales.

de 600 ubiquitinligasas y mas de 80 desubiquitinasas.
Las MPT mads importantes mediadas por actividad en-
zimadtica se reflejan en la Figura 1 y se detallan en la
Tabla 1. En todos los casos, existen secuencias consenso
de aminodcidos especificos implicadas en la incorpora-
cién de una determinada MPT. Por tGltimo, la localiza-
cién celular donde se producen estas modificaciones es
muy variada, pueden tener lugar desde el nicleo hasta
la matriz extracelular, dependiendo del tipo de MPT
(Tabla 1).

Modificaciones postraduccionales en hemostasia

El papel de las MPT en hemostasia es crucial. Las MPT
adquieren gran protagonismo tanto en la hemostasia
primaria como en la hemostasia secundaria. Asf, la cas-
cada de coagulacién tiene como fin dltimo formar un
tampon de fibrina sobre un dano endotelial de manera
instantdnea y localizada exclusivamente en el lugar de
la lesion para evitar la hemorragia fatal. Precisamente,
si esto ocurre es gracias a una serie de proteolisis en cas-
cada de los factores de la coagulacién. En la circulacién,
los factores de la coagulacién se encuentran normal-
mente como zimdgenos, es decir, carentes de actividad
catalitica, la cual se adquiere con un cambio fisicoqui-
mico de su estructura. Un primer estimulo derivado de
la propia lesién vascular desencadena de forma casi in-
mediata la serie de reacciones proteoliticas seriadas que
culminan con la formacién de fibrina (Figura 2). Este es
un claro ejemplo de cémo las MPT son las responsables
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Tabla 1. Modificaciones postraduccionales mas relevantes mediadas por enzimas modificadoras

Modificacion postraduccional
(residuos modificados)

Cambio en
la masa de
proteina (Am, Da)

Enzima
modificadora

Ejemplo de proteinas
modificadas

Localizacion
celular

Ejemplo de funcion
bioldgica

Fosforilacién/Desfosforilacion

(Ser, Thr, Tyr) 80 Proteincinasas vs. PKA, PKC, cascadas de Ncleo, citoplas- | Trasmision de sefiales,
fosfatasas fosforilacion ma, fluido extra- regulacion de la actividad
celular, matriz enzimatica, interaccio-
extracelular nes proteina-proteina y
proteina-ligando
Glicosilacion
N- (Asn) > 800 Glicosiltransferasas Factores de la coagula- | Reticulo en- Estabilidad proteica, solu-
0- (Ser, Thr) 203,> 800 cion, antitrombina, glico- | doplasmaético bilidad, sefial de secrecion,
Anclaje GPI (Gly en C-terminal) | > 1.000 proteinas plaquetarias, y aparato de regulacion de interaccio-
antigenos de los grupos | Golgi, membrana | nes, interacciones y reco-
sanguineos ABO plasmética nocimiento extracelular
Acilacion
Palmitoilacién (Cys) 238 Palmitoil-transferasa | Proteinas G Aparato de Golgi | Localizacion proteica
Farnesilacion (Cys) Ribosoma y actividad, interaccio-
Mistirilacion (Gly, Lys, Cys) 204,206 Farnesil-transferasa | Proteina Ras nes proteina-proteina y
Isoprenilacion proteina-membrana
210 Mistiril-transferasa
Sulfatacion
(Lys, Ser, Thr) 80 Sulfotransferasa Sulfatacién de glico- Aparato de Golgi, | Sefializacion y localizacién
saminoglicanos para matriz extracelular | proteica, interacciones
activacion de factores de proteina-proteina
crecimiento
Ubiquitinacién
(Lys) >1.000 Enzima activadora de | Proteinas eucariotas Citoplasma Sefial de degradacion
ubiquitina, enzima proteica, interacciones
conjugadora de proteina-proteina
ubiquitina, ubiquitin-
ligasa
Metilacion
(Lys mono, di- y trimetilacion, 14,28, 42 Metiltransferasas Calmodulina, citocro- Citoplasma Regulacion de la actividad
Arg mono- y dimetilacién) mo ¢, histonas, miosina proteica, interacciones
proteina-proteina, proteina-
acido nucleico, actividad
de las histonas y la
cromatina
Acetilacion
(Lys y Ser, residuos 42 Acetiltransferasas Acetilacion de histonas Citoplasma, fluido | Estabilidad y actividad
N-terminales) extracelular proteica, regula interac-
ciones proteina-proteina,
proteina-ligando
Formacién de puentes disulfuro
(Cys) -2 Proteinas disulfuro Intermoleculares: Citoplasma Estabilidad de la estructura
isomerasa homodimero FXI y actividad proteica, proce-
Intramoleculares: la ma- S0s redox
yoria de las proteinas
Citrulinacion
(Arg) -1 Peptidil arginina Histona H3 (citrulinacién | Ndcleo Implicado en NETosis,
deaminasa desencadena NETosis) interacciones proteina-
proteina, regulacion génica
y respuesta inmune
Hidroxilacion
(Pro) 16 Prolilhidroxilasa Colageno Matriz extracelular | Estabilidad estructural
Proteina S
Carboxilacion
(Glu) 44 Gamma glutamil Factores de la coagula- | Reticulo endo- Regulan la actividad
carboxilasa cion: Fll, FVII, FIX, FX, PT, | plasmatico proteica
PC, PZ, PS dependientes
de vitamina K
Proteolisis - Proteasas Activacion de zimégenos: | Nicleo, citoplas- | Encendido y apagado de

cascada de la coagu-
lacion, factor de von
Willebrand (proteolisis
por ADAMTS13)

ma, fluido extra-
celular, matriz
extracelular

actividad enzimatica
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Figura 2. Dos modificaciones postraduccionales (MPT) en hemostasia y su deteccidn. A: cascada proteolitica de la coagulacidn; B: deteccidn por Western blot de la forma

activada por proteolisis del factor de la coagulacion FXlla (SDS-CR: gel de SDS en condiciones reductoras); C: rutas de la glicosilacion. Primeros pasos de la sintesis de

la cadena de aziicares que se incorporara a la N-glicoproteina naciente, ruta de la 0-manosilacion y ruta de la formacion de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Debajo, dibujo
esquematico de una proteina con 2 N-glicanos maduros. Asn: asparagina; NAcGlc: N-Acetil glucosamina; D: deteccidn de defectos de N-glicosilacion. Determinacion de las
glicoformas de antitrombina plasmatica mediante Western blot y de transferrina plasmatica mediante HPLC en un control y un paciente con deficiencia de glicosilacidn
congénita (CDG). Se detectan los picos de asialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo- y pentasialo-transferrina. CDG: paciente con trastornos congénitos de la N-glicosilacion,

donde las glicoformas asialo- y disialo-transferrina, que se indican con una flecha, se encuentran aumentadas.
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Tabla 2. Sitios de modificaciones postraduccionales de los factores

de la coagulacion

Proteina

Modificacion postraduccional

FactorV

N-glicosilacion: Asn23, Asn27, Asn211, Asn269, Asn354, Asn432,
Asn440,Asn526,Asn639,Asn713,Asn724,Asn732,Asn748,Asn754,
Asn793, Asn910, Asn949, Asn1046, Asn1055, Asn1075, Asn1078,
Asn1175, Asn1193, Asn1229, Asn1238, Asn1265, Asn1283,
Asn1310, Asn1319, Asn1347, Asn1356,Asn1451, Asn1471,
Asn1531,Asn1675,Asn1982,Asn2181

Fosforilacion: Ser692

Sulfatacién: Tyr665, Tyr696, Tyr698, Tyr1494, Tyr1510, Tyr1515,
Tyr1565

Factor VIII

N-glicosilacion: Asn41, Asn239, Asn582, Asn757, Asn784, Asn828,
Asn900, Asn943, Asn963, Asn1001, Asn1055, Asn1066, Asn1185,
Asn1255, Asn1259, Asn1282, Asn1300, Asn1384, Asn1412,
Asn1442,Asn1512,Asn1685,Asn1810,Asn2118

Fosforilacién: Thr351, Ser1657

Sulfacion: Tyr346, Tyr718, Tyr719, Tyr723, Tyr1664, Tyr1 680

Factor VII

y-carboxilacion: Glu6, Glu7, Glul4, Glul6, Glul9, Glu20, Glu25,
Glu26, Glu29, Glu3b

[B-hidroxilacién: Asp63

N-glicosilacion: Asn145, Asn322

0O-glicosilacion (-Glc): Ser52; (-Fuc): Ser60

Factor IX

y-carboxilacion: Glu7, Glu8, Glul5, Glul7, Glu20, Glu21, Glu26,
Glu27, Glu30, Glu33, Glu36, Glu40

B-hidroxilacion: Asp64

N-glicosilacion: Asn157, Asn167

O-glicosilacion (-GalNAc): Thr159, Thr169, Thr172, Thr179; (-Glc):
Ser53; (-Fuc): Ser61

Fosforilacion: Ser158

Sulfatacion: Tyr155

Factor X

y-carboxilacion: Glu6, Glu7, Glul4, Glul6, Glul9, Glu20, Glu25,
Glu26, Glu29, Glu32, Glu39

B-hidroxilacion: Asp63

N-glicosilacion: Asn181,Asn191

0-glicosilacion: Thr159, Thr171, Thrd43

Protrombina

Y-carboxilacion: Glu6, Glu7, Glul4, Glu16, Glu19, Glu20, Glu25,
Glu26, Glu29, Glu32
N-glicosilacion: Asn78, Asn100, Asn373

Proteina C

Y-carboxilacion: Glu6, Glu7, Glul4, Glul6, Glu19, Glu20, Glu25,
Glu26, Glu29

[B-hidroxilacién: Asp71

N-glicosilacion: Asn97, Asn248, Asn313, Asn329

Proteina Z

y-carboxilacion: Glu7, Glu8, Glull, Glul5, Glul7, Glu20, Glu21,
Glu26, Glu27, Glu30, Glu33, Glu35, Glu40

B-hidroxilacion: Asp64

N-glicosilacion: Asn59, Asn185, Asn193, Asn266, Asn292
0-glicosilacion: Ser53,Thr72, Ser196, Thr275

Proteina S

y-carboxilacion: Glu6, Glu7, Glul4, Glul6, Glu19, Glu20, Glu25,
Glu26, Glu29, Glu32, Glu36

[-hidroxilacién: Asp95, Asn136, Asn178, Asn217

N-glicosilacion: Asn458, Asn468, Asn489

Antitrombina

N-glicosilacion: Asn96, Asn135, Asn155, Asn192

Inhibidor de la proteina C

N-glicosilacion: Asn230, Asn243, Asn319

Factor de von Willebrand

N-glicosilacion: Asn94, Asn384, Asn468, Asn752, Asn811, Asn1460,
Asn1527,Asn1594,Asn1637,Asn1783,Asn1822, Asn2027
O-glicosilacion: Thr485, Thr492, Thrd93, Ser500, Thr705, Thr714,
Ser723,Thr724,Thr916,Thr1535

Sulfatacion de carbohidratos: Asn384, Asn468

La tabla se basa en informacidn obtenida de las bases de datos SWISS-PROT®
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directas del switch on de una funcién
catalitica fundamental en hemostasia
(Figura 2).

Siendo la proteolisis la MPT mas
relevante en la cascada de la coagu-
lacién, no es la Unica importante en
este sistema.

Quizas la segunda MPT mas des-
tacable en hemostasia sea la gamma-
carboxilacién. Este proceso, que tiene
lugar en el reticulo endoplasmico y
que consiste en la transformacién del
acido glutdmico a carboxiglutamico
por accién catalitica de la gamma-
glutamil carboxilasa, permite que
las proteinas afectadas puedan unir-
se a fosfolipidos de membrana. Esta
unioén es crucial para la formacién de
los complejos proteicos que soportan
la cascada de la coagulacién®.

Ademas, todas las proteinas de la
coagulacién, por el hecho de ser pro-
teinas plasmaticas, poseen algtn tipo
de MPT y cada una desempefia un
papel diferente (Tabla 2 y Figura 2)
®. De hecho, podemos encontrar
diferentes isoformas de una misma
proteina por diferencias en las MPT
que marquen diferentes actividades
bioldgicas o localizaciones celulares.
La antitrombina o la proteina C (PC)
son excelentes ejemplos que pueden
ilustrar muy bien la variabilidad de
formas y funciones que proporcionan
sus diferentes MPT (Tabla 2).

La antitrombina es el principal anti-
coagulante endégeno del organismo.
Ejerce su accién anticoagulante inhi-
biendo numerosas serin proteasas de
la cascada de la coagulacién, principal-
mente la trombina y el factor Xa. Su
accién inhibitoria tiene lugar a través
de un mecanismo rapido y eficaz de
inhibicién por suicidio en el que se
establecen enlaces covalentes entre
proteasa e inhibidor, perdiendo asi
sus capacidades coagulantes y anti-
coagulantes, respectivamente. La an-
titrombina posee un sitio de unién a
heparina, la cual aumenta su capaci-
dad anticoagulante hasta 1.000 veces.
La heparina genera un cambio confor-
macional en la molécula de antitrom-
bina exponiendo el centro reactivo y
haciéndolo més accesible a la protea-
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sa diana. La antitrombina es una glicoproteina con 4 si-
tios de N-glicosilacién (secuencia consenso: N-X-S/T)
(Figura 2). Debido a que uno de ellos, el localizado en
posicién Asn-135, no es eficazmente glicosilado, existen
2 glicoformas de antitrombina: alfa con 4 N-glicanos y
beta con 3. Aunque ambas glicoformas se secretan en
proporciones similares, la forma alfa es mayoritaria en
plasma (90%), ya que la glicoforma beta, al tener 1 glica-
no menos, presenta mayor afinidad por heparina’. Esta
caracteristica le confiere mayor capacidad de unién a los
glicosaminoglicanos del endotelio vascular y es rapida-
mente eliminada de la circulacién, localizdndose a nivel
endotelial, donde se piensa que desempefa importantes
funciones anticoagulantes®®!%.

También la PC posee 2 glicoformas que se diferencian
en el contenido de N-glicanos con importantes conno-
taciones funcionales. La PC activada (APC) desempena
un papel anticoagulante esencial. La activacién de la PC
por el complejo trombina-trombomodulina, amplifica-
da por el receptor endotelial de la PC (EPCR), condu-
ce a la inactivacién de los cofactores FVa y FVIIla, que
son esenciales para mantener la formacién de trombi-
na. Sin embargo, el sistema APC también participa en
otras funciones biolégicas importantes?’?, destacando
su papel antiinflamatorio®, antiapaptético, profibri-
nolitico y citoprotector®®!9. Precisamente, el estatus de
glicosilacién de la PC juega un papel determinante en
su funcién. Asi, la PC con 4 N-glicanos actda principal-
mente como anticoagulante (Tabla 2), mientras que la
glicoforma beta, caracterizada por carecer de N-glico-
silacién en Asn-329, es especialmente importante en la
funcién citoprotectora del APC®).

También en la hemostasia primaria, identificamos
MPT de gran importancia fisiolégica. Las plaquetas
interpretan las sefales que reciben del exterior (sefia-
les outside-in) gracias a MPT como son la fosforilacién/
desfosforilacién de proteinas (receptores de agonistas,
proteinas G, etc.) y la oxidacién/reduccién (acido ara-
quidénico, prostaglandinas). Estas MPT guian pues la
respuesta efectora oportuna, como es la liberacién del
contenido de los granulos plaquetarios que desencade-
nan la adhesién, activacién y agregacién plaquetaria. Lo
mismo ocurre, pero en sentido inverso, con la sefializa-
cién del interior al exterior celular (inside-out). En esta
ocasién, entran en juego enzimas como las proteincina-
sas (PK) A (PKA) o C (PKC), o la ciclooxigenasa (COX),
las cuales modifican aminoécidos especificos de las
proteinas dianas (receptor acoplado a proteina G, trom-
boxano...). Ademads, en este contexto, las interacciones
proteina-ligando son cruciales para desencadenar la se-
fal efectora desde la membrana celular y las MPT son
elementos claves para que tengan lugar estas interaccio-
nes de forma correcta (Tabla 1). Asimismo, las glicopro-
teinas plaquetarias de membrana (glicoproteinas Ib/IX,
Ia/lla, VI, IIb/Ia...) con alto contenido en O-glicanos
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realizan su funcién de adhesién y agregacién plaque-
taria uniéndose a coldgeno, factor de von Willebrand
endotelial, fibrindgeno, entre otros ligandos, mediante
interacciones proteina-proteina en las que el contenido
glucidico es esencial.

De forma global, se estima que hasta un 5% de las enfer-
medades asociadas a mutaciones afecta de forma parcial
(4%) o completamente (1%) a sitios de MPT"9. Pero son
menos los estudios que han considerado el caracter pato-
légico de las alteraciones localizadas en genes que codi-
fican enzimas implicadas directamente en MPT o protei-
nas moduladoras de la funcién de estas enzimas. Como
podemos intuir, cambios en los reguladores de las MPT
que afectan al sistema hemostatico pueden facilmente
alterar su fino equilibrio, con consecuencias patoldgicas
tanto trombdticas como hemorrégicas.

No sélo las alteraciones que eliminen MPT o gene-
ren nuevas MPT en proteinas del sistema hemostatico
pueden tener implicaciones patolégicas. También alte-
raciones en la proporcién o composicién de MPT que
experimentan las proteinas de la hemostasia pueden
tener consecuencias patolégicas.

Desde un punto de vista molecular, variaciones en
las secuencias que determinan esas MPT en los genes
codificantes de las proteinas hemostaticas pueden ob-
viamente provocar cambios en las caracteristicas fina-
les de dichas proteinas. Pero también alteraciones en
los genes o en la funcién de las enzimas implicadas en
la formacién de las propias MPT pueden generar dife-
rencias en las proteinas hemostaticas. En este apartado
veremos sélo algunos ejemplos de estas 2 situaciones.

La trombocitopenia inmune es un desorden de sangra-
do causado principalmente por la existencia de autoan-
ticuerpos contra GPIIblla y/o contra el complejo Glb,
lo que produce la destruccién de las plaquetas y la
consiguiente caida en el recuento plaquetario. La im-
portancia de una MPT en el mecanismo fisiopatolégico
por el que tienen lugar las trombocitopenias refracta-
rias a terapias contra el fragmento FcyR se ha propuesto
recientemente’®. En este trabajo se demuestra, en un
modelo murino, que el anticuerpo contra GPlba induce
la activacién plaquetaria independiente de FcyR, provo-
cando la translocacién de la enzima neuraminidasa 1 al
exterior de la membrana plasmatica. Esta enzima de-
sialila las glicoproteinas plaquetarias de membrana, lo
que provoca el aclaramiento de las plaquetas a través de
los receptores hepaticos de asialoproteinas, los recepto-
res Ashwell-Morell®. Estos receptores reconocen gli-
coproteinas que han perdido el 4cido sidlico, el Gltimo
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azucar de la cadena oligosacaridica, y son eliminadas de
la circulacién®™. La importancia de este mecanismo fi-
siopatolégico radica tanto en la bisqueda de biomarca-
dores diagndsticos como en el potencial terapéutico en
el tratamiento de trombocitopenias refractarias, donde
ya se estd proponiendo el tratamiento con fdrmacos in-
hibidores de la neuraminidasa 1¢%.

La deficiencia combinada de factores de la coagulacién
dependientes de vitamina K (VKCFD, por sus siglas en
inglés) es un trastorno hemorragico hereditario auto-
sémico recesivo muy poco comudn provocado por una
incorrecta activacién de los factores de coagulacién II,
VII, IX y X©@0. Para que estos factores de la coagulacién
sean proteasas activas y participen en la cascada de la
coagulacién, necesitan y-carboxilarse en residuos es-
pecificos de acido glutdmico a través de una reaccién
quimica en la que participa la vitamina K (Tabla 2)@.
Se trata de una MPT en la que intervienen las enzimas
y-glutamil carboxilasa (GGCX) y la vitamina K epéxido
reductasa (VKOR). Estas enzimas estan codificadas por
los genes GGCX y VKORC, respectivamente. Altera-
ciones en cualquiera de ambos genes en homocigosis o
heterocigosis compuesta pueden llevar a una ineficaz
y-carboxilacién y, en consecuencia, a un mal funciona-
miento de la cascada de la coagulacién, produciendo
fundamentalmente trastornos hemorrdgicos entre otras
comorbilidades®. Estas deficiencias hereditarias son
muy poco frecuentes. La suplementacién con vitami-
na K puede ser suficiente para corregir estas situaciones.

Nuestro grupo ha descrito recientemente un intere-
sante caso con VKCED cuyo extraordinario mecanis-
mo molecular tiene lugar por disomia uniparental del
cromosoma 2. Asi, el probando hereda en homocigosis
una mutacién que afecta al procesamiento del exén 2
del gen GGCX provocando la deficiencia combinada de
los factores de la coagulacién y generando un INR > 8
de forma permanente, al no haber respuesta a la suple-
mentacién con vitamina K. Sin embargo, el cuadro he-
morragico es muy moderado debido probablemente a
la existencia de un mecanismo compensatorio.

Desde el descubrimiento de la deficiencia de antitrom-
bina, hace 50 afios®, pocos son los nuevos factores o
mecanismos trombofilicos identificados y todos con
menor riesgo tromboético que la propia deficiencia de
antitrombina®?9. La mayoria de las aproximaciones
encaminadas a la bisqueda de nuevas trombofilias se
han restringido directa o indirectamente a los genes que
codifican alguno de los elementos del sistema hemosta-
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tico. Nuestro grupo, en la busqueda de nuevos mecanis-
mos trombofilicos, estudié el mecanismo molecular de
una serie de 30 pacientes con deficiencia de antitrombi-
na sin alteraciones en el gen que la codifica (SERPINC1),
identificando trastornos de una MPT, la N-glicosilacién,
en el 27% de los casos estudiados. Este defecto no es
exclusivo de la antitrombina, ya que observamos hipo-
glicosilacién en todas las glicoproteinas hepaticas. De-
mostramos que la deficiente glicosilacién se producia
por distintos mecanismos que afectan la funcionalidad
de diferentes enzimas implicadas en la ruta de la N-gli-
cosilacién (Figura 2). Dos mutaciones en uno de estos
genes, mutaciones en diferentes genes o la combinacién
de una mutacién funcional en un gen combinado con
moderado alcoholismo, que también se conoce que in-
terfiere en el proceso de N-glicosilacién, producen una
incapacidad de glicosilar todas las secuencias definidas
en proteinas hepaticas. La hipoglicosilacién en algunas
proteinas tiene importantes efectos en los procesos de
plegamiento y secrecién, como en antitrombina, lo que
provoca que las formas hipoglicosiladas no se secreten
al plasma. Este nuevo mecanismo, que va mas alld del
gen codificante y que puede ser relativamente frecuen-
te, justifica la deficiencia recesiva y congénito-transito-
ria de antitrombina y tiene importantes implicaciones
diagnésticas y terapéuticas®).

Las implicaciones terapéuticas de las MPT en el cam-
po de la hemostasia también son importantes y muy
amplias. Quiza el ejemplo mds claro, avalado por mas
de 50 afios de uso masivo, son los anticoagulantes cu-
marinicos como el acenocumarol o la warfarina. Se tra-
ta de antagonistas de la vitamina K. La accién de estos
anticoagulantes es la de inhibir la enzima VKORCI,
impidiendo asf la reduccién de la vitamina K a hidroxi-
quinona e interrumpiendo el reciclaje necesario de vita-
mina K®. Sin los residuos de y-carboxiglutamato sin-
tetizados con la ayuda de la vitamina K, los factores I,
VII, IX y X no pueden unirse al calcio divalente, un ca-
tién necesario para su activacién normal® disminuyen-
do la capacidad coagulante del sistema hemostatico. La
inhibicién de una MPT, como es la y-carboxilacién, es
en lo que se sustenta la principal terapia anticoagulante
de nuestros dias.

La terapia antiagregante es otro ejemplo del valor
terapéutico de modular las MPT. En las plaquetas, el
acido araquidénico liberado de la membrana por la fos-
folipasa A2 sufre la accién de la COX, dando lugar a la
formacién de tromboxano A2 (TxA2), un potente ago-
nista plaquetario. Por el contrario, en la pared vascular
se genera prostaciclina, que actia como antiagregante
plaquetario. La inhibicién farmacolégica de la COX
altera el equilibrio entre ambos compuestos, lo que se
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traduce en una accién antiagregante. Entre los farmacos
que inhiben esta enzima se encuentran los antiinflama-
torios no esteroideos, destacando entre ellos el 4cido
acetilsalicilico, la sulfinpirazona, el triflusal y el dita-
zol. La accién antiplaquetaria del acido acetilsalicilico
se atribuye principalmente a la inhibicién irreversible
de la actividad de la COX por acetilacién del grupo
hidroxilo-serina de dicha enzima®. De esta forma, se
interrumpe la transformacién del dcido araquidénico en
sus derivados ciclooxigenados, reduciéndose la produc-
cién de TxA2 y, subsiguientemente, los procesos fisio-
patolégicos en los que éstos estan implicados.

En el campo de la aterotrombosis, otro ejemplo de
terapia que tiene como diana las MPT es el empleo de
estatinas. Las estatinas se usan para reducir los niveles
de colesterol, pero también inhiben la isoprenilacién de
proteinas, lo cual conlleva efectos beneficiosos sobre la
funcién cardiovascular®. Las estatinas, al inhibir la en-
zima 83-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa,
reducen la produccién de colesterol y, ademads, previe-
nen la formacién de compuestos isoprenoides no este-
roidales, que actian como acoplamientos lipidicos para
la modificacién postraslacional de varias proteinas in-
volucradas en diferentes procesos celulares. El bloqueo
del proceso de isoprenilacién por estatinas también tie-
ne efectos bioldgicos sobre funciones celulares que van
maés alld de la disminucién en la sintesis de colesterol:
se relacionan principalmente con la funcién vascular,
incluyendo la mejora de la hipertrofia y la insuficiencia
cardiaca congestiva, tienen propiedades antiinflamato-
rias, inhiben la proliferacién de células cancerigenas,
son inmunomoduladores, mejoran la disfuncién endo-
telial y reducen los dafos de la isquemia-reperfusion.

Por otro lado, la MPT de proteinas también es impor-
tante en los mecanismos de determinadas reacciones
adversas a farmacos. Algunas drogas, o sus metaboli-
tos, son especies reactivas capaces de unirse covalente-
mente a diversas proteinas y alterar su funcién, pudien-
do producir toxicidad celular.

Por tltimo, los avances técnicos en protedmica y es-
pectrometria de masas hacen posible una caracteriza-
cién cada vez mas detallada del complejo panorama de
las MPT de proteinas y de sus alteraciones en procesos
patolégicos®’. Estos avances seran fundamentales para
poder disefiar nuevos abordajes terapéuticos que persi-
gan modular las MPT vy, con ello, la funcién de protei-
nas importantes en los procesos fisiopatolégicos.

Conclusion y consideraciones finales

Las MPT son de gran relevancia en la biologia y la fi-
siologia celular. El concepto cladsico de que un fenotipo
es producido exclusivamente por el gen que codifica la
proteina resulta demasiado simplista para entender la

a7 |

complejidad fisioldgica y patoldgica del sistema hemos-
tatico. Las MPT estan detras de la enorme multiplicidad
y variabilidad de las funciones de las proteinas y de la
vasta complejidad del proteoma, del interactoma y de
la biologia de sistemas. Tienen innegables implicacio-
nes fisiolégicas, patoldgicas y terapéuticas, y también
cobran gran relevancia sus implicaciones diagnésticas.
Ante la perspectiva de una informacién genémica ma-
siva derivada del uso de la secuenciacién masiva, no
podemos perder de vista que las MPT también pueden
ser causa de enfermedad y habra que considerarlas en la
busqueda de genes candidatos que expliquen fenotipos
clinicos.

Sin duda, identificar los mecanismos de control geno-
tipico y fenotipico de las MPT nos ayudard a entender
mejor la compleja fisiopatologia humana, una perspec-
tiva, aunque mas compleja, mucho mas real.
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Leucemia aguda refractaria y en recaida: ¢como afrontarla?
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Aproximacion general al paciente con leucemia
aguda refractaria o en recaida

El tratamiento de la leucemia mieloide aguda refracta-
ria o en recaida (LMA-RR) continta sin estar bien defi-
nido en la actualidad. Mientras que las combinaciones
de antraciclina y citarabina son la piedra angular de los
esquemas de induccién en primera linea, el manejo del
paciente recidivado o refractario requiere una aproxi-
macién mds compleja. En primer lugar, es necesario
analizar la situacién de partida en cuanto a los para-
metros clinicos més habituales, tales como la edad, los
tratamientos previos, la duracién de la remision si la
hubo, la citogenética, las alteraciones moleculares y
el antecedente o no de un trasplante hematopoyético
previo. En la mayoria de los subtipos de LMA no pro-
mielocitica, el principal objetivo del tratamiento de res-
cate sera servir de puente a un trasplante alogénico, al
menos en los pacientes en edad de soportarlo y con un
donante adecuado.

El camino a seguir puede incluir diversas estrategias
teniendo en cuenta las herramientas disponibles, que
van desde la quimioterapia convencional a los trata-
mientos dirigidos a dianas moleculares o epigenéticas,
asi como algunas opciones de terapia celular.

Quimioterapia convencional

A pesar de los recientes avances en el disefio de medica-
mentos dirigidos a dianas especificas, la quimioterapia
continda teniendo un papel relevante en el rescate de
los pacientes con LMA-RR. Sin embargo, en los casos
primariamente refractarios puede resultar complejo
o imposible encontrar un esquema adecuado. A este
respecto se estan desarrollando algunas herramientas
que pueden ser de gran utilidad, como la plataforma
VIVIA, en la que las células leucémicas del paciente se
enfrentan in vitro a diversos agentes quimioterdpicos
solos o en combinacién, lo que permite establecer un
perfil personalizado de sensibilidad farmacolégica. La
plataforma VIVIA se estd ensayando dentro del grupo
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PEHEMA, con resultados interesantes que hacen pensar
que este método podria incorporarse ya a la practica
clinica habitual. La trascendencia es enorme en el con-
texto de las LMA-RR, dado que podriamos evitar el uso
de esquemas de tratamiento a los que el paciente no va
a responder y elegir tnicamente aquellos a los que es
sensible®. A continuacién, nos referiremos a los proto-
colos mds comunmente empleados.

La fludarabina, en combinacién con citarabina con o sin
adicién de idarrubicina, ha mostrado eficacia en el ma-
nejo de las LMA-RR. Bergua et al. han publicado recien-
temente los resultados del grupo PETHEMA con este
esquema incluyendo un total de 259 pacientes, de los
cuales 221 recibieron IDA-FLAG y 38 FLAGO, con adi-
cién de gemtuzumab. La tasa de remisiones completas
(RC) o RC con recuperacién hematoldgica incompleta
(RCi) fue del 51%, con un 9% de muertes en induccién.
Las variables asociadas a menor probabilidad de RC/
RCi fueron la citogenética de alto riesgo al diagnéstico,
la duracién de la remisién previa menor de un afio y la
ausencia de un trasplante alogénico previo. En 60 pa-
cientes se procedié a un trasplante alogénico en segun-
da RC. La mediana de supervivencia global de toda la
cohorte fue de 0,7 afos, con un 22% de supervivencia
a los 5 anos. Ademads, empleando las variables de cito-
genética, duplicacién en tandem de FLT3, antecedente
de trasplante alogénico previo y duracién de la primera
remisién, se pudo definir un indice prondstico (indice
SALFLAGE) que discriminaba 3 grupos de riesgo: favo-
rable, intermedio y desfavorable, con supervivencias
del 52, 26 y 7%, respectivamente®.

Se han empleado distintas combinaciones de estos
2 farmacos anadiéndoles un tercero, en general etopé-
sido u otros. Recientemente, Wei et al. han comunicado
la utilidad del esquema MAC que incluye mitoxantro-
na, Ara-C y ciclofosfamida en 91 pacientes con LMA-
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RR, que inclufan 44 casos primariamente refractarios y
47 en recaida®. La tasa de remisiones completas fue del
74,7% en las refractarias y del 72,7% en las recaidas,
con solamente 1 caso de mortalidad en toda la serie.
La expectativa de supervivencia global fue del 36% a
5 afos. Estos resultados son llamativos teniendo en
cuenta que la ciclofosfamida es una droga poco utiliza-
da enla LMA.

EI CPX-351 es un compuesto de daunoblastina y citara-
bina en formulacién liposomal a una ratio molar de 5:1.
Los estudios in vitro han mostrado que esta relacién tie-
ne la mayor sinergia y el menor antagonismo®. En un
ensayo prospectivo en pacientes adultos con LMA-RR
se compard la eficacia del CPX-351 frente al esquema
elegido por cada investigador. Aunque en el conjun-
to de la cohorte no hubo diferencias, en los pacientes
pertenecientes al grupo de alto riesgo segin el indice
pronéstico europeo, la mediana de supervivencia glo-
bal superd en 2,4 meses a la del grupo control®. Estos
datos han llevado a la realizacién de un ensayo fase 3
cuyo reclutamiento ha concluido y estd pendiente de
publicacién.

Es un derivado de quinolona que inhibe la topoisome-
rasa 11 sin generar radicales libres de oxigeno, que son
los responsables de la cardiotoxicidad de las antracicli-
nas. En el estudio VALOR, un fase 3 aleatorio, los pa-
cientes recibieron vosaroxin 90 mg/m? endovenoso los
dias 1y 4 en el primer ciclo y 70 mg/m? en los siguien-
tes, combinado con citarabina 1 g/m?® endovenoso los
dias 1 a 5. El grupo control recibié citarabina y placebo.
Se incluyeron un total de 711 pacientes, en una aleato-
rizacién 1:1. La tasa de remisiones completas fue sig-
nificativamente mayor en el grupo de vosaroxin (30%)
que en el grupo control (16%). La mortalidad precoz
fue del 8 y el 7%, respectivamente. La mediana de su-
pervivencia global fue de 7,5 meses en el grupo de vo-
saroxin frente a 6,1 meses en el grupo control. Aunque
en el conjunto de la serie no se observaron diferencias,
s las hubo en el andlisis estratificado por factores de
riesgo como la edad y la fecha del trasplante alogénico
(p = 0,024)9.

La 5-azacitidina es un inhibidor de la metiltransferasa
de ADN que ha mostrado actividad clinica en LMA y
en sindromes mielodisplasicos gracias a su capacidad
de revertir el silenciamiento de vias proapoptdticas. Su
a priori baja toxicidad ha extendido su empleo a pacien-
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tes mayores y recaidas postrasplante. Asi, el grupo eu-
ropeo de trasplante EBMT ha publicado sus resultados
del tratamiento con azacitidina en recaidas después de
trasplante alogénico. En un total de 181 pacientes, la
tasa de remisiones completas fue del 15% vy, en este
grupo, la supervivencia global a 2 afios fue del 48%. Es-
tos resultados indican que la azacitidina es de utilidad
al menos en un grupo limitado de pacientes?.

El otro agente hipometilante aprobado para el tra-
tamiento de la LMA es la decitabina. Si bien ya estd
indicado como primera linea en el paciente mayor,
constituye también una opcién en LMA-RR. A este res-
pecto, Richie et al. analizaron la eficacia de decitabina
en monoterapia en ciclos de 10 dias en 102 pacientes
con LMA-RR, con una tasa de remisiones completas
del 15,7% y una mediana de supervivencia global de
177 dias®. Estos datos confirman la eficacia, pero la
proporcién de pacientes que se benefician del trata-
miento es todavia baja.

Dentro de los nuevos hipometilantes, la guadecitabi-
na (SGI-110) es un dinucleétido de decitabina y desoxi-
guanosina que incrementa la exposicién in vivo a la de-
citabina al protegerla de la desaminacién. Actualmente,
se estd ensayando en fase 3 (NCT02348489) y sera pre-
ciso esperar a los datos finales del estudio.

Anticuerpos e inmunotoxinas

El antigeno CD33 se expresa en aproximadamente un
90% de las LMA, lo que lo convierte en una diana te-
rapéutica idénea, independientemente del estado mu-
tacional, la edad o las terapias previas. Gemtuzumab
ozogamicina es una inmunotoxina de especificidad
CD33 que ha sido ampliamente utilizada en las LMA-
RR, si bien su comercializacién se ha interrumpido en
la actualidad.

Recientemente, se ha desarrollado el SGN-CD33A,
que es un anticuerpo monoclonal de especificidad
CD83, conjugado con 2 moléculas de una pyrrolo-
benzodiazepina (PDB). Tras unirse al antigeno, SGN-
CDB33A se internaliza y es transportado a los lisoso-
mas, donde el PDB se libera por escisién proteolitica,
se incorpora al ADN y lleva a la muerte celular. En un
ensayo fase 1 en monoterapia, Stein et al. incluyeron
un total de 87 pacientes con LMA-RR o que habian
rechazado quimioterapia en primera linea. La dosis te-
rapéutica establecida fue de 40 pg/kg y, de los 21 casos
que la recibieron, 7 (83%) alcanzaron RC o RCi, lo
que sugiere que se trata de un medicamento intere-
sante para ser utilizado en combinacién con quimio-
terapia®.
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La identificacién de patrones mutacionales caracteris-
ticos en las LMA ha llevado al desarrollo de terapias
dirigidas a dianas moleculares especificas.

La duplicacién interna en tandem de FLT-3 se detecta
en un 30% de las LMA al diagnéstico y su presencia
confiere un prondstico adverso, por lo que se ha con-
siderado una diana de importancia prioritaria, siendo
numerosos los farmacos actualmente en ensayo.

Es la primera terapia dirigida que ha mostrado eficacia
en LMA-RR no promielocitica. Los resultados iniciales
han llevado a emplearlo ya en primera linea. Reciente-
mente, en un estudio fase 3 con 717 pacientes, se ha de-
mostrado que la adicién de midostaurin a un esquema
clasico de induccién con daunorubicina y Ara-C mejora
significativamente la supervivencia libre de eventos y la
supervivencia global®®.

Antes conocido como AC220, el quizartinib es un inhi-
bidor de segunda generacién altamente selectivo para
FLT-3. Varios ensayos fase 2 han mostrado una alta tasa
de RC en pacientes con LMA-RR. Asimismo, compa-
rando con controles histéricos, Hills ef a/. han reportado
que el quizartinib mejora significativamente la super-
vivencia global en pacientes con LMA-RR FLT-3 ITD
positivos®V.

Este inhibidor tiene actividad frente a la mutacién D835
que se encuentra en el asa de activacién del FLT-3 y
puede soslayar la resistencia a quizartinib. En un estu-
dio fase 2 en pacientes con LMA-RR que expresaban
mutaciones de FLT-3, el crenolanib obtuvo un 23% de
RCi en los casos que no habian recibido terapias anti-
FLT-3 previamente y un 5% en casos previamente tra-
tados con otros anti-FLT-312.

Previamente conocido como ASP2215, este potente in-
hibidor de FLT-3 ha mostrado su eficacia en un ensayo
fase 1-2 que incluia un total de 215 pacientes con LMA-
RR. La tasa global de respuestas fue del 60% entre com-
pletas y parciales, en los casos con FLT-3-ITD. Por este
motivo, se ha iniciado ya un ensayo fase 3(9.
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AG-221 es in inhibidor selectivo de la enzima isocitra-
to-deshidrogenasa-2 mutante (mIDH2), con actividad
por via oral. Considerando que IDH estd mutado en
una proporcién de pacientes con cariotipo normal y
que les confiere un pronéstico adverso, este inhibidor
puede jugar un papel importante, si bien hasta la fecha
solamente se han comunicado resultados preliminares
de estudios fase 114,

Conclusiones

En conclusién, el tratamiento de la LMA-RR continta
suponiendo un enorme reto para el médico clinico. Si
bien las nuevas terapias dirigidas estan aportando al-
gunas mejoras a la quimioterapia cldsica, las tasas de
respuestas y las expectativas de supervivencia de estos
pacientes son todavia muy limitadas, por lo que seria
recomendable incluirlos en ensayos clinicos.
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Inmunoterapia de las hemopatias malignas:
de los monoclonales a las células CAR

JAVIER BRIONES

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

El desarrollo de anticuerpos monoclonales ha tenido un
impacto extraordinario en el tratamiento de pacientes
con neoplasias hematoldgicas, que se ha traducido no
sélo en un aumento de la tasa de respuestas sino tam-
bién de la supervivencia. Desde el primer anticuerpo
utilizado en la clinica en pacientes con linfoma no-Hod-
gkin (LNH), rituximab, a finales de los afios noventa, se
han desarrollado numerosos anticuerpos para linfoma
(no-Hodgkin y Hodgkin), mieloma (MM) y leucemia
aguda mieloblastica (LAM) y linfoblastica (LAL). En la
mayoria de los casos, el impacto clinico de estos trata-
mientos ha sido relevante, con aumento de las respues-
tas completas (RC) y en ocasiones de la supervivencia.
Si bien estos anticuerpos posen una diana terapéutica
diferente, todos ellos se caracterizan por estar dirigidos
contra antigenos expresados en la célula tumoral.

Muy recientemente se ha producido un cambio de
concepto en el tratamiento inmunoterdpico del cancer.
Ademas de anticuerpos dirigidos contra células tumo-
rales, recientemente ha cobrado enorme importancia el
desarrollo de anticuerpos dirigidos frente a células del
microambiente tumoral, en especial las células efecto-
ras T y NK. El concepto clave se basa en la estimula-
cién in vivo del sistema inmune para potenciar su efecto
antitumoral. El efecto final antitumoral de las células T
depende de una regulacién compleja entre procesos de
estimulacién e inhibicién de la funcién de dichas célu-
las. Es bien conocido que las células T en pacientes con
céancer muestran una disfuncién en la coestimulacién,
asi como tendencia a la inhibicién o “agotamiento”
como consecuencia de la expresién en dichas células de
moléculas inhibidoras y de sus ligandos en las células
tumorales.

Inmunoterapia con anticuerpos estimuladores
de células T y NK

En los ultimos afos se han desarrollado anticuerpos
agonistas de moléculas coestimuladoras y anticuerpos
antagonistas de moléculas inhibidoras de células T.
Estudios en modelos preclinicos de neoplasias hema-
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tolégicas han mostrado que la administracién de an-
ticuerpos estimuladores o anticuerpos bloqueantes de
moléculas inhibidoras produce una estimulacién de la
respuesta inmune capaz de eliminar las células tumora-
les sin necesidad de la utilizacién de quimioterapia. En
la actualidad se estan desarrollando numerosos ensayos
clinicos en distintas neoplasias hematolégicas con far-
macos dirigidos frente a diferentes moléculas coestimu-
ladoras e inhibidoras de células T y NK.

Entre las moléculas coestimuladoras en las células T
destacan 4-1BB (CD137), OX40, CD40 y CD27, todas
ellas pertenecientes a la familia de receptores del factor
de necrosis tumoral (TNEF). 4-1BB se expresa en célu-
las T (principalmente CD8+) y NK activadas®. En la
actualidad se estdn desarrollando ensayos clinicos con
anti-CD137 (urelumab) en pacientes con distintos tipos
de LNH, bien en monoterapia o en combinacién con
rituximab, dada la sinergia en la activacién de ADCC en
las células NK. OX40 se expresa en linfocitos T CD4+ y
CD8+y células T reguladoras (T, ). Estudios preclinicos
han demostrado que la administracién de anticuerpos
agonistas de OX40 potencian la inmunidad antitumoral
a través de la estimulacién de células T efectoras y la eli-
minacién de células T, inmunosupresoras y su efecto
antitumoral se estd ensayando en pacientes con cancer.
CD27 es una molécula coestimuladora expresada en
células T, B y NK involucrada en la potenciacién de la
inmunidad antitumoral, tras interaccién con su ligando,
CD70, expresado en células presentadoras de antigenos.
La administracién de anti-CD27 (varlilumab) aumenta
significativamente la ADCC en modelos de linfoma y
su efecto antitumoral se estd estudiando actualmente en
pacientes con LNH de células B y T. Por otra parte, se
estan desarrollando anticuerpos que potencian el efec-
to citolitico de las células NK, a través de anticuerpos
bloqueantes de receptores inhibidores (KIR) o agonistas
de receptores estimuladores (NKG2D). En concreto, se
estan llevando a cabo estudios con anticuerpos anti-KIR
en pacientes con MM y LAM.

El conocimiento de los receptores inhibidores en las
células T (denominados en inglés checkpoint) y su impli-
cacién en la disfuncién del sistema inmune en pacientes
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con cancer ha contribuido a uno de los avances clini-
cos de mayor impacto en el tratamiento de pacientes
con neoplasias hematolégicas. CTLA-4 y PD-1 son los
2 receptores mas estudiados en la inhibicién de las cé-
lulas T vy, entre éstos, PD-1 estd siendo objeto de un
enorme numero de estudios clinicos. PD-1 se expresa
en células T una vez activadas e interacciona con los
ligandos PDL1, expresado en numerosos tipos celulares
(hematopoyéticos y epiteliales), y PDL2, expresado casi
exclusivamente en células dendriticas. La interaccién de
PD1 con su ligando produce una disfuncién de la cé-
lulas T caracterizada por la reduccién de su capacidad
proliferativa y funcién efectora (produccién de citoci-
nas y citolisis)®.

Si bien los primeros avances sobre el efecto de anti-
cuerpos inhibidores de moléculas checkpoint se descri-
bieron en pacientes con tumores sélidos (por ejemplo,
CTLA4 y melanoma), el impacto en pacientes con neo-
plasias hematolégicas es considerable, con el desarrollo
de numerosos ensayos clinicos en practicamente todas
las patologias. La interaccién PD1/L1 es compleja y la
expresién de ambas moléculas puede producirse tanto
en células tumorales como en células del microambien-
te tumoral (células T y células mieloides). Ademas, la
expresién de PDL1 en las células tumorales es dindmica
y puede cambiar dependiendo de la exposicién a cito-
cinas en el ambiente (por ejemplo, interferén gamma).
La expresién de PDL1 en neoplasias hematoldgicas es
heterogénea, con una gran variabilidad entre estudios
y pacientes®. En lo que se refiere al linfoma, la mayor
expresién de PDL1 se observa en el Hodgkin clasico (al-
rededor de un 85% de los casos), mientras que es mas
heterogénea en el LNH. En el linfoma difuso de células
grandes B (LDCGB), PDL1 parece expresarse sobre todo
en el subtipo no centro germinal y en aquellos casos
asociados al virus de Epstein-Barr. Sin embargo, no se
ha detectado expresién de PDL1 en el linfoma folicular
(LF) y los datos en el linfoma de células del manto son
contradictorios. El linfoma T, en general, no expresa
PDL1, a excepcién de los originados a partir de célu-
las NK y el anaplésico de células grandes. En lo referido
a otras neoplasias hematolégicas, se observa expresién
de PD1/L1 en las células tumorales y del microambien-
te en pacientes con MM, mientras que neoplasias mie-
loides como la mielodisplasia (SMD) y el LAM también
poseen expresién de PDL1.

Hasta la fecha, los datos de eficacia més relevantes
se han descrito en pacientes con Hodgkin clasico (en
recidiva o refractarios), en los que el tratamiento en
monoterapia con anti-PD1 (nivolumab y pembrolizu-
mab) dio lugar a una tasa de respuestas del 87-65% con
RC del 17-21%“. En pacientes con LDCGB y LF se han
descrito respuestas del 36 y el 40%, respectivamente, si
bien estos datos son muy preliminares y se requieren
mds estudios para conocer la eficacia real de estos agen-
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tes y qué pacientes/subtipos de linfoma tienen mayor
probabilidad de respuesta. Con respecto al MM, a pesar
de las implicaciones biolégicas de PD1/L1 en las células
tumorales y del microambiente, los resultados hasta la
fecha han sido decepcionantes. Se estan desarrollando
ensayos en pacientes con SMD y LAM, si bien los
resultados no se han publicado.

La introduccién de estos agentes, aun estando en su
fase inicial, estd revolucionando el tratamiento de pa-
cientes con neoplasias hematoldgicas. En la actualidad
se han descrito al menos 6 moléculas nuevas inhibido-
ras de células T, para las cuales se estan desarrollando
anticuerpos antagonistas (por ejemplo, LAG3, TIM3,
BTLA)®. Ello permitird la combinacién de diferentes
anticuerpos inhibidores de moléculas checkpoint, lo que
se espera se traduzca en un mayor efecto antitumoral.
Por otra parte, hay varios estudios que estan analizando
la combinacién de anticuerpos inhibidores de checkpoint
con anticuerpos agonistas de células Ty, a su vez, la po-
sibilidad de combinarlos con agentes quimioterdpicos
convencionales.

Un nuevo concepto en el disefio de anticuerpos ha
sido el desarrollo de anticuerpos biespecificos, dirigidos
por una parte hacia una molécula expresada en la célula
tumoral y por otra hacia el receptor CD3 de la célula T.
El paradigma de este tipo de farmacos —denominados
BiTE—, en el contexto de neoplasias hematoldgicas es
blinatumomab, dirigido frente a CD19©. La interaccién
simultdnea con CD19, en la célula tumoral, y CD3 pro-
duce una activacién de la célula T proxima a la célula
tumoral que da lugar la liberacién de granulos citotéxi-
cos y lisis tumoral. Blinatumomab se ha ensayado en
pacientes con LAL Ph- en recidiva con excelentes re-
sultados, 42% RC (la mayoria con enfermedad minima
residual negativa), datos que dieron lugar a su aproba-
cién por la Food and Drug Administration (FDA) en los
Estados Unidos”. Los estudios con blinatumomab se
han extendido a pacientes con diversos LNH y, en con-
creto, pacientes con LDCGB en recidiva han mostrado
una respuesta global del 43% (19% RC) tras un solo
ciclo®. Este concepto de anticuerpos BiTE se ha exten-
dido a otros antigenos, como CD33 para el tratamiento

de LAM.

Inmunoterapia adoptiva con células T

La inmunoterapia adoptiva con células T (IAT) ha sido
objeto de investigacién desde hace mds de 20 afios. Si
bien la administraciéon de linfocitos T infiltrantes del
tumor (TIL) ha tenido un éxito limitado, los recientes
avances en la identificacién de subtipos de células T y
el desarrollo de métodos eficientes para su expansién y
modificacién genética han revolucionado el campo de la
inmunoterapia, con implicaciones clinicas extraordina-
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Figura 1. Disefio de la estructura basica de un CAR (1.2 generacidn). Un anticuerpo monoclonal, en formato de region variable de cadena tnica (scFv), se une a un
dominio de sefializacidn intracelular (cadena C) del complejo CD3. A este dominio se pueden unir secuencias coestimuladoras (CD28, 4-1BB) para conformar un CAR de

2.0 3.2 generacion.

rias. La inmunoterapia con TIL consiste en el aislamiento
de células T a partir de la biopsia tumoral y su expansién,
ex vivo, mediante citocinas como IL-2, para enriquecer
el producto en células antigeno-especificas y, posterior-
mente, su administracién al paciente. Aunque este pro-
cedimiento se utiliza en el tratamiento de ciertos tumores
sélidos (en especial el melanoma), la complejidad y labo-
riosidad del procedimiento ha impedido su aplicacién
de forma frecuente en la clinica. Recientemente se han
utilizado linfocitos infiltrantes de la médula ésea (MIL)
en pacientes con MMO. Si bien los resultados son pro-
metedores (32% RC), es pronto para evaluar la eficacia
real de este procedimiento, dado que en el mencionado
estudio todos los pacientes habian recibido previamente
un trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
(TASP) acondicionado con melfaldn a dosis altas.

Otra variante de la IAT consiste en la modificacién
genética de dichas células con receptores T antigeno-
especificos. En los tltimos afos, se han desarrollado
estrategias de terapia génica que permiten modificar las
células T con receptores T antigeno-especificos. Estas
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técnicas tienen claras ventajas sobre el aislamiento di-
recto de linfocitos T especificos antitumorales. Sin em-
bargo, la transferencia de los genes de un receptor T,
con una especificidad determinada, a linfocitos T pre-
senta serias limitaciones metodolégicas que impiden su
aplicacién clinica a pacientes con cancer.

Para evitar estos problemas, se ha desarrollado un pro-
cedimiento de inmunoterapia con células T mediante su
modificacién genética con receptores quiméricos antige-
no-especificos (ampliamente conocidos con el acrénimo
anglosajon CAR)®. Un CAR esta constituido por un an-
ticuerpo monoclonal, que reconoce un antigeno, unido
al dominio de sefalizacién intracelular de la cadena {
del complejo CD83 (Figura 1). Las células T transducidas
con un CAR tienen ventajas muy claras sobre el uso de
células T transducidas con un receptor T: 1) reconoci-
miento de la célula tumoral independiente del HLA del
paciente; 2) se pueden generar contra cualquier molécula
(proteina, glicolipido o carbohidratos) para la que haya
un anticuerpo disponible, aumentando la versatilidad del
sistema; y 3) la metodologia de este sistema permite la
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generacién de células T antigeno-especificas en un perio-
do de tiempo muy inferior al que se necesita cuando se
utilizan los procedimientos previamente descritos para
generar células T antigeno-especificas, lo cual facilita su
aplicabilidad clinica. Si bien el primer disefio de un CAR
(1.% generacién), hace mas de 15 afios, se basaba exclusi-
vamente en la sefializacién a través de CD3 y su eficacia
clinica fue muy pobre, en los Gltimos afios se ha mejo-
rado la generacién de CAR (2.* generacién) con la incor-
poracién de moléculas coestimuladoras (como CD28
0 4-1BB), de forma que las células T tienen una mayor
capacidad de activacién, proliferacién supervivencia y
efecto antitumoral. En la actualidad se estan diseiando
CAR de 3. generacién que incluyen 2 dominios coesti-
muladores o citocinas que aumentan la funcién efectora
de las células T modificadas, asi como CAR con doble
especificidad antigénica o CAR duales, que incluyen do-
minios estimuladores e inhibidores para evitar la toxici-
dad secundaria al reconocimiento de la diana expresada
en células no tumorales®?.

En la clinica, el mayor impacto hasta la fecha se ha
obtenido con CAR dirigidos frente a CD19. En pacien-
tes con LAL-B (pediatricos y adultos), la administracién
de una sola dosis de células T-CAR19 dio lugar a un
75-90% de RC incluyendo pacientes con enfermedad
minima residual negativa; algunos de estos pacientes
contindan en remisién completa sin ningin tratamien-
to posterior mas alla de 1 afo tras el tratamiento?. Las
principales complicaciones consisten en el desarrollo
de un sindrome de liberacién de citocinas (en la mayo-
ria de los pacientes que responden) y trastornos neu-
rolégicos (encefalopatia, afasia, disartria), similar a los
descritos en pacientes que reciben blinatumomab. La
extraordinaria experiencia obtenida en pacientes con
LAL-B ha llevado a la aplicacién de IAT con CAR19 en
pacientes con otras neoplasias linfoides. Asi, pacientes
con LDCGB (incluyendo primario mediastinico) en re-
cidiva/refractarios, tras una mediana de 3 tratamientos
previos, tuvieron una RC del 50% tras la infusién de
CAR19%9, Resultados prometedores se han obtenido
también en estudios preliminares en pacientes con lin-
foma folicular y de células del manto. En pacientes con
LLC, en recidiva o refractarios a combinaciones con flu-
darabina e ibrutinib, se ha logrado una tasa de RC del
25%.

Estos resultados han generado enormes expectativas
en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas, lo que
ha llevado al desarrollo de CAR dirigidos frente otros
antigenos. En concreto, actualmente se estan llevando
a cabo ensayos en pacientes con MM con CAR dirigi-
dos frente a CS-1, BCMA y CD138, en pacientes con
LAM (CAR frente a CD33 y CD123), Hodgkin (CD30),
y LNH (CD22, ROR1)". Estos estudios permitiran co-
nocer la eficacia real de este procedimiento, asi como
sus complicaciones y el tratamiento de las mismas.
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En resumen, los avances obtenidos en los Gltimos
5 afos en el campo de la inmunologia antitumoral han
permitido colocar a la inmunoterapia en primera linea
en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas, lo cual
supone un cambio radical en el disefio de los tratamien-
tos, dirigidos hacia las células del sistema inmune en
vez de las propias células tumorales.
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Complicaciones tardias del trasplante alog,énico de progenitores
hematopoyeticos: ¢quée debemos recordar?

ILberoNso Esricapo TocINO

Servicio de Hematologia Clinica. Programa de Trasplante Hematopoyético.

Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla

Objetivos de aprendizaje

1. Reconocer las complicaciones mds frecuentes a lar-
go plazo de los supervivientes del trasplante hemato-
poyético.

2. Identificar los grupos de riesgo para dichas compli-
caciones.

3. Resumir las recomendaciones de seguimiento ac-
tuales.

Introduccion

El trasplante alogénico de células progenitoras hemato-
poyéticas (A-TPH) es una opcidn terapéutica establecida
para diversas enfermedades hematoldgicas. En las dl-
timas décadas los resultados clinicos del trasplante he-
matopoyético han mejorado en términos de curacién y
supervivencia debido fundamentalmente al perfecciona-
miento de las técnicas de determinacién de HLA, mejo-
res cuidados de soporte y avances en la prevencién y el
tratamiento de sus complicaciones. Como consecuencia,
existe un nimero creciente de supervivientes a largo pla-
zo que requieren cuidados especializados y adaptados.
El 80% de los receptores de un A-TPH que sobrevi-
ven a los primeros 2 afios tras el trasplante se convierten
en supervivientes a largo plazo®. Sin embargo, tienen
riesgo de desarrollar complicaciones tardias tales como
compromiso cardiopulmonar, desérdenes musculoes-
queléticos, endocrinopatias y neoplasias secundarias,
entre otras. La magnitud del riesgo de estas complica-
ciones estd influida fundamentalmente por las expo-
siciones terapéuticas previas al A-TPH, el tratamiento
de acondicionamiento del trasplante y el desarrollo y
manejo de la enfermedad del injerto contra el huésped
(EICH). En un estudio® de 1.479 pacientes que habian
sobrevivido al menos 2 afios tras el trasplante alogéni-
co, con un seguimiento mediano de 9,5 afios, la causa
mads frecuente de fallecimiento fue la recidiva de la en-
fermedad primaria (29 %), que ocurrié mayoritariamen-
te entre el segundo y quinto afio postrasplante (67 %).
Las causas de mortalidad no relacionadas con la recaida
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fueron la EICH crénica (EICH-c) (22 %), la infeccién tar-
dia en ausencia de EICH (11%), una enfermedad malig-
na secundaria (7 %), complicaciones pulmonares (5%),
toxicidad cardiaca (2%), otros eventos relacionados
con el tratamiento (8%) y causas no relacionadas con
el trasplante (3%). Las toxicidades tardias no malignas
multiples son frecuentes en los supervivientes de alo-
trasplantes.

El factor mas importante que determina cémo ha de
ser el cuidado y el seguimiento a largo plazo es el hecho
de que el paciente sufra o no EICH-c. La EICH-c y su
tratamiento ponen al paciente en situacién de alto ries-
go de complicaciones infecciosas, oculares, dermatolé-
gicas, hepaticas, gastrointestinales y pulmonares. Estas
complicaciones son mucho menos frecuentes, aunque
pueden ocurrir, en pacientes sin EICH-c.

La incidencia acumulada de alteraciones crénicas de
salud entre los supervivientes tras un A-TPH es del 64%
a 10 afios y del 71% a 15 afios y las complicaciones
crénicas severas o amenazantes de la vida tienen una
incidencia acumulada préxima al 40% a los 10 afos
postrasplante®.

Varios estudios confirman que los nifos supervivien-
tes de un alotrasplante tienen tasas similares a los adul-
tos de complicaciones a largo plazo como pulmonares,
hipertensién, alteraciones neurosensoriales y diabetes.
No obstante, existen aspectos singulares de los super-
vivientes pediatricos que requieren atencién en centros
especializados, tales como el crecimiento fisico y psico-
neurosocial y el efecto psicolégico de una enfermedad
prolongada en los nifios®.

Esta alta incidencia de morbimortalidad ha propicia-
do el desarrollo de guias de seguimiento estandarizado
para los receptores de A-TPH de alto riesgo. Por tanto,
es trascendente identificar aquellos pacientes con un
riesgo aumentado para determinadas complicaciones
por sus caracteristicas clinicas o sus exposiciones tera-
péuticas y conocer e implementar las recomendaciones
actuales de monitorizacién y seguimiento con el obje-
tivo de la deteccién precoz y el manejo apropiado de
las mismas. Adicionalmente, el reconocimiento de la
dimensién del problema permitirfa a las autoridades
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Tabla 1. Enfermedad cardiovascular

Factores de riesgo Complicaciones

Actuaciones

- Hipertension arterial previa
- Dislipemia previa

- Diabetes previa

- Obesidad previa

- Consumo de tabaco previo

- Antraciclinicos
- Ciclofosfamida
- Radiacion toracica

- Diabetes
- Enfermedad de injerto contra huésped - Dislipemia
- Inhibidores de calcineurina
- Corticosteroides - Enfermedad renal

- Hipertension arterial

- Sindrome metabdlico

- Muerte de origen cardiovascular

- Enfermedad cardiaca (isquemia, miocardiopa-
tia, insuficiencia cardiaca, arritmias)

- Accidente cerebrovascular

- Determinacién y control de tension arterial
- Nutricion saludable

- Control de la diabetes y dislipemias

- Control de obesidad

- Deshabituacién de tabaco

- Ejercicio fisico

- Pruebas a pacientes con varios factores de ries-
go: electrocardiograma, ecocardiograma, prueba
de esfuerzo

sanitarias proveer los recursos necesarios para el segui-
miento a largo plazo de esta poblacién vulnerable.

Enfermedad cardiovascular

Los receptores de un A-TPH tienen un riesgo incremen-
tado de complicaciones cardiovasculares, incluyendo
enfermedad arterial (enfermedad cerebrovascular y en-
fermedad arterial coronaria) y miocardiopatia (Tabla 1).
Estas complicaciones se presentan mas precozmente que
en la poblacién general y, ademds, estos pacientes tienen
doble riesgo de muerte cardiovascular que la poblacién
general®. Asi, la edad mediana de presentacién de un
primer infarto miocdrdico es de 53 afos, mientras que en
la poblacién general es de 67 afios®. La enfermedad arte-
rial es debida primariamente a la arterioesclerosis acele-
rada atribuida a la irradiacién previa, junto a la existencia
de factores de riesgo cardiovascular (hipertensién, diabe-
tes y dislipemia)®. En receptores de A-TPH el riesgo de
que se asocien varios factores de riesgo cardiovascular se
aproxima al 40% y esta asociado al uso de corticoides e
inhibidores de calcineurina®. El fallo clinico cardiaco tar-
dio es primariamente debido a la exposicién pretrasplan-
te a antraciclinicos® y puede ser anticipado mediante la
evaluacién de la funcién diastdlica pretrasplante®.

A los pacientes expuestos a antraciclinicos antes de alo-
trasplante se les deben realizar ecocardiogramas seriados
cada 1-5 afios segtn la dosis acumulada de antraciclini-
cos, la edad de exposicién y la radiacién mediastinica
concomitante. Los estilos de vida cardiosaludables de-
ben ser recomendados para todos los supervivientes,
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incluyendo un programa de ejercicio regular, recomen-
daciones nutricionales, screening y manejo agresivo de
dislipemia, hipertensién y diabetes.

Complicaciones pulmonares tardias

El sindrome de bronquiolitis obliterante, la neumonia
organizativa criptogenética y el sindrome de neumonia
idiopatica aparecen entre los 3 meses y los 2 afios pos-
trasplante y se relacionan estrechamente con la EICH
crénica extensa® (Tabla 2). La incidencia acumulada
global es del 10% a 2 afios.

Es importante la evaluacién precoz de sintomas como
tos o disnea. Se deben realizar test de funcién pulmo-
nar cada 3 meses durante el primer aflo postrasplante.
Esta estrategia permite identificar aquellos pacientes
que puedan desarrollar un sindrome de bronquiolitis
obliterante durante el periodo de disminucién de la in-
munosupresién, permitiendo una intervencién precoz.

Complicaciones endocrinologicas

Las complicaciones endocrinoldgicas se encuentran en-

tre las mas comunes tras el trasplante hematopoyético
(Tabla 3).

La incidencia de hipotiroidismo subclinico o compen-
sado (TSH elevada con T4 normal) es del 25 al 30%,
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Tabla 2. Complicaciones pulmonares

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

-ITC - Bronquiolitis obliterante
- Neumonia org. criptogenética
- Sind. de neumonia idiopatica

- Bleomicina

- Infeccion

- Neumonia inflamatoria

- Bronquiolitis obliterante
pretrasplante

- Infecciones de repeticion
- Insuficiencia respiratoria

- Sintomas:

- Ecocardiografia

- Tratamientos especificos
- Trasplante pulmonar

- Deshabituacion de tabaco
- PFR (cada 3 meses post-A-TPH 1 afo). Si patolégico: anual

(IC/Hipertensién pulmonar)

- Radiografia/tomografia axial torax (si patrén restrictivo)
- Procedimientos invasivos (sospecha de infeccion por gérmenes oportunistas)

A-TPH: trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas; ITC: irradiacion total corporal; PFR: pruebas de funcion respiratoria; IC: insuficiencia cardiaca

Tabla 3. Complicaciones endocrinoldgicas

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- Corticoides crénicos
- Inhibidores de calcineurina

- Acondicionamiento, mas con ITC
(mas en sesion Unica)

- Acondicionamiento

-ITC

- Tratamiento de EICH

- Mujer (también en hombre)

- Corticoides crénicos a largo plazo
(retirada brusca o estrés agudo)

- Diabetes mellitus de tipo 2 (30% a 2 afios)
Asociacion con hipertension e hiperlipemia: sin-
drome metabdlico a enfermedad cardiovascular
acelerada

- Hipotiroidismo

- Hipogonadismo e infertilidad

- Esterilidad (mieloablativo)

- Alteraciones hormonales: pérdida de libido, dis-
funcién eréctil, sequedad vaginal y dispareunia
(asociado a EICH vulvovaginal)

- Alteracion de funcién sexual (mujer > hombre)

Hombre

Mujer
- Amenorrea secundaria u oligomenorrea: insufi-
ciencia ovarica

- Salud sexual y libido

+ Hipoadrenalismo

- Reconocimiento precoz
- Glucemia -0 hemoglobina glicosilada- y lipidos
en ayunas (anual)

- TSH anual

- T4 libre (si TSH elevada)

Hipotiroidismo central adquirido precoz (transi-
torio)

- Preservacion de fertilidad pre-TPH (criopreserva-
cion de semen)
- Anticoncepcion (hombres)

- Practicas sexuales seguras
- Hormonas sexuales (anual)

- Testosterona y FSH (sintomas de hipogonadis-
mo)

- Administracion de testosterona o inhibidores de
fosfodiesterasas (disfuncion eréctil)

- FSH (y test de embarazo)

< 40 afos: estrogenos (hasta edad de menopau-
sia natural)

> 40 afos: valorar riesgo beneficio de estrogenos
(cancer de mama)

- Testosterona transdérmica

- Urgencia médica
- Retirada lenta de esteroides

EICH: enfermedad de injerto contra huésped; FSH: hormona foliculoestimulante; ITC: irradiacidn total corporal; T4: tiroxina; TSH: hormona tiroestimulante
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con una latencia mediana de 2 afios, mientras que la
incidencia acumulada de hipotiroidismo clinico (TSH
elevada y T4 descendida) varia del 4 al 9% y su latencia
es de 2,7 afios?. El hipotiroidismo se relaciona con la
radiacién de la glandula tiroides (mediastino/cuello) y
la baja edad al trasplante (Tabla 3).

Las alteraciones puberales estdn causadas por altera-
ciones del eje pituitario-hipotaldmico relacionadas con
irradiacién y/o dafio gonadal por quimio/radioterapia
(Tabla 3). La probabilidad de dafio gonadal se relaciona
con las dosis acumuladas de tratamiento gonadotéxi-
co. Los supervivientes varones tienen una probabilidad
considerable de recuperar la produccién de esperma, in-
cluso si han sido tratados con irradiacién total corporal
(ITC), si el trasplante se realizé antes de los 25 afios de
edad y no desarrollaron EICH-c. Los ovarios son mas
vulnerables a la radiacién y a la quimioterapia®. Aun-
que el 50% de las nifias prepuberales expuestas a ITC
fraccionada desarrolla la pubertad espontdneamente y
adquiere la menarquia a la edad normal, casi todas las
mujeres de mds de 12 afios de edad en el momento del
trasplante desarrollan fallo ovérico, probablemente por
una reserva disminuida de foliculos primordiales. El fa-
llo ovarico es irreversible en la mayoria de las pacientes
y requiere reemplazamiento hormonal adecuado para
prevenir la osteoporosis y otras complicaciones®.

El fallo gonadal permanente y la infertilidad son toxi-
cidades conocidas de los regimenes de acondiciona-
miento para el trasplante hematopoyético® (Tabla 3).
Son factores asociados a mayor riesgo de infertilidad
la edad avanzada al trasplante, el sexo femenino y la
exposicién a ITC. La infertilidad puede influenciar mu-
cho la calidad de vida (para algunos supervivientes la
pérdida de fertilidad fue tan dolorosa como enfrentar
el cancer). La alta prevalencia de infertilidad hace nece-
sario discutir con el paciente, previamente al trasplan-
te, las opciones para preservar la fertilidad y también
proporcionar un buen apoyo psicosocial a los supervi-
vientes.

El screening de la disfuncidn tiroidea se hace con una
buena historia clinica y examen fisico, asi como test
de funcién tiroidea anuales (Tabla 3). Si se encuentran
anormalidades, los pacientes deben ser referidos a un
endocrinélogo para reemplazamiento hormonal.
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* Varones: el screening de hipogonadismo debe in-
cluir la historia clinica apropiada a la edad (estadios
de maduracién peripuberal —estadificacién de Tan-
ner—, libido, impotencia y fertilidad). Se recomienda
la determinacién de los niveles de hormonas luteini-
zante, foliculo-estimulante y testosterona a la edad de
11 afos y en cualquier chico con pubertad aparente-
mente retrasada (Tabla 3). Si se encuentra anomalias
en la funcién testicular, se debe consultar con un en-
docrindlogo.

* Mujeres: el screening de disfuncién ovdrica debe
incluir la historia clinica (amenorrea primaria o secun-
daria, irregularidades menstruales y dificultad para el
embarazo), estadificacién de Tanner y niveles séricos
de gonadotropina y estradiol (Tabla 3). En pacientes
con ausencia de evidencia clinica de pubertad se deben
obtener los niveles basales hormonales en el momento
esperado de la pubertad para evaluar la necesidad de
tratamiento hormonal para inducirla.

Complicaciones musculoesqueléticas

Los receptores de un A-TPH pueden tener una densidad
6sea disminuida debido a la exposicién a esteroides para
el tratamiento de la EICH, deficiencia de hormona de
crecimiento, hipogonadismo, inactividad fisica, uso de
tabaco, ingesta de alcohol (riesgo de caidas y desnutri-
cién), deficiencia de vitamina D y dieta baja en calcio
(Tabla 4). La incidencia de osteoporosis se aproxima al
20% a los 2 anos. La pérdida mas significativa de den-
sidad mineral ésea se produce en los 6 primeros meses
postrasplante e incrementa el riesgo de fracturas.

La osteonecrosis es una complicacién debilitante y do-
lorosa que se desarrolla cuando el aporte de sangre al
hueso esta comprometido, usualmente en areas de cir-
culacién terminal (Tabla 4). A menudo requiere cirugia.
La incidencia acumulada es del 6% tras un A-TPH de
donante hermano HLA idéntico y del 15% si el donan-
te es no emparentado. El mayor riesgo lo tienen los
varones con EICH-c expuestos a inhibidores de calci-
neurina.

La historia clinica y el examen fisico son la base del
screening (Tabla 4). La deteccién precoz puede permitir
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Tabla 4. Complicaciones osteomusculares

Factores de riesgo Complicaciones

Actuaciones

- Enfermedad de injerto contra huésped cronica
(EICH-c)

- EICH-a/c (corticoides)
- Acondicionamiento de alta intensidad
- Hipogonadismo

- Corticoides prolongados
- Varén
- Irradiacion total corporal en acondicionamiento

- Miopatia inducida por corticoides
* Limitacion movilidad articular
(esclerosis cutanea y de fascias)

- Osteopenia (principalmente en primeros 6 a 12
meses postrasplante alogénico

- Necrosis avascular de cadera y otras
articulaciones mayores (4-10%): cadera (80%),
rodillas (10%), mufiecas y tobillos

- Reduccion de dosis de esteroides en lo posible

- Densitometria (al afio del A-TPH)

- Determinacion de vitamina D (al afio del A-TPH)

- Actividad fisica regular

- Suplemento de calcio (1.200 mg/dia)

- Suplemento de vitamina D (800-1.000 Ul/dia)

- Reemplazamiento estrogénico o de testosterona
cuando esté indicado

- Bifosfonatos (si osteoporosis documentada)

- Dolor (radiografias simples: normales al inicio)
- Resonancia magnética precoz
- Consulta precoz con ortopeda

medidas quirGrgicas conservadoras, como la descom-
presion cortical, que retrasen y en algunos casos obvien
el reemplazamiento articular.

Neoplasias secundarias

Los factores asociados al desarrollo de tumores se-
cundarios tras el A-TPH son la edad avanzada, la ex-
posicién previa a quimioterapia o radiacién, la ITC
como parte del acondicionamiento, la infeccién por
virus oncogénicos (VEB, VHB, VHC) y la inmunosu-
presién prolongada”. Las neoplasias frecuentes son
el linfoma de Hodgkin y el sindrome linfoprolifera-
tivo postrasplante y los tumores sélidos (cancer de
piel, cancer de mama, cancer de tiroides y cancer co-
lorrectal).

Es importante el examen de la piel, especialmente en
zonas irradiadas. Es muy importante el diagnéstico pre-
coz del cancer de mama, por lo que en mujeres en riesgo
(dosis de radiacién de 20 Gy o superior en manto, me-
diastinica, pulmonar o campos axilares) se recomienda
autoexamen mensual y exdmenes anuales empezando
en la pubertad hasta la edad de 25 afios y, desde enton-
ces, cada 6 meses, y mamografia y resonancia magnéti-
ca (RM) anual®. Para los pacientes en riesgo de cancer
colorrectal (dosis de radiacién de 30 Gy o superiores en
abdomen, pelvis o espinal), se recomienda colonoscopia
cada 5 afos desde los 35 afios de edad.
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Calidad de vida y mortalidad tardia

Varios estudios anglosajones muestran que la calidad
de vida es estable desde el pretrasplante hasta el pos-
trasplante. Los aspectos psicolégicos, sociales y espi-
rituales mejoran a partir del sexto mes postrasplante
(Tabla 5). La poblacién mas vulnerable es la que de-
sarrolla EICH-c. Aproximadamente, dos tercios de los
pacientes pueden volver a trabajar en el primer afio y
el 75% en el segundo postrasplante. La gran morbi-
lidad y el alto nimero de complicaciones de los recep-
tores de un A-TPH puede resultar en mortalidad pre-
coz. La probabilidad de supervivencia a 10-20 afios de
los pacientes vivos y en remisién completa 2-5 afios
tras el trasplante es superior al 80%"9. Las tasas de
mortalidad son de 4 a 9 veces superiores a la pobla-
cién normal durante al menos 30 afios postrasplante,
produciendo una reduccién de las expectativas de vida
del 30%. Aunque la recidiva de la enfermedad prima-
ria y la EICH-c son las causas principales de muerte
prematura, los receptores tienen una probabilidad de
morir de una neoplasia secundaria 3,6 veces superior,
de una complicacién pulmonar 15,1 veces superior y
por compromiso cardiaco 2,3 veces superior a la po-
blacién normal®®.

Guias de seguimiento a largo plazo

El seguimiento adecuado del receptor de un alotrasplante
requiere la coordinacién por el hematdlogo de mdultiples
especialistas y del equipo médico de atencién primaria. El
Center for International Blood and Marrow Transplaniation Re-



LVIII Congreso Nacional de la SEHH / XXXII Congreso Nacional de la SETH. Programa Educacional

Tabla 5. Complicaciones psicosociales y neuroldogicas

Factores de riesgo Complicaciones

Actuaciones

- Inhibidores de calcineurina prolongados
-ITC

+ Irradiacién craneal

- Quimioterapia intracraneal

- EICH

- Depresion

- Obesidad

- Dafio neurocognitivo

- Limitacion de calidad de vida

- Falta de tolerancia al ejercicio
- Alteraciones del gusto

- Disminucion de salud sexual

- Screening de dafo neurocognitivo

- Fisi6logos del ejercicio
- Nutricionistas

- Consejeros de salud sexual

EICH: enfermedad de injerto contra huésped; ITC: irradiacidn total corporal

search (CIBMTR), el European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) v la American Society for Bone Mar-
row Transplantation (ASBMT) han desarrollado recomen-
daciones conjuntas para el screening y la deteccién precoz
de las complicaciones tras el A-TPH!. Estas recomen-
daciones se centran en los riesgos a partir del sexto mes
postrasplante y estan organizadas por sistemas organicos
y tiempo tras el trasplante. Incluyen efectos tardios po-
tenciales, factores de riesgo conocidos y recomendaciones
para pruebas complementarias y medidas preventivas. El
Children Oncology Group ha desarrollado para pacientes
pedidtricos unas guias integrales de seguimiento a largo

plazo que proporcionan recomendaciones de consenso
adaptadas al riesgo.

El objetivo general de estas guias es la identificacién
precoz de las complicaciones para la intervencién tem-
prana que permita reducir la morbimortalidad atendien-
do también al control de costes. Las recomendaciones de
evaluaciones periddicas estan dirigidas a supervivientes
asintomaticos y la intensidad del screening debe ser deter-
minada por el riesgo estimado del paciente en funcién de
su historia de exposiciones terapéuticas y/o caracteristicas
demograficas, con el objetivo de individualizar la toma de
decisiones evitando el exceso o el defecto de intervencio-

Tabla 6. Enfermedad hepatica

Factores de riesgo Complicaciones

Actuaciones

- EICH-¢

- Tratamiento inmunosupresor
- Medicaciones

- Sobrecarga férrica

- Hepatitis viral previa

VHB - Reactivacion viral
- Fallo hepético
VHC - Reactivacion viral

- Fallo hepatico
- Cirrosis y/o cancer hepatico (25%)

- Sobrecarga férrica (33%)

- Hemocromatosis secundaria (complicaciones hepaticas, pan-
credticas, gonadales, infecciosas o cardiacas a largo plazo)

- Test de funcion hepatica (bilirrubina, transami-
nasas y fosfatasas alcalinas) cada 3 meses el
primer afio y después anual

- Biopsia hepatica (alteracion enzimatica sin otros
signos de EICH) o causa no aclarada de afecta-
cion hepatica

- Test de funcion hepatica y HbsAg (o carga viral)
cada 6/12 meses

- Test de funcion hepatica y carga viral de VHC

- El tratamiento reduce el riesgo

- Biopsia hepatica (considerar si infeccién cronica
mas de 8-10 afios)

- Ferritina sérica
- Biopsia hepética

EICH-c: enfermedad de injerto contra huésped crdnica; VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C
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Tabla 7. Enfermedad renal

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- Enfermedad renal previa (clinica o subclinica)

- Dafio por radiacion

- Inhibidores de calcineurina (crénicos)
- Hipertension arterial

- Microangiopatia

- Enfermedad de injerto contra huésped cronica

- Insuficiencia renal

dades autoinmunes

- Glomerulonefritis membranosa y otras enferme-

- Creatinina sérica

- Nitrégeno ureico

- Sedimento urinario
- Microalbuminuria
(anuales)

Tabla 8. Complicaciones dermatoldgicas, orales y oculares

Complicaciones dermatoldgicas

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- EICH (la piel es el 6rgano mas frecuente-
mente afectado)

- Lesiones premalignas
- Neoplasias malignas

- EICH cuténea

- Examen cutaneo completo anual (pelos y ufas): signos pre-
coces de EICH cutdnea (eritema folicular, despigmentacion,
induracion focal, contractura articular)

- Prevenir quemadura o dafio solar

- Prevenir sequedad severa (crema hidratante)

Complicaciones orales

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- Irradiacién de cabeza y cuello (ITC, irra-
diacion local pre-TPH -linfomas-, EICH-c)

“EICH-c

- Sequedad oral cronica (xerostomia): di-
ficultad para masticar, deglutir (malnutri-
cién) y caries aceleradas

- Labios agrietados

- Canceres orales (riesgo x 7); mas en ane-
mia de Fanconi (llceras que no cicatrizan,
crecimientos de la mucosa, induracion)

- Enjuagues orales con salino, jugo de limén, saliva artificial
- Evaluacion orodental (cada 6 meses)
- Lubricantes

- Similar a EICH-c, por lo que requieren biopsia para el diag-
ndstico

Complicaciones oculare

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- ITC (en todos los pacientes)

- EICH-c mas ITC

- Cataratas

- Queratoconjuntivitis seca (disminucion
de funcién glandular lacrimal): 20% a
15 afios post-Alo-TPH (40% si EICH-c)

- Uveitis
- Coroiditis
- Retinitis infecciosas

Retinopatia microvascular isquémica
(manchas “en lana de algodén” y edema
de disco dptico)

- Tratamiento especifico

- Tratamiento de la EICH mas tratamiento sintomatico (lagrimas
artificiales, oclusién temporal)

- Ciclosporina (desaparecen al reducir o suspenderla)

- Evaluacion ocular (oftalmélogo experto en EICH): agudeza vi-
sual y test de Schirmer (produccion de lagrimas)

EICH: enfermedad de injerto contra huésped; ITC: irradiacion total corporal; TPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

nes. Las Tablas 6, 7, 8 y 9 presentan una sintesis de los fac-

tores de riesgo y recomendaciones de otras complicacio-

Estrategias de reduccion del riesgo

nes frecuentes en los receptores de A-TPH no abordados
en el texto por cuestién de espacio.

A menudo no es posible modificar exposiciones tera-
péuticas tales como el tipo de acondicionamiento o el
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Tabla 9. Complicaciones infecciosas

Factores de riesgo

Complicaciones

Actuaciones

- Reconstitucion inmune prolongada (donantes
HLA-mismatched, injerto con deplecion T,
enfermedad de injerto contra huésped crénica
-EICH-c-)

- Pérdida de inmunidad previa

- Asplenia anatémica o funcional

- Infecciones por oportunistas y no oportunistas

- Reactivacion de infecciones latentes

- Infecciones por bacterias encapsuladas (S.
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
spp, Capnocytophaga canimorsus) y en zonas
endémicas parasitos intraeritrocitarios (Babesia

- La prevencion es critica

-Vacunacion postrasplante

(vacunas inactivas si EICH con tratamiento
inmunosupresor)

- Determinaciones: niveles de Ig, CD4, CD4/CD8
(anual)

- 1g IV (si niveles muy bajos)
* Profilaxis antiviral y antipneumocistis
(si EICH-c y tratamiento inmunosupresor)

- Vacunacion

microti)

tratamiento de la EICH. La obesidad (determinada por
el indice de masa corporal) no es comun en receptores
de A-TPH, pero estos pacientes si tienen un porcentaje
de grasa elevado y una reduccién de masa muscular®.
Este estado de obesidad sarcopénica contribuye al de-
sarrollo de resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e
inflamacién crénica que han sido relacionados con el
riesgo de cancer asociado a obesidad y con compli-
caciones cardiovasculares. Por tanto, las intervencio-
nes para mejorar la nutricién y mantener un estilo de
vida fisicamente activo probablemente son incluso de
mayor utilidad que para la poblacién normal para los
supervivientes postrasplante, como estrategias de re-
duccién del riesgo. La nutricién adecuada, no fumar
ni beber alcohol, usar proteccién solar, hacer ejercicio
fisico y seguir las recomendaciones de vacunacién es-
tandarizadas postrasplante son medidas que deben ser
enfatizadas en el seguimiento a largo plazo. Un esti-
lo de vida saludable es probablemente la medida que
pueda tener mayor impacto en la calidad de vida y la
supervivencia del paciente.

Resumen y conclusiones

El seguimiento a largo plazo de los receptores de un
A-TPH requiere una actitud proactiva del médico res-
ponsable encaminada a la prevencién, el diagnéstico
precoz y las intervenciones terapéuticas de las com-
plicaciones tardias. La coordinacién de un equipo
interdisciplinar, la educacién del paciente y sus fa-
miliares, la individualizacién de las actuaciones y la
adecuada relacién con el centro de origen del pacien-
te, en su caso, son los fundamentos del seguimiento
a largo plazo. Fuentes de informacién y recomenda-
ciones on-line como la Transplant guide desarrollada
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por la organizacién Be the Match del National Marrow
Donor Program (NMDP) son herramientas de gran uti-
lidad en la clinica diaria.
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Nuevos sistemas de diagnostico en hemostasia y trombosis
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Introduccion

La hemostasia es el proceso fisiolégico y dindmico
que mantiene la integridad del sistema circulatorio y
que, desde el punto de vista didéctico, se subdivide en
4 apartados interrelacionados: a) formacién del tapén
plaquetario (endotelio y plaquetas); b) propagacién de
la coagulacién; c) terminacién de la coagulacién me-
diante control antitrombético; y d) eliminacién del
codgulo mediante el sistema fibrinolitico. Las diatesis
hemorragica y trombética ocurre cuando los elemen-
tos especificos de este proceso son insuficientes o estan
funcionalmente alterados.

A continuacién, veremos la aproximacién diagndsti-
ca tanto en el paciente con didtesis hemorrdgica como
trombética, centrdndonos en los trastornos hereditarios.

Aproximacion diagnéstica al paciente con
diatesis hemorragica

La didtesis hemorragica se define como una predisposi-
cién al sangrado debida a la existencia de un trastorno
de la hemostasia que afecta a la integridad vascular, al
recuento y la funcién plaquetarios, a los factores de la
coagulacién y/o a la fibrinolisis. El diagnéstico correcto
se basa en la realizacién de la historia clinica, la explo-
racién fisica y el andlisis de las pruebas de laboratorio
complementarias.

Como en cualquier patologia médica, la realizacién
de una historia clinica exhaustiva es fundamental. Es
importante definir las caracteristicas del sangrado: lo-
calizacién e intensidad, edad de comienzo, eventos
asociados, historia familiar (herencia, consanguinidad),
ingesta de farmacos y enfermedades sistémicas. Se de-
ben tener en cuenta algunos signos de alarma, asi como
posibles malformaciones, generalmente asociadas a
una diatesis hemorrdgica hereditaria (DHH) (Tabla 1 y
Figura 1).
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El diagnéstico de este tipo de pacientes supone un
reto para el clinico en su practica diaria®?. La evalua-
cién del sangrado puede ser confusa debido a su alta
prevalencia en la poblacién sana, su variabilidad con
la edad o ante la presencia de determinados eventos
(cirugfas y/o traumatismos). La Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia (ISTH) ha desarrollado di-
ferentes escalas de sangrado o bleeding assessment tools
(ISTH-BAT) para establecer la cronologia de los eventos
hemorragicos y disminuir la subjetividad; sin embargo,
no han sido capaces de correlacionar el perfil clinico
con el del laboratorio®. En la Tablas 2 y 3 se resumen
las pruebas utilizadas para el diagnéstico de la diatesis
hemorréagica y la monitorizacién de la terapia antiagre-
gante®?. A continuacién, detallamos los nuevos avan-
ces en las técnicas de laboratorio.

EI PFA100° es la prueba de cribado mas utilizada y sus-
tituye al tiempo de hemorragia®. Debido a sus limita-
ciones, se ha desarrollado una prueba mas especifica
para identificar las deficiencias moderadas/graves que
afectan al receptor P2Y , INNOVANCE® PFA P2Y)®.
Utiliza una membrana recubierta por ADP, Ca* y PGE1
y detecta la activacién del receptor mediante la estimu-
lacién de la adenilatociclasa.

Tabla 1. Sintomas y signos de alarma para sospechar
un trastorno plaquetario hereditario

+Hemorragias desproporcionadas ante traumatismos o intervenciones
quirdrgicas

- Hemorragia tras caida del cordén umbilical, en la primera infancia (cir-
cuncision) o a partir de la adolescencia

-Aparicién de hematomas generalizados e inexplicables

- Epistaxis prolongadas (> 30 minutos) o menometrorragia (desde la me-
narquia) que requiera atencion hospitalaria o que produzca anemizacién

- Sangrados excesivos en el parto, en la cavidad oral, tras extraccion dental
u otros procedimientos invasivos, que requieran la transfusion de he-
moderivados o la reintervencion para llevar a cabo la cauterizacion y
hemostasia local

- Presencia de hemartrosis

- Falta de respuesta a tratamientos para la trombocitopenia inmune (PTI)
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Malformaciones neurolégicas:
TAR/Filaminopatia-heterotopia
SCH-neuropatia/ARC
Stormorken-miosis, miopatia

N
S

Cataratas: MYH9-RD

Sordera neurosensorial:
TASRC/MYH9-RD

Hepatico-biliar:
MYH9-RD
ARC (colestasis)

Digestivo:
SWA-neoplasias
SHP-enf. inflam. intestinal
Def. fosfolipasa A2-tlceras

Genitourinarias:
JBS

Inmunodeficiencia: (1)
SWA/Di George-Timo

LAD Ill/SHP/SCH/SG

Malformaciones

musculotendinosas:
STSL-xantomas

Retraso desarrollo:
TCPT/SJB/Di George

Malformaciones faciales:
TAR/TCPT/SJB/Di George

&
y
P
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Malformaciones cardiacas:
TAR/TCPT/SJB/ARC
Filaminopatia/Di George

Malformaciones pulmonares:
SHP fibrosis

Esplenomegalia:
STSL/SPG/GATA1/LHF

Malformaciones renales:
MYH9-RD-nefropatia
TAR/TCPT/SJB/Filaminopatia
ARC-nefropatia, acidosis tubular

Malformaciones
musculoesqueléticas:
TAR-aplasia bilateral de radio
TASRC-fusion proximal radio-cubito
Filaminopatia/STSL-artritis
ARC-artrogriposis

Albinismo:
SHP/SCH/SG

Figura 1. Principales manifestaciones clinicas y hallazgos patoldgicos en la exploracidn fisica asociados a los trastornos plaquetarios hereditarios (TPH) (modificado de
Balduini et al.)?. ARC: sindrome de artrogriposis, disfuncidn renal y colestasis; JBS: sindrome de Jacobsen; LAD: deficiencia de adhesidn de leucacitos; LHF: linfohistioci-
tosis hemofagocitica familiar; MYH9-RD: enfermedad relacionada con MYH9; SCH: sindrome de Chediak-Higashi; SG: sindrome de Griscelli; SHP: sindrome de Hermansky-
Pudlak; SPG: sindrome de plaqueta gris; STLS: sitosterolemia; SWA: sindrome de Wiskott-Aldrich; TAR: trombacitopenia con ausencia de radio; TASRC: trombocitopenia
amegacariocitica congénita con sinostosis radiocubital; TCPT: sindrome de Paris-Trousseau.

Es la técnica clasica y mas utilizada para analizar la fun-
cién plaquetaria®. Existen varios tipos de agregometria
en funcién del tipo de muestra y de la técnica empleada.
La impedanciometria estd indicada para la monitoriza-
cién de la terapia antiagregante (Tabla 2), mientras que
la turbidimetria o light transmission aggregometry (LTA) si-
gue siendo el método de referencia para el diagnéstico
de los trastornos plaquetarios hereditarios (TPH)®. Esta
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Ultima se basa en el método de Born, que consiste en la
determinacién de la agregacién plaquetaria mediante la
transmisién de luz a través de un plasma rico en plaque-
tas (PRP) tras la induccién con diferentes agonistas pla-
quetarios. La ISTH recomienda la utilizacién de 5 ago-
nistas (coldgeno, ADP, acido araquidénico, epinefrina
y ristocetina), ya que algunos patrones de agregacién
son especificos de determinadas enfermedades, como
la trombastenia de Glanzmann (TG) o el sindrome de
Bernard-Soulier (SBS). En aquellos casos no concluyen-
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Tabla 2. Principales caracteristicas de las pruebas de laboratorio para la valoracién del fenotipo hemorragico, la frecuencia de uso y

su indicacion actual

Técnica (Frec) Valoracion Ventajas/Inconvenientes Indicacion
Hemograma Recuento lineas Recuento plaquetario, IPF y VPM TPH

(98%) celulares Variabilidad en contadores automatizados

Frotis SP . Alteraciones caracteristicas (cuerpos de Dhdle), VPM, agregados (pseudo-

(> 90%) Morfologia celular trombocitopenia por EDTA). Variabilidad interobservador TPH

Test de coagulacion

Hemostasia secundaria

Via intrinseca, extrinseca y comin (TP, TTPa, FG)
Condiciones preanaliticas

Estudio basico

Método coagulativo: estandar para trastorno cuantitativo/cualitativo. Méto-

. H i (15)

FYW Ag/Ac FVIII:C Despistaje de EVW do cromogénico mas especifico. Variabilidad interlaboratorio EVW

Fisioldgica. Invasiva, tiempo. Poco reproducible
0,
TH (28%) Global Escasa Sy E. Factores técnicos No
L. ” Sustituye al TH. Sangre total. Col-Epi/Col-ADP. Simple y rapido .
® 0, Py

PFA100° (53%) Adhesion y agregacion Util en pediatria. Poca S y E. Condiciones preanaliticas Screening EVW

Autoanalizadores: VerifyNow®, Plateletworks® (cirugia y cardiologia) e IMPACT-R® © Moniitor. tto

Sangre total, faciles, rdpidos, escasa muestra, caros

LTA (60%) Gold standard. Dinamico. Elevada S y E. Guias de uso"?. Caro, laborioso, ;
(PRP) Todas las fases complejo, grandes volimenes. Poco reproducible Screening y dco. TPH
Multiplate® Activacion Impedanciometria. No procesamiento de la muestra. Menos sensible. Falta Monitor. tto
(12%) (ST) Agregacion de estudios en TPH '
Lumi-LTA L L LTA con secrecién de ATR. PRP o ST. Gran Sy rapidez. No diferencia entre )
(21%) Agregacion y secrecion liberacion y secrecion. Luminometria/HPLC No validado
CMF Agregacion, secrecion y | Escaso volumen de muestra. Gran Sy E. Miiltiples aplicaciones :
(24%) procoagulante Caro, laborioso, complejo. Variabilidad interlaboratorio. Screening y dco. TPH
. L ST sin anticoagulante. Apoyo diagndstico en TG, Stormorken y SWA. Variabi-
0,
R. Coagulo (10%) Agregacion lidad interlaboratorio Ayuda dco. TPH
ELISA ) Gran S y E. Centros especializados _—
HPLC Granulos No automatizadas, validadas, ni estandarizadas Investigacion
ME (4%) Granulos Gold standard. Gran Sy E/Caro, complejo, centros especializados Dco.TPH
Isétopos . L L . o
radiactivos Granulos 5-HT y radiois6topo/Radioactividad y centros acreditados Investigacion

Ensayos bioquimicos

Estudios funcionales

Gran Sy E/Complejos, caros y especializados
Ensayos de spreading, metabolismo AA (TxB,), union ligando-receptor, pro-
teinas intracelulares (MYH10), medicion de 2.° mensajeros (Ca**, IP,)

Investigacion
Dco.TPH

Test globales

Hemostasia global

Funcién dindmica, hemostasia global, trombosis (Tabla 3)

Monitor. tto

Molecular

Gen

Genes candidatos, mutaciones Hot-Spot, estudio de familiares y consejo
genético/Fenotipo inespecifico, miltiples exones, heterogeneidad molecu-
lar

Dco. final de TPH

5-HT: serotonina; AA: dcido araquiddnico; Ca*: calcio idnico intracelular; Col-Epi/Col-ADP: colageno-epinefrina-adenosin difosfato; Dco: diagndstico; E: especificidad;
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; EVW: enfermedad de von Willebrand; FG: fibrindgeno; FVIII:C: actividad factor VIII coagulativo; FVW Ag/Ac: Factor von
Willebrand antigénico/actividad; GP: glicoproteina; HPLC: high-performance liquid chromatography; IP: inositol trifosfato; IPF: indice de plaquetas inmaduras; LTA: light
transmission aggregometry; Lumi-LTA.: lumiagregometria; Monitor. tto: monitorizacion de tratamiento antiagregante; PRP: plasma rico en plaquetas; R.: retraccidn;

S: sensibilidad; SBS: sindrome de Bernard-Soulier; ST: sangre total; CMF: citometria de flujo; SWA: sindrome Wiskott-Aldrich; TEG: tromboelastografia; TG: trombastenia
de Glanzmann; TH: tiempo de hemorragia; TP: tiempo de protrombina; TPH: trastornos plaquetarios hereditarios; TTPa: tiempo de tromboplastina parcial activada;

VPM: volumen plaquetario medio

tes se recomienda el uso un panel extenso de agonistas
que ayudarian a identificar un TPH mds infrecuente.
Aunque se han elaborado unas guias para su estandari-
zacidn, sus limitaciones dificultan su uso, sobre todo en
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la poblacién pediatrica (Tabla 2). Otra limitacién de la
LTA es el estudio de los granulos plaquetarios, en el que

se recomienda el andlisis mediante lumiagregometria
(Lumi-LTA) (Tabla 2).
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Se ha desarrollado un método de alto rendimiento,
optical multichannel (Optimul®), basado en la LTA. Utili-
za 7 agonistas (afade PAR-1y U46619 a los recomen-
dados por la ISTH) y reactivos liofilizados sobre una
plataforma que permite analizar 96 muestras. El grupo
inglés UK Genotyping and Phenotyping of Platelets
Study Group/GAPP comprobé una gran sensibilidad,
especificidad y un alto valor predictivo negativo (VPN)
para el cribado de los TPH, sobre todo en los fenoti-
pos leves. Ademads, reduce el volumen de muestra y el
tiempo®.

Es imprescindible para el analisis de las glicoproteinas
(GP) de membrana. Ademas, permite el estudio de pla-
quetas activadas mediante la expresién de PAC-1 (fren-
te a GPIIb/IIla) y de los granulos plaquetarios mediante
la expresién de CD63 (granulos densos) y de CD62P o
P-selectina (granulos a)®. Para diferenciar si la altera-
cién es propia del contenido o de su liberacién se cuan-
tifica la liberacién de mepacrina (deteccién de seroto-
nina o 5-HT). Sin embargo, se requieren otras técnicas
mds especificas (high-performance liquid chromatography
o HPLC, microscopia electronica -ME—, enzyme-linked
immunosorbent assay o ELISA), para confirmar estos ha-
llazgos (Tabla 2). Otras aplicaciones de la CMF son la
valoracién de la actividad procoagulante mediante la
deteccién de la fosfatidilserina (tras la activacién me-
diante un ionéforo de calcio), el estado conformacio-
nal del complejo allb/b3 (tras la activacién con ADP
y con PMA) y las alteraciones del receptor P2Y, (afia-
diendo una fosfoproteina estimulante vasodilatadora o
VASP)®. Se han desarrollado métodos de fijacion?:

o Agglix: estabiliza los agregados de plaquetas una
vez afladidos los agonistas (ADP, AA, colageno y PAR1)
sobre la sangre total, durante 9 dias. Se comprueba el
descenso en el recuento de las plaquetas (single platelet
counting modificado).

* PAMFix (grupo GAPP): estabiliza la muestra tras
la adicién de 5 agonistas (ADE, U46619, TRAE, AA,
EPI) durante 9 dias y valora principalmente los granu-
los densos y a, mediante la expresién de P-selectina y
CD683 (remote platelet function). Los resultados obtenidos
fueron concordantes con el analisis mediante Lumi-
LTA. Podria utilizarse en el cribado previo a la realiza-

cién de la LTA. No se considera ttil para el diagnéstico
de los TPH".

Se basan en la interaccién del agonista plaquetario con
su receptor, la sefializacién intracelular, los cambios
en el contenido intracelular de Ca*, IP, y cinasas, en
el remodelado del citoesqueleto y en la liberacién del
contenido granular®. Para el estudio de los granulos
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densos analizan la secrecién de 5-HT y ADP-ATP, para
los granulos o, la secrecién de PF4 y B-tromboglobulina
y, para la liberacién del contenido de los lisosomas,
LAMP-1. Existen numerosas técnicas: HPLC, ELISA,
Western blotting, CME, is6topos radiactivos, Lumi-LTA,
medicién del metabolito estable del tromboxano en
suero TxB,, estudios celulares, asi como el analisis
mediante ME. Son técnicas muy complejas, realiza-
das en centros muy especializados, indicadas para el
diagnéstico especifico y para estudios de investigacién
(Tabla 2)©.

El diagnéstico de la EVW se realiza segtn las reco-
mendaciones de la British Committee for Standards in
Haematology (BSCH) (Figura 2)%. Ademads, en los la-
boratorios de referencia se llevan a cabo los siguientes
estudios:

¢ Estudio de proteolisis del FVW que mide la suscep-
tibilidad del FVW a la metaloproteasa ADAMTS13, que
regula su tamaifio.

® Determinacién del propéptido o FVW:Ag II que
ayuda a distinguir la EVW congénita de la adquirida y
a detectar moléculas de FVW con mayor velocidad de
aclaramiento. Se realiza mediante técnicas de ELISA.

® Deteccién de anticuerpos contra FVW. Se detec-
tan aloanticuerpos en algunos pacientes con EVW de
tipo 3 (7-10%) y autoanticuerpos en el sindrome de von
Willebrand adquirido.

Proporcionan una evaluacién mds precisa e in vivo de la
hemostasia, explorando la calidad de la formacién del
codgulo de una manera dindmica, reflejando de forma
mas adecuada tanto la tendencia hemorrdgica como la
trombdtica. Simulan parcialmente las condiciones de
flujo, interaccién endotelial, pH y temperatura. De mo-
mento, antes de su uso clinico generalizado, es necesa-
ria su estandarizacién®?:

e Tromboelastografia (TEG)/Tromboelastometria
rotacional (ROTEM): detectan cambios en la viscosi-
dad y elasticidad durante el proceso de formacién del
codgulo, evaltan la funcionalidad de las plaquetas, el
fibringeno, los factores de la coagulacién y el sistema
fibrinolitico. Sus principales avances se han observado
en el manejo del sangrado perioperatorio y en la hemo-
filia (Tabla 3 y Figura 3a).

® Test de generacién de trombina (TGT): permite
medir la cinética global de la formacién de trombina,
desde la fase de inicio hasta la fase de inactivacién de la
trombina formada (Figura 3b). El método mds utiliza-
do es el CAT (calibrated automated thrombin generation),
que visualiza los cambios en la generacién de trombina
en relacién con el tiempo utilizando sustratos fluoro-
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Sélo FVIII:C disminuido ‘

l

TIPO 2N o HA leve

FVW:Ag
FVW:RCo
FVW:CB
FvIli:C

FVW:RCo y/0
FVW:CB reducidos

N

Ratio > 0,6: Ratio < 0,6:
FVW RCo/Ag y CB/Ag FVW RCo/Ag o CB/Ag
TIPO 1 TIPO 2

FVW:Ag indetectable

l

TIPO 3

Responde a bajas
concentraciones de
ristocetina

T~

RIPA normal o
disminuida

— T

TIPO 2B o EVW-TP

l Descenso de RCo/Agy CB/Ag
Pérdida de los multimeros HMW

Descenso de RCo/Ag y FVW CB/Ag normal
Multimeros HMW normal

l

TIPO 2A

l

TIPO 2M

Figura 2. Algoritmo diagndstico con las pruebas de laboratorio de la enfermedad de von Willebrand (EVW) (modificado de Laffan MA, et al.)"®. Es necesaria la determi-
nacion del factor de von Willebrand (FVW) antigénico (FVW:Ag), de la actividad del FVW como cofactor de la ristocetina (FYW:RCo) con o sin la capacidad de unidn del
FVW al coldgeno (FVW:CB) y al FVIII (FYW:FVIIIB) y el andlisis multimérico del FVW por electroforesis. EI FVW:CB no puede reemplazar al FVW:RCo porque ambos test son
complementarios. Los multimeros determinados por electroforesis permiten el diagndstico con certeza de la EVW. FVW:C: FVIIl coagulante; HA: hemofilia A; PRP: plasma

rico en plaquetas; RIPA: aglutinacion de PRP con ristocetina; TP: tipo plaquetario.

génicos, plasma rico/pobre en plaquetas y diferentes
activadores de la coagulacién a diferentes concentra-
ciones. Tiene una elevada sensibilidad pero una gran
variabilidad interlaboratorio, lo que complica su estan-
darizacién.

Son la tnica prueba que permite confirmar el diagnds-
tico de los trastornos hereditarios y facilita el consejo
genético. Ademds, ayuda en la identificacién de los
subtipos que precisen diferentes estrategias terapéu-
ticas. Tradicionalmente, se ha realizado mediante se-
cuenciacién convencional (Sanger), mediante el analisis
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de un gen candidato conocido, restringiendo el analisis
a aquellos trastornos con un fenotipo especifico®. Ac-
tualmente, es el método de eleccién para confirmar las
variantes genéticas identificadas por la secuenciacién
masiva o next-generation sequencing (NGS)"?. También se
han empleado otras técnicas como los mapas genéticos,
el andlisis de ligamiento (linkage analysis), la utilizacién
de marcadores microsatélites y los estudios de asocia-
cién gendémica (genome-wide association studies o GWAS).

Las plataformas de NGS permiten la secuenciacién en
paralelo de multiples fragmentos de ADN, generando
una gran cantidad de datos en un tiempo mds reduci-
do y a un coste menor. Esta tecnologia ofrece miltiples
aplicaciones, como la secuenciacién del transcriptoma
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Tabla 3. Caracteristicas de los test globales de hemostasia

Caracteristicas TEG ROTEM
Tipo de test Semiautomaticos
Muestra Sangre total
Tubo Citrato
Volumen 0,36 mL ‘ 0,34 mL
Tiempo para 15-120 min
analisis
Pipeteo Manual ‘ Manual/Automatico
Dispositivo Cubeta a 37 °C/Pin
P Propios de cada dispositivo
) Cubeta 4° 45 cada Pin 4° 75° cada 6 s;
Mecanismo g " )
I 5 s; pin fijo cubeta fija. No sensible
oscilacion ; . . ; -
Sensible a vibracion a vibracion
Grafica resultados Transduccion Impedanciometria
(Figura 3a) (Figura 3a)
o
N. muestras 9 4
analizadas
Muiltiples andlisis
Valoracion funcién Menos analisis
Software . o o
plaquetaria: Valoracién de fibrinolisis
platelet mapping
Act|vador.e{s de Propios de cada dispositivo
coagulacion
Disminucion de las necesidades transfusionales en
— hemorragia masiva, cirugia cardiaca, coagulopatia
Aplicaciones f : )
- secundaria a traumatismo, hemorragia posparto, en
clinicas . " .
la hemorragia y el trasplante hepdticos, tratamiento
con factores de la coagulacion y en la hemofilia
Condiciones preanaliticas, andlisis de muestras
L simultaneas, personal especializado, falta de es-
Limitaciones L L . .
tandarizacion, variabilidad interlaboratorio y corre-
lacién clinica

completo (RNA-seq), la identificacién de microRNA,
estudios de interaccién proteina-DNA (ChIP-seq) o es-
tudios de metilacién. Las aplicaciones principales son
las siguientes™®:

* Paneles de genes: en ellos se secuencia un subcon-
junto limitado de genes. Es un método rapido y barato
respecto al Sanger y puede ser una aproximacién diag-
néstica en la rutina diaria. Existen plataformas europeas
como ThromboGenomics (https://thrombogenomics.
org.uk) que utilizan esta tecnologia.

* Secuenciacién del exoma/genoma completo (whole-
exome/genome sequencing): consiste en secuenciar las re-
giones codificantes (exoma) y/o no codificantes del ge-
noma. Es un procedimiento Gtil para aquellos casos con
una alta sospecha de un trastorno genético, en el que no
se han identificado mutaciones en los genes candidatos.
Su analisis es muy complejo por la gran cantidad de da-
tos generados (> 4.000 variantes/paciente).
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Figura 3. Test globales para el estudio de la hemostasia.

A) Tromboelastograma, parametros observados en el TEG y equivalentemente en
ROTEM®™7:
- R/CT: tiempo de reaccion hasta alcanzar una amplitud de 2 mm. Valora el
estado de los factores.
- K/CFT: tiempo de formacidn del codgulo hasta una amplitud de 20 mm. Valora
los factores, la funcion plaquetaria y el fibrindgeno.
-Angulo ou: es el angulo formado por el brazo de R y la pendiente de K. Es la
velocidad de formacidon de un coagulo sdlido. Indica la calidad del fibrindgeno y
de las plaquetas.
- MA/MCF: méxima amplitud o fortaleza del codgulo (mm). Es una funcidn de la
elasticidad del codgulo. Valora la funcion plaquetaria, del fibrindgeno y del FXIII.
- LY30/L130: indice de lisis del codgulo a los 30 min.
ML: maxima lisis del coagulo.

B) Curva obtenida de TGT
- LT (lag time): tiempo de inicio de la generacion de trombina. Valora la fase de
inicio y amplificacion de la coagulacion, en relacion con el factor tisular.
- Pendiente: tasa de formacion de trombina por unidad de tiempo.
- Altura pico de trombina (peak thrombin generation): maxima trombina
generada.
-TTP (time to peak): valora el periodo procoagulante.
-AUC (area under curve): o potencial endgeno de trombina (ETP). Valora la
cantidad de trombina y el tiempo que esta activa.
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Las principales limitaciones de la NGS son la dificul-
tad para detectar inversiones, reordenamientos, gran-
des deleciones/inserciones y/o grandes alteraciones
estructurales’®. Ademds, se requiere de un analisis
computacional, de algoritmos probabilisticos bioinfor-
maticos (modelos bayesianos) y un sistema de analisis
de filtrado de variantes genéticas para identificar aque-
llas potencialmente patogénicas. Es necesaria la con-
firmacién funcional mediante un modelo celular para
definir una determinada variante como causante de una
determinada enfermedad®®.

El diagnéstico molecular de los TPH se recomienda
en las siguientes situaciones®: a) para confirmar el
diagnéstico correcto; b) para identificar nuevas mu-
taciones que puedan correlacionarse con un fenotipo
determinado; c) establecer el valor pronéstico y la co-
rrelacién fenotipo-genotipo; d) por el conocimiento
cientifico, sobre todo en los trastornos raros (enfer-
medad relacionada con GATAI, filaminopatias o en la
EVW de tipo plaquetario) y pocos casos descritos en
la literatura; y e) para detectar los genes que predispo-
nen al desarrollo de una hemopatia mieloide maligna
(RUNX1).

En este contexto, dentro del grupo de trabajo de la
Sociedad Espafola de Trombosis y Hemostasia (SETH)
“Caracterizacién funcional y molecular de pacientes
con trombopatias congénitas”, hemos disefiado un pa-
nel de 71 genes relacionados con la hemostasia prima-
ria y analizado mas de 70 pacientes, con sospecha de
TPH, mediante una plataforma de NGS (MiSeq® Illu-
mina). Para dar validez a la metodologia, se identifica-
ron (mediante NGS) todas las mutaciones de 10 pacien-
tes con el diagnéstico molecular de TPH previamente
establecido por Sanger. A continuacién, se analizaron
20 pacientes que presentaban un fenotipo de laborato-
rio especifico de TPH, identificando la alteracién mole-
cular subyacente en el 80% de los casos. Finalmente, en
una cohorte de 30 pacientes, en los que las pruebas de
laboratorio no fueron capaces de definir un fenotipo es-
pecifico de TPH, la aplicacién del panel permitié iden-
tificar la alteracién molecular en mds del 60% de los
casos. Los diagnésticos mds destacables fueron: 2 casos
de trombocitopenia relacionada con TUBB1, trombo-
citopenia relacionada con ACTNI, trombocitopenia
relacionada con FLNA, enfermedad relacionada con
MYH9 (MYH9-RD), sindrome de Hermansky-Pudlak
(SHP) y TG, entre otros. Especialmente llamativa ha
sido la identificacién de los 3 primeros casos de TG-like
en Espafia, al identificar 3 mutaciones diferentes en el
gen RASGRP2. Los estudios funcionales fueron concor-
dantes con los hallazgos moleculares.
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En los trastornos hemorragicos hereditarios de la he-
mostasia secundaria, el diagnéstico molecular se reali-
za mediante secuenciacién convencional del gen can-
didato, relacionado con la deficiencia del factor. Por
ejemplo, en la hemofilia A grave se analiza la inversién
del intrén 22 y del intrén 1. El resto de los fenotipos
se analizan por secuenciacién directa. Hasta la fecha,
en el 2-5% de las hemofilias A graves y el 10% de
las leves/moderadas no se encuentra ninguna altera-
cién molecular; esto puede ser debido a la presencia
de variantes genéticas intrénicas o alteraciones en el
VWEM™, En funcién de estas consideraciones, nues-
tro grupo ha incorporado al algoritmo diagnéstico la
tecnologia NGS para secuenciar los genes completos
F8, F9 y VWE En el andlisis de 100 pacientes se ha
identificado la alteracién molecular subyacente en el
99% de los casos, detectando alteraciones en el splic-
ing, 2 regiones intrénicas recurrentes y 8 pacientes con
alteraciones en el VWE También hemos aplicado esta
tecnologia en el diagndstico de los trastornos raros de
la coagulacién, identificando las alteraciones causan-
tes de la enfermedad en 20 pacientes diferentes (FXIII,
FVII, EXI, FV, EX, disfibrinogenemias, deficiencia de
precalicreina)®?.

El diagnéstico del fenotipo hemorragico es complejo
y las pruebas de laboratorio, en ocasiones, son labo-
riosas, poco reproducibles y dependen de las condi-
ciones preanaliticas, por lo que su estandarizacién es
dificil. Los principales avances se han conseguido en
el diagnéstico de los TPH, en el que la ISTH ha esta-
blecido un algoritmo de 3 pasos (Figura 4)®. En pri-
mer lugar, se realizan pruebas que estan disponibles
en la mayoria de los laboratorios®: frotis de sangre
periférica, estudio basico de coagulacién, despistaje
de la EVW y de la deficiencia de FXIII, la realizacién
de LTA (5 agonistas), andlisis de las principales GP
por CMF y la evaluacién de la liberacién de granulos
de las plaquetas.

En segundo lugar, se aplican técnicas disponibles
en laboratorios mas especializados®: se ampliard
el nimero de agonistas y de anticuerpos en la LTA
y en la CME, respectivamente; se llevard a cabo la
retraccion del coagulo, TxB,, estudio del conteni-
do granular (HPLC, ELISA, etc.) y la ME. El dltimo
paso debe incluir los estudios bioquimicos (Tabla 2)
y los estudios de genética molecular. Dado que, con
este algoritmo, estos trastornos se caracterizan com-
pletamente en menos del 50% de los casos®, se ha
incorporado la metodologia de NGS. En nuestra ex-
periencia, la aplicacién de la NGS nos ha permitido
mejorar el rendimiento diagndstico de estas enfer-
medades tan heterogéneas.
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A

Sospecha clinica

Hemograma
Frotis SP

Historia clinica
familiar y personal

BAT

No estudios

»

Estudio coagulacion:
Factores/FVW

Trastorno plaquetario
hereditario

l

LTA: Col, ADP, AA, Epi, Risto
CMF: GPIb (CD42b), GPIb/iX (CD42a), GPiiia (CD61),
GPlIb/llla (CD41), GPIIb/Illa (PAC-1)

l

LTA: PAR1, PAR4, TRAP, PMA, CRP, convulxina, U46619, A23187
CMF: GPIV (CD36), GPla/ila (CD31 y CD49b), GPVI, anexina V, lactaderina
Retraccion coagulo, Western-Blotting, TxB,, ME

l

Ensayos bioquimicos: RIA, ELISA, HPLC, ensayos de spreading, union ligando-receptor
proteinas intracelulares (MYH10), medicion de 2.° mensajeros (Ca*, IP,)
Estudio molecular: gen candidato/NGS

Defecto especifico

Figura 4. Algoritmo diagndstico de los trastornos plaquetarios hereditarios, segtin las recomendaciones de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH)
(modificado de Gresele et al.)®. A23287: iondforo de calcio; AA: dcido araquiddnico; ADP: adenosinfosfato; BAT: bleeding assessment tools; CMF: citometria de flujo;

Col: coldgeno; CRP: péptido relacionado con el colageno; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, Epi: epinefrina; FVYW: factor de von Willebrand; GP: glicoproteina;
HPLC: high-performance liquid chromatography; LTA: light transmission aggregometry; ME: microscopia electrdnica; NGS: next-generation sequencing; PAR1/PAR4: agonistas
del receptor de la trombina 1y 4; PMA: acetato de forbol miristato; RIA: radioinmunoandlisis; Risto: ristocetina; SP: sangre periférica; TRAP 0 U46619: agonista estable

del receptor del tromboxano.

e Para el estudio funcional de la hemostasia debe-
mos prestar especial atencién a la fase preanalitica
(obtencién y manejo, transporte y conservacién y
procesamiento) que influye en la fiabilidad de los re-
sultados.

* La estandarizacién de los test globales de hemos-
tasia sigue siendo esencial para garantizar un test
rapido, eficaz y fisiolégico que permita identificar el
fenotipo hemorrdgico y monitorizar la eficacia del tra-
tamiento.
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* En el contexto actual, gracias al avance en el cono-
cimiento genético-molecular y al desarrollo de la tec-
nologia de NGS, parece razonable el empleo de estas
herramientas para el diagnéstico de las DHH, princi-
palmente, cuando existen multiples genes candidatos
(SHP), numerosos exones (MYH9-RD) y en los casos en
los que las pruebas de laboratorio no facilitan la aproxi-
macién diagnéstica.

e El analisis de las regiones intrénicas requiere de
potentes programas bioinformaticos, asi como estu-
dios celulares para establecer el mecanismo etiopato-
génico.
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Aproximacion diagnéstica en la enfermedad
tromboembodlica

Es una enfermedad frecuente, grave y multifactorial,
que afecta tanto al sistema venoso (enfermedad trom-
boembdlica venosa o ETV) como arterial (enfermedad
tromboembdlica arterial). Ocurre cuando se rompe el
equilibrio entre los factores trombogénicos (alteracién
de la pared vascular y del flujo sanguineo, activacién pla-
quetaria y de la coagulacién) y los mecanismos antitrom-
béticos protectores (endotelio, inhibidores de la coagula-
cién y fibrinolisis)®®. Ademads, los factores ambientales
y/o desencadenantes son esenciales en su etiopatogenia,
asi como los factores genéticos, sobre todo en la ETV. El
diagnéstico sigue siendo clinico y de imagen. Por tanto,
el esfuerzo va encaminado a la prediccién de la recurren-
cia y a la modificacién de la duracién del tratamiento®.

e £l dimero D (DD) se puede determinar median-
te métodos inmunoturbidimétricos. Son los mas utili-
zados por ser rapidos y automatizados; sin embargo,
no estdn estandarizados. La técnica gold standard es el
ELISA. Debido a su alto VPN, es un excelente marca-
dor para descartar la ETV. Es muy util para predecir el
riesgo de recurrencia y modificar la duracién del trata-
miento anticoagulante®.

* Los test de hemostasia global: el TGT permite
detectar el pico de generacién de trombina (Figura 3b) y
se ha relacionado con los estados de hipercoagulabilidad
(isquemia arterial, trombofilia, anticonceptivos, cancer
y embarazo)!'9. No existe correlacién entre el pico de
trombina y el DD, pero si con el recuento de micropar-
ticulas (MP). El proyecto GAIT-2 ha relacionado el pico
maéximo de trombina (mediante TGT) con el riesgo de
ETV y la presencia de variantes genéticas en los genes F5,
F2, FGA, F10, F12 y TFPI. En este contexto, la aplicacién
del TGT podria ser de utilidad para predecir el riesgo
trombético en ETV y arterial, comprobar su relacién con
los nuevos genes implicados en el desarrollo de ETV y la
monitorizacién del tratamiento antitrombético'%. La
aplicacién del TEG/ROTEM ha demostrado su utilidad
en el paciente con cancer (incremento de factor tisular o
FT) y en el embarazo, situaciones ya de por si protrom-
béticas. Tiene escasa sensibilidad en los pacientes con
trombofilia. Tanto TGT como TEG/ROTEM requieren
su estandarizacién y mas estudios para poder recomen-
darlos en la préctica clinica habitual. Otros test que valo-
ran la hemostasia global son®!'9:

a) Generacién de trombina-plasmina: valora especi-
ficamente la fibrinolisis y se estd desarrollando en pa-
cientes con trombosis arteriales adquiridas y vasculo-
patias (diabetes, preeclampsia y enfermedad coronaria).
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b) Test trombodindmico: determina la formacién de
trombina mediada por el FT en plasma, mediante un vi-
deomicroscopio. La formacién del trombo se relaciona
con la presencia de MP y los factores de coagulacion.
En pacientes con sepsis, se ha correlacionado con el
incremento de DD. Se estd evaluando en hemopatias
malignas y en cardiépatas.

c) Flow perfusion chambers: determina la funcién pla-
quetaria (adhesién, agregacién y procoagulante) y la
hemostasia secundaria. Esta en desarrollo.

® Las MP son vesiculas pequefias de tamafo hetero-
géneo liberadas de las membranas plasmaticas tras la
activacién celular, apoptosis o dafio tisular. Estan impli-
cadas en situaciones proinflamatorias y procoagulantes,
debido a su composicién (fosfolipidos cargados negati-
vamente en su superficie, fosfatidil serina y FT)"”. Los ni-
veles elevados de MP en sangre pueden estar implicados
en el riesgo de ETV en pacientes con trombofilia menor.
Existe una gran controversia acerca de los métodos de
aislamiento, de deteccién y en las condiciones preanaliti-
cas para su estudio®.

o Neutrophil extracellular traps (NET): son redes
extracelulares de ADN, histonas y proteinas que son
liberadas por los neutréfilos (NETosis). Se han relacio-
nado con la ETV y la isquemia miocérdica. Un nuevo
sistema de CMF (FLOW-based) identifica y cuantifica
las NET mediante anticuerpos frente al ADN, histonas
y enzimas granulares. Puede ser de utilidad como un
biomarcador de riesgo tromboticot®.

e Estudio genético: la trombofilia hereditaria es la
predisposicién genética para el desarrollo de trombosis
y ocurre principalmente en la ETV®). Se describe has-
ta en un 50% de los casos idiopaticos y es producida
por mutaciones y polimorfismos (single nucleotide poly-
morphism o SNP) en los genes codificantes de las protei-
nas de la coagulacién o de los sistemas anticoagulantes
naturales, aunque la historia familiar sigue consideran-
dose el factor de riesgo mds importante?. Los princi-
pales estudios genéticos que han permitido identificar
los loci/SNP relacionados con la ETV son los GWAS
(Tabla 4)®. Sin embargo, no pueden determinar otro
tipo de variantes (inserciones, deleciones, etc.). En este
contexto, la NGS serfa el método indicado para iden-
tificar esas variantes menos frecuentes. Hasta la fecha,
2 grandes estudios han analizado 186 genes candidatos
asociados a un posible incremento de la susceptibili-
dad trombética®. El grupo francés INNOVTE (http://
www.fcrin.org/en/suppor-toools/innovte-thrombosis)
estd analizando familias con al menos 3 miembros con
ETV no provocada mediante exoma completo.

En los casos de ETV idiopética, el riesgo de recurrencia
al suspender el tratamiento anticoagulante es elevado,
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Tabla 4. Marcadores hemostaticos relacionados con trombofilia y el nivel de evidencia‘®

Consolidada Débil

Falta de evidencia

Deficiencia de AT, Prot C y Prot S
FVLy gen protrombina

Grupo sanguineo no-0

Niveles elevados FVIII
Disfibrinogenemia
Hiperhomoscisteinemia

la proteina C)

Niveles elevados de TAFI, fibrindgeno, FIX y FXI
Polimorfismos de EPCR (receptor endotelial de

Deficiencia de plasmindgeno. Niveles elevados de
PAI-1, FV, FVIl y FX. Niveles bajos de TFPI. Lipoprotei-
na A. FXIll Leu34Val. Polimorfismos de MTHFR. Trombo-
modulina. PZ/ZPI. ADAMTS13

incluso el 10% de los pacientes fallece por un tromboe-
mbolismo pulmonar. La identificacién de los grupos de
riesgo sigue siendo un reto para el clinico. Todos los
esfuerzos van encaminados a identificar a aquellos pa-
cientes que se puedan beneficiar de un cambio en el
tratamiento. Estos perfiles combinan factores genéticos
y ambientales. Existen varios trabajos que han estable-
cido escalas de riesgo mediante el analisis de SNP iden-
tificados por GWAS:

® Hugoline et al. aplicaron un score de 5-SNP. Conside-
raron un efecto independiente de cada SNP sin valorar
las interacciones gen-gen ni los factores ambientales®.

® Van Hylckama et al. compararon la aplicacién de
un score con 31-SNP frente a 5-SNP (ABO, F11,F2 F5 y
FGQG) sin encontrar diferencias significativas. Es decir,
aplicando sélo el score de 5-SNP, identificaban los mis-
mos pacientes de riesgo®?.

* En esta misma linea, en Espafia se ha comparado el
score Thrombo inCode® (TiC), que aplica 12 SNP (inclu-
ye F5, F2, F12, F13, SERPINC1, SERPINA10 y A1), con
los scores publicados previamente mejorando la capaci-
dad para identificar a los pacientes de mayor riesgo de
ETV®),

® Por dltimo, el estudio prospectivo DAMOVE ha
identificado un perfil de riesgo que combina factores
genéticos (FVL y F2) con las caracteristicas clinicas (DD,
edad, mutacidn, obesidad, varices, factor VIII y sexo).

Sin embargo, la aplicacién de estas escalas de riesgo
debe ser analizada en ensayos clinicos aleatorizados para
poder valorar un cambio en la terapia anticoagulante.

Por otra parte, se estan llevado a cabo estudios para
determinar cémo la interaccién SNP-SNP y/o gen-gen
puede incrementar el riesgo de ETV. Hasta la fecha han
identificado 17 genes interrelacionados (por ejemplo,
F9, PROC, PROS1, SERPINC1, THBD). Otros mecanis-
mos epigenéticos, como la metilacién en el ADN, aso-
ciado a marcadores de generacién de trombina, podrian
estar relacionados con el riesgo de ETV; sin embargo,
no existen datos suficientes que lo avalen®.

* En los dltimos 20 afios se han estudiado biomar-
cadores fenotipicos y genotipicos asociados a ETV; sin
embargo, su utilidad clinica sigue siendo controvertida.
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e La historia clinica es fundamental para determinar
la causa de ETV. El estudio genético estd indicando en
pacientes jovenes con ETV idiopatica o recurrente.

e La estandarizacién de los test fisiolégicos globales
que faciliten la identificacién de los estados de hiper-
coagulabilidad y del manejo de la terapia antitrombaéti-
ca es un reto para el médico.

e La identificacién de pacientes de alto riesgo trom-
bético es necesaria para la valoracién adecuada del tra-
tamiento anticoagulante.
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Nuevos medicamentos en el tratamiento de las enfermedades

cardiovasculares

JuaN TAMARGO
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A lo largo del siglo XX la investigacién farmacolégica
permiti6 el desarrollo de farmacos seguros y eficaces
para el tratamiento de las patologias mas prevalentes.
Ello se ha traducido en una disminucién de la morbi-
mortalidad y en un aumento de las expectativas de
vida de la poblacién. Basta con pensar que la esperanza
de vida de la poblacién espafiola que en 1900 era de
34,76 afios ha pasado en 2014 a 83,3 afios. Y ello, que
es motivo de alegria, tiene una indudable repercusién
sociosanitaria, ya que los mayores de 65 afios presen-
tan al menos una enfermedad crénica (pluripatologia)
y, como consecuencia, deben ser tratados con mdltiples
farmacos (plurifarmacia), dispositivos y productos sani-
tarios. En la actualidad predominan las enfermedades
crénico-degenerativas (cardiopatia isquémica, insufi-
ciencia cardiaca, fibrilacién auricular, enfermedades
cerebrovasculares, diabetes, hipertensién arterial, can-
ceres, demencias, enfermedades crénicas de las vias
respiratorias, insuficiencia renal, osteoporosis) y padeci-
mientos relacionados con los cambios de estilos de vida
de la poblacién (por ejemplo, obesidad, depresién). Es
decir, que la cronicidad se ha convertido en la epidemia
del siglo XXI 'y ya es la primera causa de discapacidad
en nuestra sociedad. Y toda esta atencién sanitaria es
demandada por una poblacién cada vez mads activa y
responsable y mejor informada, que ha pasado de ser
un agente pasivo receptor de una prescripcién a jugar
un papel protagonista en la toma de decisiones de que
afectan a su salud.

El desarrollo de nuevos farmacos se complica
cada vez mas

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso largo
(10-12 afios de promedio), complejo (implica la colabo-
racién de mdltiples especialistas) y costoso (al menos
1.500 millones de euros). Este proceso es una carrera
contra el tiempo a fin de incrementar el que trascurre
entre la comercializacién del farmaco y la expiracién
de la patente y la aparicién de competidores genéricos.
Ademads, y a diferencia de otras actividades industriales,
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el desarrollo de un farmaco estd sometido a mltiples
controles que evaltan su eficacia y seguridad a nivel
europeo (European Medicines Agency -EMA-) y na-
cional (Agencia Espafiola de Medicamentos y Produc-
tos Sanitarios —~AEMPS-), a lo que debemos sumar los
controles que cada comunidad auténoma establece por
su cuenta. Por otro lado, parece légico que cada vez sea
mas dificil desarrollar nuevos farmacos en dreas como
la cardiovascular (CV) en la que disponemos de un am-
plio arsenal terapéutico y en la que multiples farmacos
son genéricos de muy bajo coste, lo que explica por qué
en los dltimos afios el desarrollo de algunos farmacos
ha sido suspendido por motivos “estratégicos”. Por ello,
en el futuro inmediato los grandes avances serdn menos
frecuentes y muchos desarrollos buscardn mejorar la se-
guridad de los farmacos disponibles.

Los avances mas importantes de los tltimos
5 aios

Los avances mds importantes en el drea CV se resumen
en la Tabla 1.

Existe una relacién directa entre el aumento de los
niveles plasmaticos de colesterol total y unido a lipo-
proteinas de baja densidad (LDL-C) y la aparicién de
complicaciones arterioscleréticas (cardiopatia isqué-
mica, hipertensién arterial, accidentes cerebrovascu-
lares, enfermedad vascular periférica). Por el contra-
rio, la normalizacién de los niveles de LDL-C retrasa
la progresién de la placa de ateroma y disminuye la
morbimortalidad. Las estatinas han representado un
importante avance, pero el 60% de los pacientes tra-
tados no alcanza las cifras de LDL-C recomendadas en
las guias terapéuticas. Recientemente se han aprobado
2 anticuerpos recombinantes humanizados (alirocu-
mab, evolocumab) que inhiben la proteina convertasa
subtilisina kexina 9 (PCSK9) que, en condiciones nor-
males, se une a los receptores para el LDL-C y facilita
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Tabla 1. Nuevos farmacos cardiovasculares

1. Agonistas parciales del receptor A1 de la adenosina: neladenoson
dalanato
2. Antiagregantes:
- Antagonistas del receptor P2Y,, plaquetario: cangrelor, elinogrel,
prasugrel, ticagrelor
- Antagonistas del receptor TP del tromboxano A2: picotamide,
ramatroban, terutroban
- Antagonistas del receptor activado por proteasas PAR-1 plaquetario:
atopaxar, vorapaxar
3. Antiarritmicos: vernakalant
4., Anticoagulantes:
- Anti-lla: dabigatran, bivalirudina
- Anti-Xa: apixaban, edoxabdn, rivaroxaban
- Antidotos: idarucizumab, andexanet alfa, ciraparantag
5. Antidiabéticos:
- Andlogos de GLP-1: albiglutida, dulaglutida, exenatida, liraglutida,
lixisenatida, semaglutida
- Inhibidores de DPP-4: alogliptina, linagliptina, saxagliptina,
sitagliptina, vildagliptina
- Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa de tipo 2:
canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina, ertugliflozina
- Nuevas insulinas: Abasaglar®, insulina degludec
6. Antagonista de los receptores AT1 e inhibidor de la neprilisina:
Entresto® (LCZ699)
7. Antianginosos: alopurinol, ranolazina
8. Antiinflamatorios: antagonistas del receptor de IL-1b: anakinra
9. Hipertension arterial pulmonar:
- Estimuladores de la guanilil ciclasa soluble: riociguat, vericiguat
- Antagonistas de los receptores de la endotelina-1: macitentdn
- Agonistas del receptor de la prostaciclina: selexipag
- Inhibidores de la fosfodiestersa 5: udenafil
10. Hipocolesterolemiantes:
- Inhibidores de la proteina convertasa subtilisina kexina 9 (PCSK9):
alirocumab, evolocumab
- Inhibidores de la proteina de transferencia microsomal de
triglicéridos: lomitapida
- Oligonucledtido no codificante contra el ARNm de la apo B-100:
mipomerseno
11. Hormonas: serelaxina
12. Inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona:
- Antagonistas no esteroideos de receptor de mineralocorticoides:
finerenona
- Ligandos “sesgados” (biased ligands) del receptor AT1: TVR120027
13. Inotrépicos positivos: omecamtiv mecarbil, donadores de grupos
nitrosilo (CXL-1427)
14, Antioxidantes: inhibidores de la xantino-oxidasa (alopurinol,
febuxostat)
15. Péptidos natriuréticos auriculares: cendiritida (CD-NP), ANX-042,
PL-3994, ularitida
16. Simpaticoliticos: bucindolol, mirabegron (agonista b3-adrenérgico)
17.Vasodilatadores:
- Antagonistas del receptor de vasopresina: ribuvaptan
- Urocortinas
18. Polipildora

su degradacién. Estos anticuerpos reducen los niveles
plasméticos de LDL-C hasta en un 60% en pacientes
tratados con dosis altas de estatinas y han sido apro-
bados como tratamiento complementario a la dieta:
a) en monoterapia o en combinacién con otros hipo-
lipemiantes en pacientes con intolerancia a las estati-
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nas, o en los que éstas estan contraindicadas; y b) en
adultos con hipercolesterolemia primaria (familiar
heterocigética y no familiar) o dislipidemia mixta,
en combinacién con una estatina y/o otros hipolipe-
miantes en pacientes que no consiguen alcanzar la ci-
fras recomendadas de LDL-C con la dosis méxima de
estatinas. Evolocumab, asociado a otros tratamientos
hipolipemiantes, también estd indicado en adultos y
adolescentes (> 12 afios) con hipercolesterolemia fa-
miliar homocigética (HFHo). Ambos farmacos se dis-
pensan en jeringas precargadas para su administracién
cada 2 o 4 semanas, lo que simplifica el tratamiento.
También se han introducido 2 nuevos fdrmacos para el
tratamiento de la HFHo cuando las cifras de LDL-C no
estan controladas con otros tratamientos (farmacos y
LDL-aféresis) o cuando ésta Gltima no esta disponible:
1) lomitapida, un inhibidor de la proteina de transfe-
rencia microsomal de triglicéridos (PTM); y 2) mipo-
merseno, un oligonucledtido no codificante contra el
ARN mensajero de la apolipoproteina (apo) B-100. El
reto de todos estos farmacos es demostrar que su uso
reduce la mortalidad CV en el paciente hipercolestero-
lémico y confirmar su seguridad a largo plazo.

La enfermedad aterotrombdtica constituye la primera
causa de morbimortalidad en las sociedades desarrolla-
das. Los viejos anticoagulantes orales antagonistas de
la vitamina K son farmacos que presentan un estrecho
margen terapéutico y mdaltiples interacciones con otros
farmacos y alimentos y precisan una monitorizacién
periédica del paciente. Se han introducido nuevos an-
ticoagulantes inhibidores de los factores Ila-trombina
(bivalirudina, dabigatrdn) y Xa (apixaban, edoxaban,
rivaroxaban), que en pacientes con fibrilacién auricular
no valvular con 1 o mas factores de riesgo han permi-
tido reducir los ictus y/o accidentes tromboembdlicos
sistémicos (15%), las hemorragias intracraneales (52 %)
y la mortalidad (14%) con respecto a la warfarina (far-
maco apenas utilizado en Espafia). Una de las mayores
criticas era la falta de un antidoto en pacientes con he-
morragias no controladas o potencialmente mortales,
o en intervenciones/procedimientos urgentes. En la
actualidad ya disponemos de idarucizumab, anticuer-
po monoclonal murino humanizado que antagoniza
los efectos de dabigatran. En desarrollo se encuentran
andexanet alfa, proteina recombinante disehada para
revertir las acciones de los inhibidores directos del fac-
tor Xa, y ciraparantag, un antagonista frente a inhibi-
dores de los factores Ila y Xa y heparinas (no fraccio-
nada o de bajo peso molecular). También disponemos
de nuevos antiagregantes que actlian como antagonis-
tas de los receptores plaquetarios P2Y , para el ADP o
PAR-1 de la trombina PAR-1.
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El principal avance de los dltimos 15 afios en la insu-
ficiencia cardiaca con fraccién de eyeccién reducida
ha sido el LCZ699 (Entresto®), asociacién de valsartidn
(antagonista de los receptores AT1 de la angiotensi-
na II) y un inhibidor de la neprilisina (sacubitril). Como
consecuencia, inhibe las acciones deletéreas de la an-
giotensina Il mediadas a través de la estimulacién del
receptor AT1 y potencia las acciones beneficiosas de
los péptidos natriuréticos auriculares que son degra-
dados por la neprilisina. En un estudio comparativo,
Entresto® reducia la mortalidad CV y las hospitaliza-
ciones por insuficiencia cardiaca un 20% mads que el
enalapril (10 mg 2 veces al dia -b.i.d.-). Sin embargo,
los inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldos-
terona (SRAA) reducen mads las hospitalizaciones que
la mortalidad. La seguridad (riesgo de hipotensién, hi-
perpotasemia, angioedema) y eficacia de Entresto® en
diversas patologias CV se estd analizando en mas de
20 ensayos clinicos.

Otros farmacos prometedores son los nuevos antago-
nistas no esteroideos de los receptores de mineralocor-
ticoides, que presentan una alta afinidad y especificidad
por dichos receptores y una distribucién amplia tisular
(cardiaca y renal). En estudios comparativos, finerenona
produce menos hiperpotasemia y deterioro renal que
espironolactona o eplerenona.

Sin embargo, ningin farmaco ha demostrado ser
efectivo en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
con fraccién de eyeccion preservada y llama la atencién
que en los tltimos 25 afios sélo se haya comercializado
1 farmaco para el tratamiento de la insuficiencia cardia-
ca aguda (levosimendan en Europa y nesiritida en los
Estados Unidos).

En la actualidad se encuentran en desarrollo serelaxi-
na, nuevos inotrépicos, péptidos natriuréticos auricula-
res, simpaticoliticos y vasodilatadores (Tabla 1).

Las dltimas guias europeas han confirmado que rano-
lazina es capaz de reducir los niveles de HbAlc, lo que
lo convierte en el antianginoso de eleccién en pacientes
diabéticos, y han incorporado el alopurinol como far-
maco de tercera eleccién.

A priori puede sorprender que desde hace 15 afios no
haya habido ninguna incorporacién de nuevos far-
macos antihipertensivos novedosos, lo que podria ser
consecuencia de la gran cantidad de farmacos, con me-
canismos de accién bien dispares, ya disponibles en el
mercado. Ello contrasta con la incorporacién de 3 fami-
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lias de farmacos que han revolucionado el tratamiento
de la hipertensién arterial pulmonar.

La estrategia de combinar varios farmacos de reconoci-
da seguridad y eficacia en una misma formulacién ga-
lénica (“polipildora”) representa un importante avance
en la prevencién secundaria de las enfermedades CV,
particularmente en la poblacién anciana que presenta
pluripatologia y pobre adherencia al tratamiento (véase
mas adelante). Recientemente, se ha aprobado la pri-
mera polipildora (que contiene atorvastatina, acido
acetilsalicilico y ramipril) disefiada por una empresa es-
pafola para la prevencién secundaria de accidentes CV,
como tratamiento de sustitucién en pacientes adultos
controlados de forma adecuada con los monocompo-
nentes administrados en dosis terapéuticas equivalen-
tes. La polipildora permite reducir el nimero de tomas,
lo que se traduce en una mayor adherencia del paciente
al tratamiento. Es de esperar que en los préximos afos
dispongamos de polipildoras para el tratamiento de
otras patologias (metabdlicas-diabetes, respiratorias y
osteoarticulares).

En los dltimos afios se han introducido: 1) nuevas
insulinas: Abasaglar®, un biosimilar de insulina glar-
gina, producido por técnicas de ADN recombinante,
e insulina degludec, una insulina ultralenta que pre-
senta una duracién de 24 horas y un menor riesgo de
hipoglucemias nocturnas; 2) reguladores del efecto
incretina —analogos del péptido similar al glucagén
de tipo 1 o GLP-1 e inhibidores de la dipeptidil pep-
tidasa-4 o DPP-4); y 3) inhibidores del cotransporta-
dor sodio-glucosa de tipo 2 (SGLT-2). El estudio de la
seguridad CV de los reguladores del efecto incretina
y los inhibidores del SGLT-2 ha conducido a efectos
contradictorios. Por una parte, alogliptina y saxaglip-
tina aumentan el riesgo de insuficiencia cardiaca en
pacientes con cardiopatias o nefropatias. Sin embargo,
en pacientes con diabetes de tipo 2 y enfermedad CV
establecida, empagliflozina (inhibidor de SGLT-2) re-
duce la mortalidad CV, las hospitalizaciones por insu-
ficiencia cardiaca y la mortalidad por cualquier causa,
y liraglutida (andlogo de GLP-1) prolonga el tiempo
hasta la aparicién de un evento CV (mortalidad CV, in-
farto de miocardio no fatal o ictus no fatal). Estos ha-
llazgos plantean una nueva redaccién de las guias de
atencién del paciente diabético. En el momento actual
mas de 140.000 pacientes estan incluidos en ensayos
clinicos cuyos resultados nos permitirdn conocer las
diferencias en seguridad CV de los nuevos farmacos
antidiabéticos.
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Las reacciones adversas como causa del
abandono de nuevos farmacos

A priori, puede sorprender que casi el 50% de los far-
macos no puede comercializarse por la aparicién de
reacciones adversas y/o multiples interacciones medi-
camentosas durante los estudios de fase Il y III. Ello es
facil de explicar ya que la mayoria de los modelos ani-
males utilizados no permiten reproducir las reacciones
adversas observadas en la clinica. Las células aisladas
no reproducen el comportamiento de un érgano y los
animales de experimentacién son jévenes y sanos y en
ellos se induce de forma rdpida una enfermedad que
en ocasiones el animal no padece. Por el contrario, la
patologia CV aparece en adultos-ancianos y la enferme-
dad tarda afios/décadas en desarrollarse. Ademas, los
animales no presentan las comorbilidades ni reciben los
complejos tratamientos (> 6 farmacos en muchos casos)
que los pacientes si reciben.

Recientemente, 2 articulos publicados por el European
Heart Journal han reconocido: 1) que los antiinflamato-
rios no esteroideos (AINE), que muchas veces se utilizan
sin prescripcién médica, incrementan la incidencia de
cardiopatia isquémica, ictus, fibrilacién auricular e insu-
ficiencia cardiaca o renal, lo que exige una prescripcién
racional de los AINE; 2) la aparicién de la cardio-onco-
logia en respuesta al incremento de reacciones adversas
CV graves (insuficiencia cardiaca, arritmias cardiacas,
tromboembolismos, etc.) observadas en pacientes can-
cerosos tratados con farmacos antitumorales.

Nuevos retos

Muchas veces pensamos que la solucién estd en desa-
rrollar nuevos farmacos, olvidando que podemos alcan-
zar importantes avances si conseguimos:

1. Que el paciente no abandone el tratamiento. En la
Unién Europea la falta de adherencia al tratamiento es
responsable de, al menos, un 9% de todos los eventos
CV y unas 200.000 muertes anuales y conlleva un coste
anual de 125 billones de euros. Por tanto, mejorar la
adherencia al tratamiento es uno de nuestros mayores
retos para reducir la morbimortalidad CV.

2. Reconocer que las mujeres, que sélo representan
el 35% de los participantes los ensayos clinicos, pre-
sentan una forma de enfermar y pueden responder al
tratamiento de forma distinta a los varones.
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3. Recuperar viejos farmacos. En ocasiones descubri-
mos que algunos farmacos son efectivos en procesos
para los que no habian sido originalmente disefiados.
Asi, la espironolactona (viejo diurético) es hoy un far-
maco de eleccién en el tratamiento de la hipertensién
arterial resistente y la insuficiencia cardiaca, el alopuri-
nol (antigotoso) en el tratamiento de la angina de pecho
o la ivabradina (antianginoso) en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca. El principal problema es que una
vez que un farmaco se convierte en genérico, nadie esta
dispuesto a invertir un solo euro para estudiar sus nue-
vas posibles aplicaciones clinicas.

4. La formacién continua del prescriptor, que debe co-
nocer la seguridad (reacciones adversas e interacciones)
y eficacia de los farmacos que recibe el paciente. Este es
un problema importante con los nuevos farmacos, cuya
seguridad y eficacia ha sido analizada en condiciones
bien distintas a las de la clinica diaria y es particular-
mente grave en la poblacién anciana que, por lo gene-
ral, es excluida de los ensayos. La formacién terapéutica
seria, actualizada e independiente es una obligacién de
administraciones y sociedades cientificas, pues redunda
en un mejor tratamiento de los pacientes.

5. Identificar las causas de la gran variabilidad inte-
rindividual en la respuesta a los medicamentos, ya que
es bien conocido que un 40-60% de pacientes hiper-
tensos no responde a un determinado farmaco antihi-
pertensivo en monoterapia y lo mismo sucede con los
antidepresivos o los antipsicéticos, por poner sélo un
par de ejemplos. Estos cambios en la respuesta estan
asociados a la presencia de variaciones en los genes
que codifican la dianas terapéuticas (receptores, cana-
les, transportadores o enzimas) o que determinan la
concentracién que el firmaco alcanza en su lugar de
accién y que es la resultante de los procesos de absor-
cién, distribucién, metabolismo y excrecién. Conocer
estas alteraciones nos permite explicar las grandes va-
riaciones en la respuesta a clopidogrel, warfarina, es-
tatinas, beta-bloqueantes, inhibidores del SRAA, etc.
Esto implica introducir la farmacogenética (que estudia
las bases genéticas de las diferencias interindividuales
en la respuesta a los farmacos) y la farmacogenémi-
ca (estudio de la variabilidad en la expresién génica
en respuesta a determinados farmacos) en fases tem-
pranas de los ensayos clinicos. Ello permitird disefar
tratamientos individualizados mas seguros y eficaces,
que a fin de cuentes es el objetivo final de la terapéutica
médica.





