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Valor de la investigacion aplicada en enfermedades poco frecuentes.

Las mastocitosis como ejemplo

Luis ESCRIBANO MORA

Investigador Asociado. Servicio de Citometria. Centro de Investigacion del Cdncer. Universidad de Salamanca.

Coordinador de la Red Espariiola de Mastocitosis (REMA)

Introduccion

Las mastocitosis (MS) son un grupo de enfermeda-
des poco frecuentes (“raras”) que se caracterizan por
la presencia de mastocitos anormales (MC) en diver-
sos 6rganos o tejidos. Excepto en las formas agresi-
vas de la enfermedad, las MS son enfermedades poco
proliferativas; asi, en las fases iniciales de la enfer-
medad no existe ni proliferacién ni acimulo de MC
en los tejidos; por ello, no es posible identificar agre-
gados compactos de MC en la médula ésea (MO);
es decir, el Unico “criterio mayor” aceptado por las
clasificaciones de la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS) de 2001 y 2008;"? es decir, en una enfer-
medad cuyo 6rgano diana para el diagnéstico es la
MO sélo se acepta un criterio que requiere la pre-
sencia de una lesién anatémica, el agregado que tie-
ne una alta especificidad pero una sensibilidad muy
baja, siendo asi que en mas del 30% de las formas in-
dolentes (MSI) con lesién cutdnea y en cerca del 40%
de las MSI sin lesidn cutdnea esta lesién no va a es-
tar presente. Por todo ello, la basqueda de métodos
mas sensibles resultaba indispensable y constituyé el
objetivo de la Red Espafiola de Mastocitosis (REMA)
desde el afio 1993.

Conceptos generales sobre las enfermedades
poco frecuentes

El sentimiento que mejor define a un paciente, o a
los padres de un nifio, con una enfermedad poco fre-
cuente es la angustia. La basqueda de alguien capaz
de diagnosticar y tratar a estos pacientes puede durar
afos y, con frecuencia, hipoteca el futuro de los pa-
cientes o, en el peor de los casos, compromete gra-
vemente su calidad de vida y su pronéstico. Tanto la
OMS como la Unién Europea y los Institutos de Salud
de los Estados Unidos consideran que las redes mul-
tidisciplinarias, multihospitalarias y, de forma ideal,
multinacionales, representan la Gnica opcién para ase-
gurar el derecho a la salud de estos pacientes.

La REMA comenzé su andadura en el ano 1993 a
través de un acuerdo entre la Unidad de Mastocito-
sis del Hospital Ramén y Cajal de Madrid y el Ser-
vicio de Citometria del Centro de la Universidad de
Salamanca; en el afio 2007 se cred el Instituto de Es-
tudios de Mastocitosis de Castilla-La Mancha, que
sustituyé a la Unidad del Ramén y Cajal. La REMA
cubre todos los aspectos exigidos a una red para en-
fermedades poco frecuentes: epidemiologfa, clinica,
laboratorio, citologia, histologia, citometria de flujo,
biologia molecular. Ha llevado a cabo mudltiples pro-
yectos de investigacidn nacionales e internacionales,
asi como ensayos clinicos independientes.

Ademads, han colaborado los Servicios de Anato-
mia Patoldgica, Pediatria, Cuidados Intensivos, Ra-
diodiagnéstico y Anestesia, entre otros, de los hospi-
tales implicados en la REMA en cada momento.

Espafia cuenta con la mayor red para el estudio in-
tegral de las MS y sindromes relacionados del mun-
do, es decir, los pacientes vistos en la REMA tienen
acceso a la mejor calidad de vida y al mejor pronésti-
co posibles. El Gnico problema que queda por resol-
ver es el de aquellos pacientes a los que se les niega
la posibilidad de ser vistos por la REMA y que men-
digan durante meses, cuando no afos, la deseada or-
den de asistencia que nunca llega.

A lo largo de mi presentacién comentaré de forma
cronolégica las aportaciones de la investigacién apli-
cada llevada a cabo por la REMA en las MS y enfer-
medades relacionadas.

Preguntas y respuestas

1. ;Existe un método mas sensible y especifico
que la histologia para diagnosticar una MS sis-
témica¢ (1993-1995): Identificacién y caracterizacién
de los mastocitos normales de MO por citometria de
flujo®. Mediante el uso de citometria de flujo multi-
paramétrica y combinaciones especificas de anticuer-
po monoclonales pudimos identificar los MC de MO
aun cuando su frecuencia fuera inferior a 10-°.
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2. ;Existe un inmunofenotipo patognomoéni-
co asociado a los mastocitos de las MS sistémi-
cas¢ (1993-1997): Demostraciéon de un inmunofe-
notipo aberrante en las MS sistémicas?. Una vez
puesta a punto la técnica para la identificacién y el
recuento de MC, pudimos comprobar que los MC
de las MS, si se exceptian aquéllos de una forma
poco frecuente conocida como MS sistémica bien
diferenciada (MSBD), expresan en su superficie el
receptor de alta afinidad para la IL-2 (CD25), que
solo esta presente en la MS y en los MC de un grupo
de sindromes hipereosinofilicos en los que se puede
demostrar el gen de fusién FIP1L1-PDGFRA®. Por
lo tanto, la expresion de CD25 se puede conside-
rar como un marcador patognoménico de las MS.
La REMA considera que la expresién de CD25 es,
por lo tanto, un criterio mayor para el diagnéstico
de MS.

3. s;Existen distintos patrones inmunofenoti-
picos de maduraciéon asociados a distintas for-
mas de la enfermedad?® (2000-2010): Los MC de
MO en las MS presentan un inmunofenotipo hete-
rogéneo; asi, se pueden identificar tres patrones di-
ferentes asociados a diferentes estadios de madu-
racién: a) un patrén inmunofenotipico inmaduro
asociado a las formas de mal prondstico de la enfer-
medad (MSA y leucemia de MC); b) un patrén acti-
vado asociado a las MSI; y ¢) un patrén maduro pre-
sente en las MSBD.

4. 5Cual es la frecuencia y el patron de las mu-
taciones del KIT en las MS¢" Estudio prospectivo
en MC y células mieloides y linfoides de MO en MS.
La mutacién del KIT en el ex6n 17 en el MC esta pre-
sente en practicamente el 100% de las MS y es poco
frecuente en las MSBD (= 20%). En las formas agre-
siva estd mutacién afecta también a lineas mieloides
e incluso linfoides en el 100% de las formas agresi-
vas y en alrededor del 30% de las MSI con lesién cu-
tdnea y en una pequefla proporcién de las MSI sin le-
sién cutdnea. En resumen, la mutacién del KIT es un
marcador caracteristico de las MS e identifica un gru-
po de pacientes en los que el dafio molecular est4 pre-
sente, ademads, en lineas mieloides e incluso linfoides,
lo que demuestra una afectacién de la stem cell hema-
topoyética pluripotencial.

5. s;Existe una relacion entre los patrones in-
munofenotipicos y los patrones de mutacion
del KIT en las MS2¢® En este trabajo se demostré
que los MC de pacientes con mutacién multilineal
D816V del KIT expresan un inmunofenotipo inma-
duro independientemente de que se trate de MSI o
formas agresivas (MSA), mientras que en los casos
con mutacién del KIT restringida al MC el inmu-
nofenotipo es de tipo “activado”. En resumen, el in-
munofenotipo es un marcador indirecto para prede-
cir el patrén de mutaciones en las MS.

6. sExiste una relacién entre los patrones de
mutacién del KIT y el pronéstico de las MS¢®) La
presencia de mutacién del KIT en otras lineas hema-
topoyéticas ademds del mastocito estd directamente
asociada a una mayor probabilidad de progresién en
las MSI; asi, los pacientes con mutacién restringida
al MC tienen una probabilidad de progresién prac-
ticamente nula, mientras que en los casos con muta-
cién multilineal la progresién alcanza al 80% a los 30
afios de evolucién. En resumen, el patrén de la mu-
tacién del KIT en las MS es un pardmetro indepen-
diente para predecir la progresién de la enfermedad
en las MSL

7. 5Cual es la frecuencia de enfermedades
alérgicas en las MS2(% La frecuencia de atopia o
de enfermedad alérgica, definidas por la presencia de
inmunoglobulina E (IgE) especifica frente al alérgeno
responsable, es del 38,6% vy del 23,9%, respectiva-
mente. La anafilaxia estd presente en el 22% de los
casos y, de ellos, sélo en 9 de los 36 se identificé un
mecanismo mediado por IgE, siendo los demads ca-
sos idiopdticos. En resumen, la frecuencia de alergia
en las MS es similar a la descrita en la poblacién ge-
neral; por el contrario, existe un aumento relevante
de la anafilaxia.

8. ;Cual es la frecuencia de MS en los pa-
cientes con anafilaxia sin lesién cutanea“’ En
un estudio que incluyé 83 adultos con anafilaxia o
sintomas graves de liberacién de mediadores mas-
tocitarios, sin que se demostrara MS cuténea, se de-
mostrd que 51 de ellos (61) cumplian con los criterios
de MS. En 50 casos, la mutacién del KIT detectada
fue la D816V; mientras que en 3 casos se detectaron
otras mutaciones diferentes en el exén 17 (D816Y,
D816H e Ins815-816). Sélo en un 6% de los casos la
mutacién del KIT fue multilineal.

9. 5Se puede predecir la presencia de masto-
citos clonales (MS) en pacientes con anafilaxia
o sintomas graves de liberacion de mediadores
mastocitarios mediante datos clinicos y biologi-
cos¢'112 Conocer si un sindrome de activacién mas-
tocitaria es o no una MS exige, al menos tedricamen-
te, un estudio de MO con un alto coste econémico;
por ese motivo, la REMA ha desarrollado un score ba-
sado en datos demograficos y clinicos junto con el
valor de la triptasa sérica que permite predecir con
una sensibilidad del 92% (IC 95%: 85-100%) y una
sensibilidad del 81% (IC 95%: 68-95%) la presencia
de MC clonales. Los pardmetros incluidos en el sco-
re son el género (mujer u hombre), caracteristicas cli-
nicas de los episodios agudos (colapso vascular vs.
urticaria, angioedema y prurito). Las MSI sin lesién
cutdnea se caracterizan, de forma resumida, por: 1)
Predominio masculino. 2) Episodios agudos caracte-
rizados por sintomas cardiovasculares sin urticaria,
angioedema ni prurito. 3) Anafilaxia inducida por pi-
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cadura de himendptero como desencadenante mds
comun. 4) Mutacién del KIT generalmente restringi-
da al mastocito, lo que equivale a un mejor prondsti-
co que en las MSI con lesién cutdnea.

10. ;Se pueden predecir los sintomas en las
MS pediatricas al inicio de la enfermedad¢® En
las MS pediatricas los sintomas de liberacién de me-
diadores del MC son mds frecuentes e intensos en los
18 meses posteriores al inicio de la enfermedad. El
aumento de los niveles de triptasa al inicio de la en-
fermedad junto con la extensién de piel afecta per-
miten identificar a los nifios con riesgo de padecer
sintomas graves e incluso de requerir el ingreso en
la unidad de cuidados intensivos. La identificacion
de pacientes de alto riesgo permite adoptar medidas
preventivas y un tratamiento intensivo frente a la li-
beracién de mediadores de forma precoz.

11. s;Existen diferencias en el perfil de expre-
sion génica entre las diferentes categorias de
MS219 En un estudio realizado en MC purificados de
MO hemos observado que en las MS con mutacién
D816V del KIT hemos detectado un perfil de expre-
sién génica comun caracterizado por una sobrerregu-
lacién de genes implicados en la inmunidad innata y
adquirida, incluyendo genes asociados al interferdn,
en la respuesta a antigenos virales y en las molécu-
las inhibidoras del complemento. Sin embargo, el ha-
llazgo mads interesante ha sido la demostracién de
perfiles génicos diferentes asociados a distintas cate-
gorias de la enfermedad: A) Aumento de los genes
asociados al metabolismo lipidico en las MSI sin le-
sién cutdnea. B) Aumento de los genes asociados al
metabolismo proteico en las MSI con lesién cutdnea.
C) Desregulacién de los mecanismos asociados a la
apoptosis y al ciclo celular en las MSA.
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Nuevas terapias en las leucemias agudas
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Durante el simposio se discutirdn algunas de las estrategias de tratamiento de las leucemias agudas mas
innovadoras, tanto para la leucemia mieloide aguda (LMA) como en la leucemia aguda linfoblastica
(LAL). En la primera charla, la Dra. Ruth M. Risuefio describird la relevancia de las células madre leucé-
micas (lewkemia-stem cell, LSC) dentro de la jerarquia de la poblacién leucémica en la LMA como respon-
sables de la resistencia al tratamiento y la persistencia de la enfermedad. El disefio de diversas estrate-
gias de tratamiento dirigidas a la eliminacién eficaz de esta poblacién constituye una de las lineas de
investigacién mas prometedoras en el futuro del tratamiento de la enfermedad. Entre las estrategias pro-
puestas cabe destacar anticuerpos monoclonales frente a antigenos especificos de LSC, farmacos que in-
hiben rutas de sefializacién celular esenciales en estas células, o agentes con capacidad de diferenciacién
de la poblacién de LSC. Frente a este objetivo, las dificultades en el desarrollo de tratamientos selecti-
vos frente a las LSC, que no afecten a la poblacién de células madre hematopoyéticas normales (HSC),
siguen constituyendo el principal reto de los investigadores, como la ponente, dedicados a esta linea.

En la segunda charla, el Dr. Richard Schlenk, desde la perspectiva privilegiada de responsable del dise-
o de protocolos terapéuticos del grupo cooperativo aleman-austriaco AMLSG (AML Study Group),
abordard los fundamentos que gufan la implementacién de protocolos de tratamiento adaptados a la
diversidad biolégica de la enfermedad. Esta heterogeneidad biolégica, que nos permite predecir con
bastante precision la sensibilidad inicial al tratamiento y estimar el riesgo de recidiva ulterior, consti-
tuye la base en la concepcién de los protocolos de tratamiento adaptados al riesgo (risk-adapted the-
rapy). Por otra parte, los recientes estudios de secuenciacién masiva del genoma de la LMA han ido
desvelando muchos de los trastornos genéticos y epigenéticos subyacentes, asi como parte de los
eventos responsables de la evolucién de la enfermedad y resistencia al tratamiento. Este conocimien-
to permite la identificacién de diversas dianas terapéuticas frente a las que pueden emplearse nuevos
agentes terapéuticos, que vendrdn a sumarse al arsenal terapéutico actualmente disponible.

En la tercera ponencia, la Dra. Gokbuget, coordinadora de los estudios sobre LAL del adulto del gru-
po aleman GMALL, revisa los nuevos farmacos empleados en el tratamiento de la LAL. Por fortuna,
terminado el periodo de refinamiento de las pautas de quimioterapia basadas en farmacos clésicos,
estdn emergiendo nuevos farmacos para el tratamiento de esta enfermedad, sobre todo los dirigidos
a dianas moleculares. Entre ellos cabe citar los nuevos inhibidores de tirosincinasas, los agentes con
actividad especifica para la LAL-T (como la nelarabina) y los nuevos anticuerpos monoclonales como
los anti-CD22 (inotuzumab ozogamicina) o los biespecificos (anti-CD19 y anti-CD3) como el blina-
tumomab. La contribucién de la Dra. Gokbuget es especialmente interesante, habida cuenta de que
el grupo GMALL tiene amplia experiencia con la mayoria de estos farmacos.

Finalmente, el Dr. Ribera hablara del empleo de la enfermedad residual (ER) en las decisiones terapéu-
ticas en la LAL del adulto. La ER es el principal factor prondstico en la LAL infantil y también esta lla-
mada a serlo en la LAL del adulto, hasta el punto de que ya se emplea para estratificar el tratamiento
de los pacientes una vez han alcanzado la remisién completa, como estd efectuando el grupo PETHE-
MA y otros. Ademas, su determinacién seriada permite detectar precozmente las recidivas y efectuar
un tratamiento anticipado de las mismas. No cabe duda de que la evaluacién profunda de la respues-
ta al tratamiento, mas alld de los limites del estudio morfolégico, revolucionara el concepto de remi-
sién y recaida en esta enfermedad y permitird introducir modificaciones en el plan terapéutico enca-
minadas a consolidar la respuesta y a prevenir o tratar mas eficazmente las recaidas.
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Antecedentes historicos

De todos los tejidos de mamiferos, el sistema hema-
topoyético es el primero y mejor caracterizado en
términos de la organizacién jerarquica y diferencia-
cién secuencial de cada una de las subpoblaciones
celulares. Mediante experimentos de trasplante en
ratén, se demostrd la existencia de precursores clono-
génicos en la médula dsea con capacidad de expan-
sién a largo plazo y diferenciacién mieloeritroide. Es-
tos estudios permitieron la caracterizacién jerdrquica
progresiva de los distintos linajes celulares en base
a su funcionalidad y fenotipo; y la identificacién de
las células madre hematopoyéticas (HSC, hematopoie-
tic stem cells). Todas las poblaciones de células madre
se caracterizan por su capacidad de diferenciacién (la
habilidad de dar lugar a una progenie celular hetero-
génea, que progresivamente se amplifica, diversifica
y se especializa siguiendo un proceso jerdrquico) y
auto-renovacién (la habilidad de formar nuevas célu-
las madre idénticas, con el mismo potencial de proli-
feracidn, expansion y diferenciacién) [revisado en®].

Como los tejidos sanos, los tumores estdn com-
puestos por poblaciones celulares funcional y morfo-
légicamente heterogéneas. En los afios 70, se demos-
tré que las leucemias agudas poseen poblaciones con
distinta tasa de proliferacién. De hecho, la capacidad
clonogénica no es similar en todas las células leucé-
micas. Se propuso entonces la existencia de distin-
tas poblaciones leucémicas basadas en el fenotipo de
las colonias obtenidas y la capacidad de generacién
de colonias secundarias, estableciéndose por prime-
ra vez una jerarquia funcional en la leucemia mieloi-
de aguda (LMA) [revisado en™]. Esta heterogeneidad
tumoral puede ser explicada mediante dos modelos
mutuamente excluyentes: el modelo estocastico y el
modelo jerdrquico o determinista. En el modelo esto-
castico, la heterogeneidad se explica basada en facto-
res extrinsecos e intrinsecos generados al azar y es-
tos cambios no son permanentes. Sin embargo, en el
modelo jerdrquico, el tumor es una caricatura del de-

sarrollo del tejido sano donde las células madre man-
tienen las jerarquias de los tejidos normales. Aunque
ambos modelos acomodan la existencia de células
madre leucémicas (LSC, leukemic stem cells) funcio-
nales, las implicaciones terapéuticas difieren segin
el modelo. En el modelo estocéstico, las LSC surgen
al azar y todas las células tumorales tienen el poten-
cial de convertirse en ellas. Por lo tanto, serfa necesa-
rio eliminar todas las células tumorales para erradicar
las LSC. Sin embargo, en el modelo jerarquico, sélo
una fraccién definida de células tiene el potencial in-
trinseco de comportarse como LSC. De acuerdo con
este Ultimo modelo, la eliminacién de esta poblacién
supondria la involucién de la masa tumoral y, even-
tualmente, su desaparicién ya que las células leucé-
micas no LSC carecen de la capacidad de manteni-
miento de la LMA.

Identificacion LSC

La primera evidencia directa de la existencia de LSC
fue la identificacién de una poblacién minoritaria
de células leucémicas capaces de recapitular la en-
fermedad humana en xenotrasplantes en ratén®@. El
grupo de Dick realizé experimentos pioneros para
determinar si la jerarquia funcional observada en
la hemopoyesis normal también se conservaba en
los tumores sanguineos. Estos estudios demostra-
ron que en multiples formas de LMA (salvo la leuce-
mia promielocitica aguda), las células con capacidad
de regeneracién en ratones inmunosuprimidos es-
taban restringidas a una subpoblacién definida por
un fenotipo caracteristico: CD34*CD38", fenotipo
compartido con la poblacién de HSC®. De hecho,
el andlisis fenotipico de las células leucémicas de los
ratones trasplantados revelaba la regeneracién del
fenotipo heterogéneo observado en el paciente, in-
dicando que las LSC mantenian el potencial de di-
ferenciacién. La habilidad para regenerar la LMA en
trasplantes seriados demostraba la capacidad de au-
to-renovacién de esta poblacién. Estas observacio-
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nes constituyeron la primera prueba experimental
de que, en una enfermedad neopldsica en humanos,
las poblaciones de células tumorales estaban orga-
nizadas de acuerdo a una jerarquia funcional simi-
lar al sistema de células madre de los tejidos sanos.

El desarrollo de nuevas cepas de ratén con una ma-
yor inmunodeficiencia y el empleo de nuevas vias de
inyeccién permitié demostrar que la actividad LSC
también reside en la poblacién CD34+CD38* de al-
gunos pacientes®, sugiriendo que el compartimien-
to de LSC es heterogéneo. De hecho, se han descrito
LSC CD34®y poblaciones de LSC con plasticidad de
linaje®. En los dltimos afios, se han identificado va-
rios marcadores de superficie asociados a LSC como
CD13, CD25, CD32, CD33, CD47, CD90, CDY6,
CD117, CD123, CLL-1 o TIM3?. Sin embargo, y
como ocurre con CD34 y CD38, el fenotipo de las
LSC no es uniforme ni entre pacientes ni en un solo
paciente®.

Caracteristicas biologicas de las LSC

Las LSC se caracterizan por una capacidad ilimitada
de auto-renovacién. Evidencias experimentales han
demostrado la primacia, en este proceso, de rutas
de sefalizacién imprescindibles durante el desarro-
llo y altamente conservadas como Bmi-1, Hox, Wnt,
Hedgehog y Notch. Sin embargo, el grado de activa-
cién parece ser dependiente de contexto y oncogén,
puesto que la sefalizacién mayoritaria que dirige el
proceso de auto-renovacién es diferente segin las
aberraciones gendmicas presentes en la LSC. HSC y
LSC también comparten los mecanismos responsa-
bles de la resistencia a estimulos apoptéticos, la pre-
valencia del estado quiescente y la resistencia a mul-
tidrogas. Aunque el mecanismo de auto-renovacién
y citoproteccién es compartido, la actividad telome-
rasa esta altamente reducida o ausente en LSC. En
HSC, la actividad telomerasa contribuye al mante-
nimiento a largo plazo de la auto-renovacién en un
contexto altamente regulado. Sin embargo, la activi-
dad telomerasa en LSC aparece disminuida y, como
consecuencia de ello, los telémeros son mds cortos.
De hecho, se ha hipotetizado que el acortamiento
acelerado de los telémeros puede predisponer a pa-
decer una LMA [revisado en®)].

Recientemente, se ha propuesto que las LSC pue-
den usar un mecanismo nuevo para evadir la inmu-
novigilancia basado en la expresién en superficie de
CD47, una proteina de membrana reconocida por
macréfagos y que inhibe la fagocitosis®. De hecho,
en pacientes con LMA, la expresién de CD47 se co-
rrelaciona negativamente con la respuesta a la qui-
mioterapia convencional®”.

El perfil de expresién génica de las LSC es distin-
to al del resto de células leucémicas del paciente. Sin

embargo, conserva muchas similitudes con el patrén
génico de las HSC y progenitores tempranos hemato-
poyéticos't12. Desafortunadamente, las firmas géni-
cas de LSC publicadas tienen una homologia parcial,
probablemente debido a diferencias en el método de
aislamiento y a las variaciones entre pacientes®!3.
Las LSC migran a la médula 6sea y residen en mi-
croambientes similares a los de las HSC. Las células
estromales con las que interaccionan protegen de la
apoptosis inducida por quimioterapéuticos, poten-
cialmente mediante la induccién en LSC de un estado
de quiescencia. La interaccién con el microambiente
medular también es imprescindible para mantener el
estado indiferenciado y la capacidad ilimitada de au-
to-renovacién. La alteracién de estas uniones supo-

ne la movilizacién de las LSC y una reduccién en su
viabilidad®4.

Evidencias clinicas de la existencia de LSC

La presencia de LSC asi como la existencia de una fir-
ma génica en pacientes con LMA asociada a LSC se
han relacionado tanto con enfermedad minima residual
como con un prondstico adverso. La frecuencia de LSC
al diagnéstico esta relacionada con la capacidad de re-
generaciéon de la LMA en ratones inmunosuprimidos, la
agresividad de la enfermedad en humanos®>!9 y la su-
pervivencia libre de enfermedad®!®. De hecho, la can-
tidad relativa de LSC en el momento del diagnéstico
predice la respuesta al tratamiento quimioterapéutico
convencional®® y tiene valor prondstico®®*?). Adicional-
mente, la deteccién de LSC residuales en muestras de
médula ésea en remision predice la recaida en pacientes
con LMA®820 Aunque todos estos estudios demues-
tran la utilidad potencial de la deteccién de LSC en cli-
nica para estratificar pacientes en los distintos grupos
prondsticos, es necesario unificar los criterios de detec-
cién de LSC y validar estos resultados.

Los perfiles de expresién génica de LSC también
han sido relacionados con el desarrollo clinico de la
enfermedad. La expresién de una firma génica aso-
ciada a LSC al diagnéstico predice una menor super-
vivencia global, supervivencia libre de enfermedad y
un mayor riesgo de recaida®?. Esta firma génica es si-
milar a la obtenida de HSC, y ambas predicen la su-
pervivencia del paciente®?.

Implicacion terapéutica

Aungque la supervivencia a largo plazo de los pacien-
tes con LMA ha aumentado en las dltimas décadas,
los episodios de recaida siguen siendo frecuentes. De
acuerdo con el modelo de células madre del cancer,
cualquier aproximacién terapéutica que no erradique
las LSC probablemente tendrd poco éxito. Aunque
elimine la mayoria de los blastos leucémicos e induz-
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ca la remisién temporal del tumor, no impedira la re-
generacién de la enfermedad y la diseminacién me-
tastdsica del mismo. Por lo tanto, se requieren nuevos
tratamientos que afecten selectivamente a las LSC
con una minima toxicidad para las HSC. Debido a
sus caracteristicas de células madre, las LSC tienen
una resistencia intrinseca a drogas, aunque los me-
canismos responsables de la resistencia no han sido
descritos extensamente. Un aspecto importante de la
biologia de las LSC es su plasticidad y la formacién
de subclones durante la evolucién de la enfermedad.
Por lo tanto, son necesarias mejoras en el tratamiento
y es previsible que las nuevas terapias que actien so-
bre LSC aumenten la tasa de curacién, disminuyen-
do las recaidas.

Estan siendo exploradas distintas aproximaciones
experimentales con el objetivo de identificar nuevas
drogas que maten selectivamente a las LSC. Se han
desarrollado anticuerpos monoclonales que recono-
cen epitopos diferencialmente expresados en LSC
(CD44, CD123, CD47) con éxito limitado en ensa-
yos preclinicos y que estdn siendo investigados en
ensayos clinicos®. Alternativamente, se podrian al-
terar rutas de sefializacién importantes para la inicia-
cién y/o el mantenimiento de la LMA. Puesto que la
sefializacién en LSC y HSC es similar®!?, es espera-
ble que las potenciales drogas afecten ambas pobla-
ciones. Otra aproximacién que estd siendo explorada
es el bloqueo de la auto-renovacién, ya sea via inhi-
bicién directa o induccién de diferenciacién, y que
estd obteniendo datos prometedores a nivel precli-
nico™. Puesto que las LSC residen en microambien-
tes en la médula sea, se estan estudiando posibles
vias de movilizacién de éstas de forma andloga a las
HSC. La movilizacién de las LSC supondria la salida
de quiescencia y la mayor sensibilidad a quimiotera-
péuticos convencionales. De momento, los resulta-
dos han sido dispares [revisado en®].

Consideraciones finales

El descubrimiento de las LSC en los afios 90 supu-
so el inicio de una nueva era en el disefio de farma-
cos contra la LMA. Aunque la hipétesis de las célu-
las madre del cancer sigue en vigencia para la LMA,
el impacto clinico es ain modesto. La falta de marca-
dores especificos de LSC que permitan el aislamien-
to de poblaciones homogéneas dificulta los estudios
biolégicos. Disponer de perfiles de expresién génica
de poblaciones homogéneas permitiria determinar
las rutas de sefializacién diferencialmente activadas e
identificar mejores dianas terapéuticas. Universalizar
el fenotipo de las LSC también podria ser importante
para validar su valor clinico en diagnéstico y pronds-
tico. Aunque los primeros ensayos clinicos con far-
macos anti-LSC se han iniciado, atin no se conoce su

efectividad. Aumentar el conocimiento de la biolo-
gla de las LSC es imprescindible para desarrollar nue-
vas terapias que puedan conducir a la erradicacién de

la LMA.
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Introduction

Research in genomics has resulted in the rapid un-
covering of the molecular pathogenesis of acute my-
eloid leukemia (AML). Considerable progress has
been made in deciphering the molecular genetic and
epigenetic basis of acute myeloid leukemia (AML)
and in defining new diagnostic, prognostic and even
more important predictive markers. The identifica-
tion of the genetic determinants of response to stan-
dard but also to experimental treatment is increas-
ingly used for patient counseling, to guide clinical
decisions making, and for resource-efficient care pro-
vision at diagnosis, during consolidation treatment
and follow-up as well as after relapse.

Disease classification

Based on the revised WHO Classification of Tumours
of Haematopoietic and Lymphoid Tissues of 2008"
seven entities are defined within the subgroup “AML
with recurrent genetic abnormalities”. In this catego-
ry AML characterized by specific fusions genes are
grouped (Table 1) and “AML with t(8;21)(q22;q22);
RUNX1-RUNX1T1” and “AML with inv(16)(p13.1q22)
or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11” are considered
as AML regardless of bone marrow blast counts. All
other entities in this category require the presence of
atleast 20% bone marrow blasts at diagnosis based on
morphology. Two provisional entities defined by the
presence of gene mutations were added to this catego-
ry, AML with mutated NPM1, and AML with mutat-
ed CEBPA. The category “AML with mutated NPA11”
is by far the largest subgroup defined by genomics.*
% However, the association with cooperating genetic
mutations, in particular FLT3-ITD seems to be age-de-
pendent with a significantly higher incidence of the
genotype NPAM1mut/FLT3-ITDneg in older compared
to younger patients.?

New insights have been provided for AML with
mutated CEBPA. Several studies have convincingly
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shown that AML with double mutant CEBPA (CEB-
PAdm) can be distinguished from AML with single
mutant CEBPA with respect to biological and prog-
nostic features. The favorable prognostic impact of
mutant CEBPA that was previously demonstrated in
several studies, can be attributed to the subtype of
AML with CEBPAdm®® and, additionally, not only
to patients exhibiting a normal karyotype but also
to patients with intermediate risk-1I karyotypes® ac-
cording to the ELN recommendations.!? Therefore,
several investigators have suggested on the one hand
to restrict the provisional entity ‘AML with CEBPA
mutations’ to those with biallelic mutations and on
the other hand to broaden this category by including
patients exhibiting a normal but also intermediate-II
karyotypes.

A recent landmark publication by the Cancer Ge-
nome Atlas Research Network on the genomic and epig-
enomic landscapes of adult de novo AML reported re-
sults from next generation sequencing performed in
200 AML patients (n=50 whole-genome sequenc-
ing, n=150 whole-exome sequencing).'? The inves-
tigators identified a number of 23 significantly mu-
tated genes, and another 237 gene mutations found
in two or more samples. The median number of mu-
tated genes in coding sequences was 13 with a range
from 0 to 51. The authors proposed a classification of
gene mutations into 9 categories based on their bi-
ological function with 199 of the 200 analyzed pa-
tients having at least one mutation in one of these
categories (lable 2).

Prognostication of CR achievement
and survival

The achievement of CR after induction therapy is a
commonly accepted prerequisite for long-term sur-
vival and cure. CR rates vary widely in the differ-
ent prognostic groups from 80% to 95% in the fa-
vorable risk group!’? to only 32.5% in patients with
monosomal karyotype!® and 31% in patients with
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inv(3)"?), both aberrations are categorized in the ad-
verse risk group.!? If no CR is achieved after induc-
tion therapy the probability of dying from AML is as
high as 75% during the first year after diagnosis.!?¥

Therefore, predicting response to induction therapy
by means of the cytogenetic and molecular disease
profile may help physicians and patients through the
risks and benefits of intensive induction chemother-

Table 1. Acute myeloid leukemia and related precursor neoplasms, and acute leukemias of ambiguous lineage (WHO 2008)

Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities

AML with t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL with t(15;17)(q22;q12); PML-RARA*

AML with £(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL?

AML with t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML with inv(3)(q21926.2) or t(3;3)(q21;026.2); RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Provisional entity: AML with mutated NPM1

Provisional entity: AML with mutated CEBPA

Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes*
Therapy-related myeloid neoplasms®
Acute myeloid leukemia, not otherwise specified (NOS)

Acute myeloid leukemia with minimal differentiation
Acute myeloid leukemia without maturation
Acute myeloid leukemia with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monablastic/monocytic leukemia
Acute erythroid leukemia
Pure erythroid leukemia
Erythroleukemia, erythroid/myeloid
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia

Acute panmyelosis with myelofibrosis (syn.: acute myelofibrosis; acute myelosclerosis)

Myeloid sarcoma (syn.: extramedullary myeloid tumor; granulocytic sarcoma; chloroma)

Myeloid proliferations related to Down syndrome

Transient abnormal myelopoiesis (syn.: transient myeloproliferative disorder)
Myeloid leukemia associated with Down syndrome

Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm
Acute leukemias of ambiguous lineage

Acute undifferentiated leukemia

Mixed phenotype acute leukemia with t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1*
Mixed phenotype acute leukemia with t(v;11923); MLL rearranged

Mixed phenotype acute leukemia, B/myeloid, NOS

Mixed phenotype acute leukemia, T/myeloid, NOS

Provisional entity: Natural killer (NK) cell lymphoblastic leukemia/lymphoma

Adopted from reference 3; for a diagnosis of AML, a marrow blast count of >20% is required, except for AML with the recurrent genetic abnormalities t(15;17), t(8;21), inv(16) or

t(16;16) and some cases of erythroleukemia.

* Other recurring translocations involving RARA should be reported accordingly: eg, AML with t(11,17)(q23;q12)/ZBTB16-RARA; AML with t(11;17)(q13;q12); NUMA1-RARA; AML
with t(5;17)(q35,912); NPM1-RARA; or AML with STAT5B-RARA (the latter having a normal chromosome 17 on conventional cytogenetic analysis)
T Other translocations involving MLL should be reported accordingly: eg, AML with t(6;11)(q27;q23); MLLT4-MLL; AML with t(11;19)(q23;p13.3); MLL-MLLT1; AML with t(11,19)

(g23;p13.1); MLL-ELL; AML with t(10;11)(p12;q23); MLLT10-MLL.

#>20% blood or marrow blasts AND any of the following: previous history of myelodysplastic syndrome (MDS), or myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm (MDS/MPN);
myelodysplasia-related cytogenetic abnormality (see below); multilineage dysplasia; AND absence of both prior cytotoxic therapy for unrelated disease and aforementioned
recurring genetic abnormalities; cytogenetic abnormalities sufficient to diagnose AML with myelodysplasia-related changes are:

- complex karyotype (defined as 3 or more chromosomal abnormalities)

- unbalanced changes: -7 or del(7q); -5 or del(5q); i(17q) or t(17p); -13 or del(13q); del(11q); del(12p) or t(12p); del(9q); idic(X)(q13);
- balanced changes: t(11;16)(q23;p13.3); t(3;21)(q26.2;q22.1); t(1,3)(p36.3;921.1); t(2;11)(p21;923); t(5;12)(q33;p12); t(5;7)(q33;q11.2); t(5,17)(q33;p13); t(5,10)

(433;921); 1(3;5)(q25;q34).

$ Cytotoxic agents implicated in therapy-related hematologic neoplasms: alkylating agents; ionizing radiation therapy; topoisomerase Il inhibitors; others.
# BCR-ABL1 positive leukemia may present as mixed phenotype acute leukemia, but should be treated as BCR-ABL1 positive acute lymphoblastic leukemia.
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Table 2. Categorization and frequency of gene mutations according to functional apy. NPMA1 n’lUtatiOI‘lS, one of the

properties based on next-generation sequencing in 200 de novo AMLs (modified

according to reference 11)
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most frequent gene mutations
(25-35% of all adults with AML)
9 have consistently been report-

CATEGORY FREQUENCY

ed as a favorable prognostic fac-
- : . tor for CR achievement, with
Transcription factor fusions 18% CR rates of 90% and higher in
PML-RARA younger patients either as a single
CBFB-MYH11 marker or as combined genotype,
RUNX1-RUNXIT1 NPAM1-mut/FLT3-ITDneg.%19
PICALM-MLLT10 Of note, CR rates following in-
NPM1 mutations 7 tensiv}e induc'tion therapy in Qld—
er patients with NPAI1 mutations
Tamor Suppressor genes o are nearly as high as in younger
patients with CR rates of 80% to
P53 90% .64 AML with CEBPAdm ac-
wr1 count for 3-6% of adult AML, the
PHF6 frequency decreases with increas-
) ing age.?*% In this subgroup of
DNA methylation M patients CR rates of 85% to 92%
DNMT3A have been reported, however,
DNMT3B these results are mainly based on

DNMT1 younger adults.
TET1 TP53 alterations including mu-
TET2 tations and losses are found in
IDH1 about 70% of AML with complex
IDH2 karyotype.t® TP53 alterations
Activated signaling 59% predict for very low CR rates (less
than 30%) and have been shown
FLT3 to be an independent poor prog-
Kit nostic factor among the subgroup

Other tyrosine kinases
Serin-threonine kinases
KRAS/NRAS

PTPs (protein tyrosin phosphatases)

of AML with complex karyotype.

Various types of postremission
therapy including high dose cy-
tarabine and allogeneic hemato-

Myeloid transcription factors 22% poietic stem cell transplantation

(alloHSCT) have been evaluat-
RUNX1 ed with the aim of preventing
CEBPA

Other myeloid transcription factors

relapse and improving surviv-
al. While alloHSCT is considered
as the PRT with the strongest

Chromatin modifiers 30%

antileukemic effect, the bene-
MLL fusions fit of alloHSCT on survival may
MLL-PTD be compromised by non-relapse,
NUP98-NSD1 treatment-related mortality. The
HL European LeukemiaNet AML
%’ij Working Party has proposed an
other integrated risk-adapted approach

for patients in first CR taking
Cohesin complex* 13% into account: i. risk of relapse af-

ter intensive chemotherapy ver-
Spliceosome complex* 14% sus alloHSCT; ii. treatment-re-

* Cohesin is a protein complex regulating the separation of sister chromatids during cell division (mitosis or meiosis)
# Spliceosome is a complex of SnRNA and protein subunits removing introns from a transcribed pre-mRNA (hnRNA)

segment.

lated mortality of alloHSCT; and
iii. patient and transplant-specific
parameters such as comorbidity,

donor type, and age reflected by
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HCT-CI and EBMT scores 7 According to
this recommendation, AML with RUNX1-RUNX1T1
(only with pretreatment white blood cell count <20/
nl), CBEB-MYH11, NPM1mut/FLT3-ITDneg and
CEBPAdm were grouped into the good-risk category,
whereas AML with monosomal karyotype, abn(3q),
and those with high EVI1 expression were grouped
into the very poor risk category. For the two remain-
ing categories in between (i.e., intermediate and poor
risk) a combination of cytogenetics and response to
initial chemotherapy are used for grouping.?” Based
on the integrated approach, alloHSCT represents the
most appropriated postremission therapy in patients
with low HCT-CI and EBMT scores in the catego-
ries intermediate, poor and very poor. However, the
recommendations become more complex especially
in the intermediate and poor risk group with rising
HCT-CI and EBMT scores. Two major shortcomings
of these recommendations are i) that several gene
mutations with high incidences especially in the cat-

egories intermediate and poor (e.g. DNMT3A-mut,
TET2-mut, IDH1/2-mut, RUNX1-mut, WT1-mut) are
not integrated and, even more important, ii) the in-
teraction of genetic aberrations are only poorly re-

flected.

About half of younger patients and 90% of older pa-
tients relapse and these relapses often appear to be
associated with clonal genetic evolution. Whole-ge-
nome sequencing studies by Ding ez al. have offered
insights into the pathogenesis of relapse and demon-
strated that i) the founding clone in the primary AML
gains mutations and evolves into the relapse clone,
and ii) a subclone of the founding clone survives ini-
tial therapy, gains additional mutations and expands
at relapse."® Younger adults (age 16-49 years) who
relapsed after intensive consolidation chemotherapy
had a 55% chance of achieving a second CR with

Table 3. Patient-specific, integrated risk-based application of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in AML CR1*

Risk of relapse following
consolidation by

AML-risk
Group**

AML Risk assessment, including response to

induction-I
Chemo/

auto BSCT

t(8;21) with WBC <20

inv(16)/t(16;16)

Mutated CEBPA (double mutated)
Mutated NPM1 without FLT3-ITD Early first
complete remission and no MRD

t(8;21) with WBC >20

Cytogenetically normal (or with loss of X and Y
chromosomes),

WBC count <100 and early first complete
remission (after first cycle of chemotherapy)

Good 35-40%

Intermediate 50-55%

Otherwise good or intermediate, but no
complete remission after first cycle of
chemotherapy

Cytogenetically normal and WBC >100
Cytogenetically abnormal

Poor 70-80%

Monosomal karyotype
abn(3q26)
High EVI1 expression

Very poor >90%

Prognostic scores for nonrelapse mortality that
would indicate allogeneic HSCT as preferred
consolidation

alloHSCT EBMT-score HCT-Cl score NRM
15-20% NA (< 1) NA (<1) 10-15%
20-25% <2 <2 <20-25%
30-40% <3/4 <3/4 <30%
40-50% <5 <5 <40%

* The proposed patient-specific application of allogeneic HSCT in patients with AML in their first complete remission integrates the individual risks for relapse and nonrelapse
mortality and aims for a DFS benefit of at least 10% for the individual patient compared with consolidation by a nonallogeneic HSCT approach.

# The categorization of AML is based on cytogenetic, molecular and clinical parameters (including WBC) into good, intermediate and (very) poor subcategories and is subject to
continuing study and debate. Here, categories are arbitrarily presented according to the latest policy of the Dutch-Belgian Cooperative Trial Group for Hematology Oncology and
Swiss Group for Clinical Cancer Research (HOVON-SAKK) consortium. Relapse percentages were derived from published reports.

$ Includes response to first induction. Categorization requires one of the parameters indicated.

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; EBMT, European Group For Blood and Marrow Transplantation; DFS, disease-free survival; EVI1, Ecotropic viral integration site 1,

HCT-CI, hematopoietic cell transplantation comorbidity index; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; CEBPA, gene encoding CCAAT enhancer-binding protein ct; FLT3, gene

encoding fms-like tyrosine kinase receptor-3; ITD, internal tandem duplication; NA, not advocated; NPM1, gene encoding nuclear matrix protein; MRD, minimal residual disease;

WBC, white blood cell count.
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highest rates of 82% in the pretreatment favorable
risk group comprising t(8;21), t(15;17), and inv(16).4?
In addition, relapsed patients exhibiting the pretreat-
ment favorable genotype NPM1-mut/FLT3-ITDneg
also had a high second CR rate of 66%, whereas re-
lapsed patients exhibiting a FLT3-ITD at diagnosis
only had a 35% second CR rate irrespective of an
additional NPA11 mutation. However, these data are
based on a minority of AML patients due to the age
restriction of 16 to 49 years and therefore the results
cannot be generalized. In addition, clonal evolution
may influence the probability to achieve a second CR
which has been exemplarily shown by Kronke ez al.
in AML with NPAI1 mutations.?? In 53 patients with
AML exhibiting NP/1 mutations at diagnosis who
relapsed, five lost the NPAI1 mutation while main-
taining the initially already coexisting DNAT3A mu-
tation. Of note, two thirds of the patients with per-
sistent NP1 mutation achieved a second CR, while
none of the five patients who lost NPM1 respond-
ed to salvage therapy. These data clearly show that
the second CR rate decreases in AML with NPAI1
mutations by 25% to 30% compared to first CR rate
even if the main genotype, i.e. mutated NPM1, re-
mains stable. To date, genotypes with high second
CR rates above 70% at least in younger patients (age
<60 years) are AML with CEBPAdm® and AML with
inv(16)/t(16;16).2122

Conclusion

Progress in deciphering the molecular pathogenesis
of AML and the identification of the genetic deter-
minants of response to treatment have been impres-
sive and translation of these findings into the clinical
decision making has been increasing in recent years.
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Resumen

En las Gltimas 2 décadas se han efectuado diversos
avances en el tratamiento de la leucemia aguda lin-
foblastica (LAL). Entre ellos destaca el andlisis del va-
lor pronéstico de la enfermedad residual (ER) y su
incorporacién a las decisiones terapéuticas. Se es-
tan efectuando grandes esfuerzos para estandarizar
las diversas técnicas de medicién de la ER (PCR para
cuantificacién de los reordenamientos de las Ig o del
receptor T, PCR cuantitativa en tiempo real para me-
dicién de transcritos de genes de fusién y citofluo-
rometria multiparamétrica). Diversos estudios han
demostrado que la evaluacién de la ER en la LAL in-
fantil y del adulto se correlaciona significativamente
con los resultados clinicos. La deteccién de la ER no
s6lo es particularmente Util para la evaluacién de la
respuesta al tratamiento, sino también para la evalua-
cién temprana de la recaida. Por lo tanto, la ER ocu-
pa un lugar destacado en muchos estudios como una
herramienta de decisién de la estrategia terapéutica
y existen evidencias crecientes de que la ER podria
sustituir a los criterios de estratificacién convencio-
nales, al menos en la LAL sin cromosoma Filadelfia.
En la actualidad la mayoria de los protocolos de LAL
en adultos siguen un enfoque de 2 etapas, con una
primera asignacién de tratamiento segin los criterios
prondsticos cldsicos y una segunda estratificacion ba-
sada enla ER.

Introduccion

El pronéstico de la leucemia aguda linfoblastica (LAL)
depende de la combinacién de varios factores, como
las propiedades de las células leucémicas (lesiones
genéticas, capacidad proliferativa, mecanismos de
resistencia a farmacos), factores del huésped (edad,
estado general, enfermedades concomitantes, cum-
plimiento del tratamiento, farmacodinamia y farma-
cogenética) y el tipo y la respuesta al tratamiento.
Ello ha permitido establecer una serie de factores de
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riesgo convencionales (edad, recuento de leucocitos,
caracteristicas inmunofenotipicas y citogenéticas, asi
como aberraciones moleculares) que proporcionan
la base para la estratificacién del riesgo inicial en los
protocolos de tratamiento actuales. Cabe reconocer,
sin embargo, que la estratificacién del tratamiento en
funcién de estos factores ha tenido un impacto limi-
tado en la supervivencia de los adultos con LAL, ya
que la recaida sigue siendo el principal problema cli-
nico. La causa de estas recaidas es la persistencia de
niveles variables de enfermedad residual (ER) tras el
tratamiento. Varios estudios han demostrado que la
deteccién de ER es un pardmetro de riesgo indepen-
diente de gran relevancia clinica enla LAL, tanto en el
diagnéstico como en la recaida®?®. En consecuencia,
en un nimero cada vez mayor de protocolos de tra-
tamiento se emplea la ER como una herramienta para
la estratificacion terapéutica. Ademas, la ER también
se utiliza para la prediccién de recaidas y para iniciar
un tratamiento de rescate anticipado. Por lo tanto, la
ER no sélo es un factor pronéstico de primer orden,
sino que ya empieza a poner en cuestion la definicién
tradicional de remisién y recaida.

En esta ponencia se discutirdn brevemente las me-
todologias de estudio de la ER, y se analizard su valor
prondstico, asi como los resultados de los estudios
que emplean la ER como guia para la toma de deci-
siones terapéuticas.

Pros y contras de las diferentes técnicas
de estudio de la enfermedad residual

Citometria de flujo multiparamétrica

La evaluacién de la ER mediante citofluorometria
(CEM) se basa en la deteccién de inmunofenotipos
asociados a las células leucémicas que se pueden
utilizar para distinguirlas de las células hematopo-
yéticas normales. Estos inmunofenotipos asociados
a leucemias consisten sobre todo en patrones abe-
rrantes de expresién fenotipica y asincronia en el
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estado madurativo, con sobreexpresién o infraex-
presién fenotipica. Usando citometria de flujo de 4
colores, pueden identificarse fenotipos aberrantes
en el 90% de las LAL de precursores B y en mas del
95% de los pacientes con LLA-T, con limites de de-
teccion de 103-10-4¢),

La principal ventaja de la CEM es su rapidez, lo que
es especialmente Gtil cuando se necesitan resultados
de ER réapidamente para decidir el tratamiento. Ade-
mas, la CFM permite detectar la expresién de mar-
cadores utiles para el empleo de nuevos tratamien-
tos, como los modernos anticuerpos monoclonales.
Un problema potencial resulta de las similitudes en-
tre los linfoblastos leucémicos y los precursores lin-
foides en diversas fases de regeneracién, o con las al-
teraciones en la expresién antigénica en los blastos
inducidas por la quimioterapia, en especial durante
la induccién, y relacionadas sobre todo con los glu-
cocorticoides®!¥. Por lo tanto, la interpretacién de
la ER mediante CEM requiere un profundo conoci-
miento de los patrones de expresién de los precur-
sores linfoides benignos y las células leucémicas en
las diferentes fases de tratamiento y, cuando impli-
que decisiones terapéuticas dentro de protocolos cli-
nicos, deberia determinarse de forma centralizada en
laboratorios de referencia, aunque la CFM esté am-
pliamente disponible en muchos centros. Ademds, se
necesita una cuidadosa estandarizacién de la técnica
para la comparacién de resultados en estudios multi-
céntricos!1®. Por otra parte, la metodologia y la sen-
sibilidad de la CEM estdn mejorando con el empleo
de mds colores (= 8), la inclusién de nuevos marcado-
res, posiblemente mas especificos para las células leu-
cémicas, y el desarrollo de nuevos software para el
analisis automatizado mas rapido y facil®*2.

Analisis por PCR de los reordenamienots de los genes
de las Ig y del receptor T

Los reordenamientos de los genes de las Ig o del re-
ceptor de células T (RCT) son alteraciones especifi-
cas de cada leucemia en cada individuo, y su caracte-
rizacién es posible en la mayoria (> 95%) de casos de
LAL de linea B o T. La cuantificacién de estos reorde-
namientos se lleva a cabo mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (RQ-PCR)®22), La sensibilidad se de-
termina especificamente para cada ensayo y, en gene-
ral, llegaa 1 x 10*-1 x 10, que es 0,5-1 logaritmo mds
alta que la obtenida mediante CEM.

El estudio de la ER basado en el ADN estd muy es-
tandarizado. Ademds, el empleo de ADN facilita el
envio y el almacenamiento de muestras, asi como los
analisis retrospectivos. Sin embargo, la evolucién clo-
nal de los genes de Ig/RCT puede dar lugar a falsos
negativos®®?9. Por tanto, se recomienda el uso de al
menos 2 marcadores independientes®). Ademas, el
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método es laborioso y necesita la caracterizacion ini-
cial de los reordenamientos Ig/RCT en cada pacien-
te con un panel de diferentes reacciones de PCR y se-
cuenciacién. Sin embargo, los recientes avances en la
tecnologia de secuenciacién acelerardn este proceso
en un futuro cercano®?).

Analisis por PCR de los transcritos de fusion

Los transcritos de fusién de genes especificos de leu-
cemia constituyen un objetivo ideal para la deteccién
de ER porque estan vinculados con el proceso onco-
génico y son por lo tanto altamente especificos. Sin
embargo, en la practica sélo unos pocos transcritos
(principalmente translocaciones MLL®® y SIL-TAL1)
se analizan en el nivel de ADN, mientras que el em-
pleo mas extendido es la cuantificacién de transcritos
aberrantes de ARNm de BCR-ABL en la LAL Ph+. Las
ventajas de la RQ-PCR en la LAL Ph+ consisten en
su alta sensibilidad (1 x 10) y la amplia experien-
cia en ensayos de PCR de BCR-ABL. Un punto cru-
cial es la calidad de la muestra, con riesgo de degra-
dacién del ARN si el intervalo entre la extraccion de
la muestra y el estudio es largo. Ademads, la falta de
normalizacién de la extraccién de ARN, de la sintesis
de ADN, la seleccién de los genes control y la varia-
cién en la forma de efectuar los anlisis cuantitativos
de RT-PCR pueden dar lugar a diferencias sustancia-
les en los resultados, con posibilidad de falsos nega-
tivos. Asimismo, pueden existir falsos positivos (por
contaminacién cruzada, por ejemplo). Se estdn rea-
lizando esfuerzos para estandarizar la metodologia
para permitir una mejor comparabilidad de los resul-
tados de la PCR en los diferentes ensayos clinicos®.

Principales aplicaciones del estudio de la
enfermedad residual en la leucemia aguda
linfoblastica del adulto

Las dos principales aplicaciones de la ER en la LAL
son: la evaluacién de la respuesta al tratamiento ini-
cial para la definicién de los grupos de riesgo basados
en ER y el seguimiento posterior de los pacientes en
remision para detectar recaida a nivel de ER y permi-
tir un tratamiento de rescate preventivo®.

ERM para la evaluacion inicial de la remision

La aplicacién mds importante de la ER es la evalua-
cién de una forma sensible de la eficacia del trata-
miento en pacientes que han logrado una remisién
completa (RC) morfolégica, lo que permite refinar
asi la estratificacién del riesgo efectuada al inicio. Al
igual que en la LAL infantil en adultos también se ha
demostrado que la cinética de la ER inicial es alta-
mente predictiva de la eficacia del tratamiento.
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LAL Ph-negativa

Diversos estudios han demostrado el valor pronéstico
independiente de la ER en adultos con LAL Ph-nega-
tiva, ya sea mediante RQ-PCR para Ig/RCT o CEM®
#3039 Asimismo, diferentes grupos europeos han obje-
tivado que la persistencia de la ER medida en diferentes
momentos entre 1y 6 meses después del diagndstico se
asocia a mal prondstico. Ademads, en algunos estudios
se identificé un pequefio subgrupo de pacientes con un
aclaramiento muy rapido (ER indetectable a las 2 sema-
nas de tratamiento) que se asociaba a un excelente pro-
néstico. El estudio més amplio en adultos con LAL lo
ha llevado a cabo el grupo aleman GMALL, en el que se
analiz6 la ER en pacientes con LAL Ph-negativa de ries-
go estandar (RE, n = 434) y alto riesgo (AR, n = 146)¢2.
La respuesta molecular completa después de la induc-
cién y/o consolidacién-1 se asocié a un buen prondsti-
co, independientemente de los factores de riesgo basa-
les. De hecho, la ER fue el tnico pardmetro con impacto
prondstico significativo en el anélisis multivariante. La
Unica diferencia entre los pacientes de RE y de AR fue la
proporcién de enfermos que alcanzaron una respuesta
molecular completa (RMC, definida por ER<10), que
fue un 20% inferior en los pacientes de AR.

LAL Ph-positiva

La introduccién de los inhibidores de tirosin-cinasa
ha cambiado sustancialmente los resultados del trata-
miento y la cinética de la ER enla LAL Ph+. Con todo,
el valor pronéstico de la ER ofrece resultados discor-
dantes®9. En algunos estudios la reduccién signifi-
cativa del nimero de transcritos de BCR-ABL tras la
induccién constituyd el factor prondstico méas poten-
te para la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y
la supervivencia global (SG). Por el contrario, otros
estudios no han demostrado una asociacién clara en-
tre la respuesta molecular tras la induccién y el pro-
néstico, sugiriendo que el riesgo de recaida puede de-
pender de factores no relacionados con la respuesta
inicial al tratamiento (por ejemplo, la existencia en el
momento del diagndstico de subclones con mutacio-
nes que confieran resistencia al tratamiento)®.

Seguimiento de los pacientes en remision

Una segunda aplicacién de la ER es la monitorizacién
posterior a la remisién de pacientes que alcanzaron
RMC, con el fin de detectar tempranamente una re-
caida inminente.

LAL Ph-negativa

El grupo aleman GMALL“? fue el primero en demos-
trar que la recaida molecular (definida como la repa-
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ricién de ER cuantificable a nivel molecular) se seguia
irremisiblemente de una recaida clinica, con intervalo
de tiempo medio de 4,1 meses, hecho que se demos-
trd con posterioridad en una serie mds amplia de pa-
cientes del mismo grupo®?.

LAL Ph-positiva

Yanada et al. también confirmaron la relacién entre
la recaida molecular y la ulterior recaida clinica en
pacientes con LAL Ph+ tratados con quimioterapia e
imatinib®. En un estudio prospectivo de 100 pacien-
tes adultos con LLA Ph+, 29 presentaron elevacion de
ER estando en RC morfolégica. Doce de los 13 que
no recibieron un trasplante alogénico de progenito-
res hematopoyéticos (aloTPH) experimentaron una
recaida, mientras que sélo 3 de los 16 pacientes tras-
plantados recayeron. Los autores llegaron a la conclu-
sién de que un aumento en la ER es predictiva de una
recaida posterior, pero los pacientes pueden ser res-
catados con éxito con un aloTPH.

La enfermedad residual como base
para intervenciones terapéuticas

Estratificacion del tratamiento segiin la ER
en fases iniciales

El objetivo de la determinacién de la ER en fases
tempranas del tratamiento de la LAL persigue ajus-
tar la intensidad del mismo con el objetivo final de
mejorar el resultado en los pacientes con alto riesgo
molecular (ARM) y reducir la toxicidad en pacien-
tes de bajo riesgo molecular (BRM) sin empeorar su
pronéstico.

Diversos estudios clinicos en adultos con LAL em-
plean la ER para la estratificacién del tratamiento. El
estudio PETHEMA ALL-AR-03®? incluye adultos con
LAL de AR, Ph-negativas y utiliza una estrategia mix-
ta: la respuesta citolégica temprana (< 10% de blas-
tos en medula 6sea al dia 14 de la induccién) y el
nivel de ER (< 5 x 10 después de la consolidacién
temprana para definir los pacientes de riesgo molecu-
lar estandar, a los que no se efectué un aloTPH en pri-
mera RC sino que recibieron quimioterapia de con-
solidacién tardia y mantenimiento. Por el contrario,
los pacientes con una lenta respuesta citolégica y/o
ER > 5 x 10 después de la consolidacién temprana
se asignaron a aloTPH como estrategia de consolida-
cién. Los resultados finales indican que la supresién
del aloTPH en los pacientes con factores prondsticos
basales desfavorables pero con buena dindmica de
eliminacién de ER no parece interferir en su pronds-
tico. La ER fue el Gnico factor pronéstico en estos pa-
cientes, tanto para la obtencién de la RC como para
la duracién de la misma y la SG.
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En el estudio GMALL 03.07, los pacientes con ER
> 10 después de la induccién (dia 71) y/o primera
consolidacién (semana 16) se asignaron al grupo de
alto riesgo molecular (ARM)©? y se asignaron a re-
cibir aloTPH. Asi, 120 de los 504 pacientes evalua-
dos (24%) fueron asignados al grupo de ARM (89
de ellos tenian criterios basales de RE y 31 de AR)
2. En el 47% de estos pacientes el TPH se realizé
en primera RC, con una frecuencia de realizacién
de TPH significativamente mayor en los pacien-
tes de AR (71% frente a 39%, P < 0,002). La pro-
babilidad de RC a los 5 afos fue significativamen-
te mayor en los pacientes que recibieron un TPH
en funcién de la respuesta molecular que en los no
trasplantados (66% = 7% frente a 12% + 5%, P <
0,0001), lo que también se tradujo en una SG a los
5 afios mas prolongada (54% + 8% frente a 33% +
7%, P =0,06).

El Northern Italy Leukemia Study Group (NILG)
disefié un protocolo de tratamiento orientado en
funcién de la ER para adultos con LAL sin t(4;11) ni
t(9;22)Y. Los pacientes de ARM (definido como ER
> 10* antes del sexto ciclo de induccién-consolida-
cién y antes del ciclo 8 de consolidacién) se asigna-
ron a TPH alogénico (o autogénico si el anterior no
se podia efectuar), mientras que los pacientes con ER
negativa (BRM) recibieron tratamiento de manteni-
miento estandar, independientemente de los factores
de riesgo basales. La probabilidad de SLE a 4 afios
fue del 76% en los pacientes de BRM frente a sélo el
24% en el grupo de ARM a pesar de que éstos reci-
bieran un TPH.

Tratamiento anticipado en caso de persistencia
o reaparicion de Ia ER (recaida molecular)

LAL Ph-negativa

La evaluacién de la ER también se utiliza para el
tratamiento anticipado en caso de recaida molecu-
lar sin evidencia de enfermedad visible. En el estu-
dio GMALL 03/07¢?, 10 de 34 pacientes en prime-
ra RC que presentaron recaida molecular durante
el seguimiento recibieron un alo-TPH. La probabi-
lidad de RC a los 3 afos fue del 80% + 18% en
comparacién con 5% =+ 5% en los pacientes no
trasplantados.

LAL Ph-positiva

En la LAL Ph-positiva, el seguimiento de la ER se
utiliza principalmente para optimizar el tratamiento
post-TPH. El grupo GMALL demostré nuevamen-
te que el tratamiento anticipado con imatinib tras
la recaida molecular post-TPH disminuia la proba-
bilidad de recaida®“?, con obtencién de nueva remi-
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sién molecular en 15 de 29 pacientes (62 %), la cual
se asocid a una alta probabilidad de RC continua-
da en el grupo de pacientes respondedores. Por con-
tra, la persistencia de ER 6-10 semanas después del
inicio del tratamiento anticipado con imatinib com-
porté una recaida rdpida en todos los pacientes. Por
tanto, la administracién de imatinib tras el TPH po-
dria prevenir la recaida molecular y clinica, pero la
pauta de administracién y su impacto en el pronds-
tico no estan aclarados. En un estudio prospectivo
aleatorizado, el grupo GMALL compar6 la toleran-
cia y la eficacia de dos opciones de administracién
de imatinib post-TPH: profilactica (n = 26) o tras la
deteccién de ER (n = 29)“?. La pauta profilactica re-
dujo significativamente la incidencia de recaida mo-
lecular post-TPH (40% frente a 69%, p = 0,046),
con unas medianas de duracién de la negatividad
de BCR-ABL de 26,5 y 6,8 meses, respectivamente
(p = 0,065). La supervivencia post-TPH a 5 afios fue
elevada en ambos grupos (80% y 74,5%), a pesar
de una alta frecuencia de discontinuacién prematu-
ra de imatinib debido a baja tolerancia. De nuevo,
se comprobd que la probabilidad de recaida fue sig-
nificativamente mayor en los pacientes que positivi-
zaron la ER tras el TPH. Por tanto, la administracién
de imatinib post-TPH resulta en una baja tasa de re-
caidas, remisiones duraderas y un excelente pronés-
tico independientemente de si se administra profi-
lacticamente o tras deteccion de enfermedad a nivel
molecular.

Los pacientes en recaida molecular o con persis-
tencia de ER mesurable (que inevitablemente se si-
gue de recaida a nivel clinico si no se actda rapido)
pueden beneficiarse del empleo de nuevos firma-
cos de forma anticipada. Asi, en un ensayo clinico
en fase II desarrollado en el grupo GMALL se admi-
nistré el anticuerpo monoclonal biespecifico blina-
tumomab (antiCD19 y antiCD3) en monoterapia en
enfermos en RC morfolégica pero con persistencia
de niveles elevados de ER (> 1 x 104 o en recaida
molecular después del final de la primera consolida-
ciéon™®. Dieciséis de los 20 pacientes evaluables (15
pacientes con persistencia de ER y 5 pacientes con
recaida molecular) negativizaron la ER tras un ciclo
de blinatumomab. Doce de los 16 pacientes que res-
pondieron nunca habian logrado negativizar la ER.
La probabilidad de supervivencia libre de recidiva
a un afio para este grupo de pacientes fue del 78%.
Ocho de estos pacientes recibieron un aloTPH tras
el blinatumomab, sin mortalidad relacionada con el
tratamiento y 7 pacientes no recibieron ningtn otro
tratamiento de consolidacién. Hasta el momento no
se han observado diferencias en la supervivencia en-
tre ambos grupos de pacientes. En la actualidad se
estd llevando a cabo un estudio internacional para
corroborar estos resultados.
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Frecuencia, momentos 6ptimos y metodologia
para determinacion de la enfermedad residual

No existe un consenso sobre qué momentos son los
6ptimos para la evaluacién de la ER y cual debe ser la
frecuencia de monitorizacién. De hecho, en una con-
ferencia de consenso efectuada en el afio 2008 se con-
cluyd que estos momentos deben definirse para cada
protocolo especifico®). Con todo, pueden establecer-
se algunas normas generales.

LAL Ph-negativa

En La LAL Ph-negativa la evaluacién postinduccién-
consolidacién (tras 2-4 meses de tratamiento) parece
ser el momento mas crucial, ya que permitird evaluar
la respuesta al tratamiento inicial y efectuar la estra-
tificacién del riesgo en base a la ER. La evaluacién
temprana durante la induccién (a las 2 semanas del
tratamiento) también puede ser interesante, ya que
los pacientes con un aclaramiento muy rapido pare-
cen tener un prondstico muy bueno. Estd menos es-
tablecida cudl debe ser la frecuencia de determina-
cién de ER durante el seguimiento, para identificar
una recaida temprana. Una opcién valida podria ser
la determinacién a intervalos de 3 meses durante 3
afios, ya que la mayoria de las recaidas clinicas tie-
nen lugar dentro de este tiempo y el intervalo medio
entre la recaida molecular y la clinica es de alrededor
de 4 meses.

LAL Ph-positiva

En la era de los inhibidores de tirosin-cinasa el va-
lor de la ER al final de la induccién es mas limitado
que enla LAL Ph-. Por contra, la ER tiene un gran va-
lor para el seguimiento de estos pacientes tras la RC
morfolégica. Un punto clave parece ser el anterior al
TPH, ya que el resultado del mismo varia en funcién
del nivel de ER pretrasplante. Asimismo, es de suma
importancia la evaluacién post-TPH, sobre todo si no
se opta por administrar tratamiento con inhibidores
de tirosin-cinasa de forma sistematica. Cabe recordar
que en la LAL Ph+ el intervalo entre la recaida mo-
lecular y la clinica es de sélo 2-3 meses. Por lo tanto,
se recomienda que la frecuencia del estudio de la ER
sea mayor que en la LAL Ph-negativa, probablemen-
te cada mes.

Las comparaciones entre los resultados de la ER ob-
tenidos por diferentes metodologias han demostrado
que las diferentes técnicas no pueden ser considera-
das totalmente intercambiables®?). Por tanto en cada
protocolo debe escogerse una técnica determinada y
mantenerla durante toda su vigencia. Por lo tanto, la
eleccién del método de deteccién de ER en un deter-
minado protocolo debe estar guiada por la pregun-
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ta a responder, la experiencia en el estudio de la ER,
la tecnologia disponible, la logistica y la planificacién
del tratamiento de acuerdo a los resultados de la ER.

¢Puede sustituir la enfermedad residual
a los factores pronodsticos basales?

Durante las Gltimas 3 décadas, el tratamiento de los
pacientes adultos con LAL se ha basado en los fac-
tores prondsticos presentes en el momento del diag-
néstico (tratamiento adaptado al riesgo) y la pregun-
ta fundamental era si se debian trasplantar (aloTPH o
autoTPH) todos los pacientes o sélo el subgrupo de
mal prondstico. Més recientemente se ha demostra-
do el beneficio terapéutico de los protocolos de inspi-
racién pediatrica en los adultos jovenes, con un limi-
te de edad que oscila entre los 30 y los 45 afios segin
las series. También se han segregado subgrupos de
pacientes con tratamientos especificos, como la LAL
Ph+ (con la introduccién de los inhibidores de tiro-
sin-cinasa) o la LAL B madura (con la quimioterapia
especifica y anticuerpos monoclonales anti-CD20), a
los que pueden sumarse otros subgrupos conforme
se disponga de nuevos agentes terapéuticos.

La ER mide directamente la quimiosensibilidad de
la LAL en cada paciente. No es de extrafiar, por tan-
to, que en el momento actual se la reconozca como el
factor prondstico independiente mdas importante en
la LAL, que ha reemplazado a los demds factores de
riesgo en algunos estudios, por lo menos en la LAL
Ph-negativa. Asimismo, los estudios prospectivos so-
bre tratamiento basado en la ER también indican que
esta aproximacién es factible y segura y el aloTPH
puede evitarse en los pacientes con LAL Ph-negati-
va con buen aclaramiento de la ER (bajo riesgo mo-
lecular). Todo ello abogaria por emplear la ER como
Unico criterio de estratificacién del tratamiento en la
LAL del adulto, prescindiendo de los factores pronds-
ticos basales™.

Sin embargo, los resultados de la ER no son extra-
polables entre los diversos estudios, las técnicas no
estan absolutamente estandarizadas, los momentos
Sptimos para la evaluacién no estdn totalmente defi-
nidos, el umbral de ER no es homogéneo en todos los
estudios ni en los diversos subtipos de LAL y la ER
no puede determinarse en todos los pacientes, bien
sea por motivos técnicos o logisticos. También hay
que reconocer que no existe ningin estudio donde
se compare de forma aleatorizada el tratamiento ba-
sado en la ER (p. €j.: aloTPH frente a no aloTPH en
adultos con LAL de bajo riesgo molecular). Todas las
anteriores razones indican que por el momento la ER
no debe sustituir al resto de los factores prondsticos
basales sino complementarlos, ya que constituye una
excelente técnica para orientar el tratamiento dentro
de protocolos especificos®®.
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Consideraciones finales

Los datos publicados sobre la evaluacién de la ER en
la LLA del adulto han demostrado una fuerte correla-
cién entre la respuesta a nivel de ER y los resultados
del tratamiento, asi como el valor prondstico nega-
tivo que tiene la reaparicién de la ER para la recaida
hematoldgica. Aunque la ER no sustituird por el mo-
mento a los factores de riesgo basales, ayudard a op-
timizar la secuencia de tratamiento, y probablemente
la respuesta a nivel de ER sea un pardmetro adicional
de primer orden para la evaluacién de respuesta en
los protocolos de tratamiento, como lo son la tasa de

RC, la duracién de la RC, la SG o la SLE.
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La transformacién histolégica (TH) a un linfoma de histologia agresiva es un hecho bien reconocido
en la evolucién de los procesos linfoproliferativos indolentes, especialmente en el linfoma folicular
(LF) y en la leucemia linfatica crénica (LLC). En la mayoria de los casos, la TH es hacia un linfoma di-
fuso de células grandes pero en menor medida estan descritas las transformaciones a linfoma de tipo
Burkitt y linfoma linfobléstico. En el caso del LF, el riesgo de TH se ha estimado en torno a un 3% por
afio desde el diagnéstico, lo que afectarfa potencialmente a 1 de cada 3 pacientes. En la LLC, la TH,
clasicamente conocida como sindrome de Richter, puede tener una incidencia similar o sélo levemen-
te menor, aunque en ambos casos se considera que es un fenémeno infravalorado por la necesidad de
confirmacién histolégica para llegar a un diagndstico de certeza. Este simposio revisa las bases mo-
leculares y las opciones terapéuticas disponibles de esta situacién anatomoclinica.

Poco se conoce de los mecanismos implicados en el proceso de TH, si bien se admite la necesidad de
la emergencia de segundos eventos moleculares. Aunque desde hace tiempo se han descrito las ano-
malias asociadas a c-MYC y TP33 (translocaciones y mutaciones) como uno de los mecanismos mas
importantes predisponentes a TH, estudios de expresién génica han podido identificar diferentes vias
moleculares de transformacién, indicando que la TH es un proceso complejo y heterogéneo. Ade-
mds, recientemente se ha implicado también el papel del microambiente celular tumoral en la TH al
haberse identificado que alteraciones de diferentes vias moleculares en las células T intratumorales
no malignas se correlacionan con el riesgo de TH. Por tltimo, se sabe que al menos en la LLC exis-
ten casos de TH clonalmente no relacionados con la poblacién tumoral original, lo que complica atin
mas el escenario de la TH. En este sentido, el Dr. Santiago Montes discute la informacién disponible
en este momento sobre los diferentes mecanismos moleculares de transformacién y transdiferencia-
cién en el fendmeno de la TH.

Otro tema de controversia en el desarrollo de la TH es el papel que las diferentes estrategias terapéu-
ticas previas pueden representar en el riesgo de transformacién (o incluso en la capacidad de protec-
cién frente a la TH), bien por seleccién de subclonas més proclives o bien por las implicaciones de
los tratamientos en el estado inmunoldgica general o intratumoral. Los datos disponibles hasta aho-
ra no son concluyentes, ni siquiera incluso respecto a la discutida asociacién entre abstencién tera-
péuticay TH.

En las siguientes ponencias, la Dra. Eva Giné revisa los genes implicados y los factores prondsticos
identificados en el riesgo de TH enla LLC, con especial interés en la implicacién de las mutaciones de
NOTCHI1 y, finalmente, la Dra. Silvia Montoto analiza las bases moleculares y las variables de riesgo
y opciones terapéuticas en el caso de la TH en el LE Contrariamente al incremento del conocimien-
to de los mecanismos patolégicos asociados a la TH, los avances terapéuticos han sido pobres y, por
desgracia, no existe tratamiento estandar, por lo que, a pesar de la introduccién de la inmunoquimio-
terapia basada en anticuerpos monoclonales y el uso de trasplante de progenitores hematopoyéticos
como consolidacién de respuesta tras esquemas de rescate, las perspectivas de estos pacientes son
pobres y la mayoria fallecerd a corto plazo. Ni siquiera los estudios recientes de cohortes han sido ca-
paces de demostrar un beneficio del trasplante alogénico, al menos en los casos de LF con TH. Entre
las causas del escaso avance terapéutico se cuentan la heterogeneidad de los pacientes y la escasez de
estudios prospectivos y ensayos clinicos sobre esta complicacién.

~
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Patologia y mecanismos moleculares de transformacion
y transdiferenciacion de los linfomas B de bajo grado

SANTIAGO MONTES MORENO

Departamento de Anatomia Patolégica. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Santander

Introduccion

Se entiende por transformacién en linfomas B de bajo
grado la progresién de la neoplasia desde el punto
de vista histolégico con emergencia de una poblacién
mads agresiva biolégicamente. Asi, por definicién, la
transformacién requiere de una progresién histolé-
gica con aparicién de histologias mds agresivas (por
ejemplo, de linfoma B difuso de células grandes [LB-
DCQG] tras linfoma folicular [LF]) y requiere para su
confirmacién el estudio histopatolégico. En el pro-
ceso de transformacién pueden ocurrir fenémenos
de deriva antigénica que condicionen cambios en el
fenotipo®, de modo que la demostracién de identi-
dad clonal (identidad clonal de IgH o identificacién
de mutaciones somaéticas comunes) entre las dos neo-
plasias sigue siendo el método que confirma la pro-
gresion histolégica®?. Sin embargo, en casos como el
de la progresién de leucemia linfocitica crénica (LLC)
se encuentra bien descrito el fenémeno de transfor-
macién con evolucién clonal divergente (clones no
relacionados)®”). Este fendmeno refleja la diversidad
clonal subyacente en este tipo de neoplasia®.

Se entiende por transdiferenciacién el cambio de li-
nea de diferenciacién de una neoplasia, adquiriendo,
la segunda neoplasia, las caracteristicas fenotipicas y
bioldgicas propias de su nuevo estado de diferencia-
cién. Aunque existen ejemplos bien documentados
de este tipo de transdiferenciaciacién (por ejemplo,
en el caso del LE LLC, leucemia linfoblastica aguda
y neoplasias histiocitarias®!!) y suponen una prueba
de la plasticidad de las poblaciones linfoides neopla-
sicas, son un evento clinico inusual.

En este articulo se revisan los mecanismos molecu-
lares de transformacién en linfomas B foliculares y
leucemia linfocitica crénica B. Se hara énfasis en lo
relacionado con los eventos moleculares relaciona-
dos con la transformacién, la relacién clonal entre
ambas poblaciones neopldsicas y las caracteristicas
bioldgicas de los linfomas transformados. Finalmen-
te se repasaran brevemente las bases de la plasticidad
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celular normal en serie hematolinfoide y los mecas-
nismos descritos de transdiferenciacién en neoplasias
hematolinfoides.

Eventos moleculares relacionados con la
transformacion histologica en linfomas B de
bajo grado

Linfoma folicular en transformacion a linfoma B
agresivo. Linfomas con doble hit

El linfoma folicular constituye cerca del 20% de los
linfomas en la poblacién occidental®®. Este tipo de
linfoma generalmente tiene una conducta indolente,
pero es reconocido que hasta un 25-60% de los pa-
cientes con LF sufren una progresién de su neoplasia,
tipicamente a linfoma B agresivo. La anomalia gené-
tica mejor caracterizada y asociada a progresién en
LF es la adquisicién de traslocaciones que afectan a
C-MYC. Se sabe que entre un 2% y un 8% de los
casos de linfoma folicular convencional tienen reor-
denamientos adicionales de CMYC®319), La presencia
de este doble hit (DH) en histologias de LF se asocia
habitualmente a enfermedad progresiva®. En este
mismo sentido, un porcentaje de casos diagnostica-
dos de linfoma B agresivo con DH muestra coexis-
tencia o diagnéstico previo de linfoma B folicular de
bajo grado (grado 1-2)"?2. En algunos de los casos
descritos de progresién desde LF a linfoma B agresi-
vo se documentan traslocaciones idénticas de BCL2
y reordenamientos de IGH concordantes entre el LF
previo y la progresiéon®?) aunque en ocasiones el
linfoma B de alto grado no esta clonalmente relacio-
nado®.

Los linfomas B agresivos que se suelen encontrar
en la progresién de LF frecuentemente tienen histo-
logias de linfoma B difuso de células grandes o de la
entidad denominada como linfoma B intermedio en-
tre LBDCG vy linfoma de Burkitt (LB). En este dlti-
mo caso la histologia puede ser del tipo Burkitt-/ike o
bien del tipo bléstica o blastoide®@!?429),
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Desde el punto de vista molecular se han encon-
trado perfiles de expresién génica divergentes en los
casos de LF transformado, de acuerdo con la exis-
tencia de diferentes vias o mecanismos de transfor-
macién®?. Uno de los perfiles esta dirigido principal-
mente por la sobreexpresién C-MYC y genes diana
de C-MYC, relacionados con metabolismo y prolife-
racién. Estos cambios en la expresiéon de C-MYC se
han visto asociados con traslocaciones y mutaciones
de C-MYC, pero en la mayoria de los casos el meca-
nismo de sobreexpresién es desconocido®?.

Si se ha estudiado con mayor detalle el perfil de
expresion génica de los linfomas B con rasgos inter-
medios entre LBDCG y LB, que incluyen, en parte,
a los linfomas DH. Como grupo, los linfomas B con
rasgos intermedios entre DLBCL y LB muestran un
perfil de expresién génica semejante pero no idénti-
co al del linfoma de Burkitt (Ilamado linfoma de Bur-
kitt molecular®?) e intermedio con el de LBDCG.
Se encuentra sobreexpresién de genes diana de C-
MYC, genes relacionados con el estado de diferencia-
cién centrogerminal (MME, VPREB1) y otros como
ID3, SMARC4 y LEF1. Por el contrario, se observa un
descenso en la expresién de genes relacionados con
NF«B (NFkB1A) y STATS. Estos linfomas con rasgos
intermedios desde el punto de vista molecular mues-
tran asimismo una complejidad cariotipica mayor
que la del LB con mudltiples reordenamientos adicio-
nales a C-MYC®%. No obstante, no se conoce atn el
perfil de expresién génica especifico de los linfomas
ahora reconocidos como DH.

Linfoma folicular en transformacion a linfoma B
agresivo. Otras vias de transformacion. Diversidad
clonal en LF

Adicionalmente al reordenamiento y sobreexpresién
de C-MYC, otras muchas alteraciones se han asocia-
do a la transformacién histolégica del LF como mu-
taciones en TP53¢1%2 BCL2®) BCL6® e inactiva-
cién de pl6 y pl4 mediante delecién, mutacién o
hipermetilacién®®®. Las mutaciones de TP53 se aso-
cian con transformacién histolégica del LF en un 25-
30% de los casos y se ha documentado que las pobla-
ciones con mutacién de TP53 se pueden identificar
como clon minoritario en las biopsias con el diagnds-
tico de LF de bajo grado®. En este sentido, mdultiples
estudios de patrones de hipermutacién somatica®3
en LF muestran mdaltiples vias de progresién y trans-
formacién. Recientemente los estudios de secuencia-
cién masiva del exoma confirman los hallazgos pre-
vios que muestran una diversidad clonal significativa,
tanto en el momento del diagnéstico como en la pro-
gresién clinica y permiten discriminar entre eventos
genéticos precoces (traslocaciones de BCL2, mutacio-
nes en CREBBP) y tardios (mutaciones en MLL2 y
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TNFRSF14)%9. Esta diversidad clonal podria, hipoté-
ticamente, condicionar de forma significativa la elec-
cién de terapias dirigidas®6®).

Transformacion en leucemia linfocitica cronica.
Diversidad clonal

El sindrome de Ritcher representa el desarrollo de
un linfoma agresivo, frecuentemente linfoma B difu-
so de células grandes en el contexto de una leucemia
linfocitica crénica®. Como en el caso de LE es nece-
sario obtener una demostracién histopatoldgica de la
progresion histologica®. Situaciones intermedias sin
una trasnformacion franca a LBDCG son la transfor-
macién prolinfocitica y la denominada LLC en “fase
acelerada”®®40_Si bien la mayoria de los casos de sin-
drome de Ritcher representan transformacién de LLC
con emergencia de una nueva poblacién clonalmen-
te relacionada, existe un porcentaje alto de los mis-
mos que no estan clonalmente relacionados®?41-43,
Existen diferencias bioldgicas entre ambas situacio-
nes, de modo que los casos clonalmente relaciona-
dos muestran una carga mas elevada de alteraciones
genéticas en TP53 y mutaciones en PIM1, C-MYC y
CARD11. Por el contrario, los casos no relacionados
clonalmente muestran una prevalencia menor de es-
tereotipia en VH CDR3, independientemente del es-
tado mutacional de IGHV"#). Las traslocaciones de
C-MYC, al igual que ocurre en el caso de LE, consti-
tuyen en este caso un segundo hit asociado a la trans-
formacién de LLC?.

De forma relevante, las alteraciones en TP53 (mu-
taciones y deleciones) constituyen ademas un marca-
dor prondstico adverso en los casos de sindrome de
Ritcher, independiente de otras variables clinicas”.
Asi, este fendmeno de divergencia clonal es un factor
contribuyente a la heterogeneidad clinica y prondsti-
ca de los casos de transformacién de LLC, de modo
que los casos no relacionados clonalmente tienen un
curso clinico més semejante al del LBCG convencio-
nal®.

De nuevo, estos fenémenos de heterogeneidad clo-
nal en la transformacién reflejan sutiles patrones de
diversidad y evolucién clonal. En el caso de la LLC se
ha demostrado recientemente mediante técnicas de
secuenciacién masiva del exoma la existencia de di-
ferentes subpoblaciones de dominancia variable en
las primeras fases de la enfermedad clinicamente es-
tablecida. Asi, se estan describiendo poblaciones do-
minantes (caracterizadas por la presencia de muta-
ciones en NOTCH1, MYD88, XPO1, trisomia 12 y
del13q)®#%) que son predominantes en las prime-
ras fases de la enfermedad y otras de rango subclonal
en las fases iniciales (identificadas por las mutacio-
nes que presentan en SF3B1, TP53, ATM, RAS) que
emergen en fases posteriores de la enfermedad®. Esta
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evolucion clonal se asocia con diversos escenarios cli-
nicos®9. Asi, las mutaciones en SF3B1 y NOTCH1
se asocian con una enfermedad rdpidamente progre-
siva y menores supervivencias globales“9. La coin-
cidencia en los eventos mutacionales descritos en es-
tos estudios iniciales mediante NGS en poblaciones
de LLC no trasnformadas y los observados en los es-
tudios previos de LLC en transformacién hace inferir
que son estos mismos mecanismos de deriva gené-
tica con aparicién de nuevos drivers oncogénicos los
que subyacen a la transformacién. De momento la
demostracién formal mdés firme de que esto es asi es
el hallazgo de una relacién entre las mutaciones de
NOTCHI1 y un aumento del riesgo de transforma-
cién a DLBCL®9.

Se ha hecho aparente asimismo que el patrén de
evolucién clonal se modula por la terapia adminis-
trada en cada caso particular, de modo que, de forma
aparentemente paraddjica, el tratamiento favorece la
seleccién de poblaciones subclonales al diagnéstico®.
La identificacién precoz de estas poblaciones subclo-
nales al diagnéstico, que se expanden tras terapias ci-
totéxicas®”’), abre una nueva ventana en el campo de
las terapias dirigidas y la prevencién de la progresién
a nivel molecular.

Plasticidad y transdiferenciacion

Las células del sistema hematopoyético derivan de
precursores comunes que se diferencian en distintas
lineas con rasgos morfoldgicos, fenotipicos y funcio-
nales propios“®®9. Esta linea de diferenciacién es el
principal criterio sobre el que se basa la clasificacién
de estas neoplasias, y se considera que la diferencia-
cién es un fenémeno irreversible®®. En estos fend-
menos de diferenciacién de linea, factores de trans-
cripcién como PAXS5 juegan un papel esencial en la
induccién de diferenciacién en células pro-B, como
han demostrado Cobaleda e al.®V. Su delecién condi-
cionada #n vitro conduce a una retrodiferenciacién de
los linfocitos B a un estado de progenitor indiferen-
ciado previo®V. Otros factores de transcripcién como
C/EBP oy B regulan asimismo a PAXS, y la induccién
de su expresién produce transdiferenciacién de célu-
las B maduras en macréfagos®?.

Estos fendmenos de diferenciacion, retrodiferencia-
cién y transdiferenciacion tienen su réplica en condi-
ciones neoplasicas. Asi, se han descrito casos de aso-
ciacién en un mismo paciente de neoplasias con dos
lineas de diferenciacién diferentes®11%359. Feldman ez
al. demostraron, en 8 casos, la asociacién de LF con
neoplasias histiocitarias con o sin diferenciacién den-
dritica (sarcomas hisitociticos y sarcoma de células
interdigitantes dendriticas). En los 8 casos se demos-
tré la presencia, en ambas poblaciones, de t(14;18)
e idénticos reordenamientos clonales de IGH®. Las
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variaciones en la expresién de factores de transcrip-
cién criticos en diferenciacién como PAXS5, PU.1 y
CEBPB en estos casos podria explicar este fenéme-
no de plasticidad tumoral. Una situacién semejante
ha sido descrita en el caso de LLC. Shao er al. han
descrito 4 casos de sarcoma de células interdigitan-
tes dendriticas, 1 sarcoma de células de Langerhans, 1
sarcoma histiocitico y 1 neoplasia inmadura con ras-
gos histiociticos en pacientes con diagndstico previo
o coincidente de LLC. Los pares de tumores demos-
traron un reordenamiento idéntico de IGH. De forma
interesante, mientras que 2 casos mostraron 17pdel
en ambos componentes, en 4 casos éste fue un even-
to genético secundario y adquirido en la progresion
clonal®. Explicaciones alternativas a la transdiferen-
ciacién incluyen la retrodiferenciacién a un estado
intermedio para posterior cambio de linea o la pre-
sencia de un progenitor neoplasico comun con dife-
renciacién en diversas lineas?. Otra posibilidad es la
presencia de una diversidad clonal ya presente en la
poblacién original con fenémenos de evolucién, di-
vergencia y expansién clonal.

En resumen, los Gltimos avances, especialmente los
resultados obtenidos mediante secuenciacién de ul-
tima generacién, estin demostrando una diversidad
clonal inapreciada previamente en linfomas B de bajo
grado. Esta diversidad clonal estd en la base de la he-
terogeneidad clinica de estos procesos y explica las
caracteristicas de la transformacién y, probablemen-
te, de la transdiferenciacién. El modo en que la tera-
pia condiciona esta dindmica clonal abre un campo
nuevo para las terapias dirigidas con el objetivo de
prevenir la progresién molecular y clinica en los pa-
cientes con linfoma.
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La leucemia linfatica cronica y su transformacion a linfoma difuso de
célula grande. Bases moleculares y tratamiento

E. GINE Soca, L.C. MAGNANO
Servicio Hematologia. Hospital Clinic. Barcelona

Introduccion

La leucemia linfatica crénica (LLC) es el sindrome lin-
foproliferativo crénico mas frecuente en adultos del
mundo occidental y se caracteriza por una infiltra-
cién por linfocitos B monoclonales CD5+ de la mé-
dula 6sea, la sangre periférica y los tejidos linfoides®.
El diagndstico de esta enfermedad suele establecer-
se mediante el estudio morfolégico e inmunofenoti-
pico de la sangre periférica, por lo que la biopsia de
tejido se reserva para casos con dificultades diagnds-
ticas y, muy especialmente, para descartar una trans-
formacién histolégica en el curso evolutivo de la en-
fermedad?. Histéricamente se acufi6 el término de
sindrome de Richter (SR) para denominar el cortejo
sintomadtico de los pacientes con LLC que desarro-
llaban indistintamente un linfoma difuso de células
grandes o un linfoma de Hodgkin®. No obstante, en
la actualidad con el término de SR se denomina en
sentido estricto al desarrollo de un linfoma difuso de
células grandes B (LDCG-B) en el curso evolutivo de
la LLC®. La incidencia de transformacién histoldgi-
ca en la LLC se sitGa alrededor del 2-8% en series
clinicas clasicas*9, aunque se han llegado a describir
incidencias acumuladas de transformacién a LDCG-
B del 16% a los 10 afios en una serie méas actual®.
Con toda probabilidad este fenémeno queda infra-
valorado por la dificultad en obtener biopsias en to-
dos los pacientes en los que existe sospecha clinica de
transformacién. Ello se ve acrecentado por el pronds-
tico ominoso que esta situacion suele conllevar y por
la falta real de alternativas terapéuticas de rescate efi-
caces en muchos enfermos.

La transformacién histolégica es un fendémeno de
una gran complejidad bioldgica que los avances cien-
tificos de los ltimos afios estdn permitiendo diluci-
dar, cambiando la perspectiva patogénica y probable-
mente abriendo nuevas perspectivas de tratamiento.
Ademds, en la LLC esta complejidad y heterogenei-
dad bioldgica se hace incluso mds patente que en
otros sindromes linfoproliferativos indolentes. A di-
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ferencia del linfoma folicular, en la LLC se viene reco-
nociendo que en una significativa proporcién de ca-
sos, alrededor del 20%, el LDCG-B y la LLC tienen
un origen clonal distinto®. Este hecho tiene impor-
tantes implicaciones conceptuales y, desde un punto
de vista clinico, prondsticas para el paciente®.

Por otro lado, se estd empezando a reconocer cémo
determinadas caracteristicas histolégicas en el gan-
glio linfatico, estrechamente relacionadas con la pro-
liferacién, podrian identificar formas de LLC mas
agresivas desde un punto de vista clinico*'. Estas
formas de LLC que se han dado en llamar “acelera-
das” vendrian definidas por la presencia de centros
de proliferacién expandidos o con gran actividad pro-
liferativa, y tendrian un prondstico intermedio entre
las histologias mas convencionales de LLC y la trans-
formacién a un LDCG-B®. Aunque este fenémeno
es distinto de una transformacién histolégica, queda
por discernir hasta qué punto podrian estar o no re-
lacionadas tanto desde una perspectiva clinica como
bioldgica.

Bases moleculares de la transformacion
histoloégica

Histologia

El sustrato histolégico del SR es un LDCG-B que des-
de un punto de vista morfoldgico e inmunohistoqui-
mico es practicamente indistinguible del LDCG-B de
novo. La gran mayoria de los casos (> 92%) presentan
un fenotipo inmunohistoquimico de no centro ger-
minal, en mas del 80% de los casos con expresién de
MUM-1 vy, a diferencia de los LDCG-B de novo, alre-
dedor del 50% de los casos pueden expresar el mar-
cador CDJ, lo cual denotaria un posible origen en la
LLC®. De hecho, las diferencias inmunofenotipicas
que pueden observarse respecto a la LLC subyacente,
como la pérdida de CD5 y de CD23 o la expresion de
MUM-1 o BCL-6, no suelen indicar un origen clonal
distinto entre los dos componentes®.
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Clonalidad y estado mutacional IGHV

La aparicién de un LDCG-B en el curso evolutivo
de una LLC es un fenémeno clonalmente relacio-
nado en la mayor parte de los casos con esta ulti-
ma (80%). Sin embargo, como se ha indicado, dife-
rentes estudios demuestran que en un porcentaje no
despreciable de casos (20%) el LDCG-B es una neo-
plasia independiente con un origen clonal distinto a
la LLC®?),

En los casos de LDCG-B no relacionados clonal-
mente con la LLC podrian observarse caracteristicas
bioldgicas y clinicas diferenciales, como una menor
frecuencia de disrupciones en TP53 y menor presen-
cia de un BCR estereotipado y, muy especialmente,
una mejor supervivencia de los pacientes (mediana
de 62,5 meses) a pesar de que su presentacion clini-
ca es similar a la de los clonalmente relacionados®.
Por lo tanto, tendria especial utilidad clinica discrimi-
nar si existe o no una relacién clonal entre la LLC y
el LDCG-B.

De estos estudios también se desprende que, aun-
que el LDCG-B puede acontecer tanto en LLC IGHV
no mutadas como mutadas, la asociacién més fre-
cuente es con las primeras. Cabe destacar que los ca-
sos de LDCG-B clonalmente relacionados conla LLC
presentan en un 75% de los casos aproximadamen-
te un IGHV no mutado, en tanto que esta proporcién
es inferior al 40% en los casos no relacionados clo-
nalmente®?.

Mecanismos genéticos

Desde un punto de vista citogenético, no existen
anomalias caracteristicas de la transformacién a
LDCG-B, pudiéndose detectar en estos casos las
mismas alteraciones que se observan al diagnds-
tico o durante el curso de la LLC, frecuentemen-
te la presencia de +12, deleciones de 1123 y 17p.
En estos pacientes si se ha detectado, no obstan-
te, una mayor frecuencia de cariotipos comple-
jos®1? con lo que se ha sugerido que la existencia
de alteraciones cariotipicas multiples predispon-
dria a los pacientes con LLC al desarrollo de un
LDCG-B. Estudios con CGH demuestran el incre-
mento en el nimero promedio de desequilibrios
cromos6micos segun los estadios iniciales o los
mads avanzados en la LLC, siendo este hecho es-
pecialmente marcado en el momento de la trans-
formacién. En este dltimo caso existe una alta
frecuencia de pérdidas a nivel de 8p y del cromo-
soma 9", La presencia de inestabilidad genética
en el contexto de la transformacién a LDCG-B se
ha demostrado también en diferentes estudios de
andlisis de microsatélites y de pérdida de hetero-
zigosis#19,
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Mecanismos moleculares

A pesar de la gran similitud histoldgica, los mecanis-
mos moleculares patogénicos en la transformacién
a LDCG-B son distintos a los que subyacen en un
LDCG-B de novo®'”. Los casos transformados prac-
ticamente no presentan alteraciones moleculares en
BCL-6 ni en la via de NFK-B (CARD11, TNFAIP3/
A20, CD79A y CD79B)®y, lo que es mas importan-
te desde un punto de vista inmunoldgico, el gen de
las inmunoglobulinas se encuentra no mutado hasta
en un 65-80% de estos casos®, en contraposicién a
lo que ocurre en el LDCG-B de novo, en el que virtual-
mente siempre el gen de las inmunoglobulinas se ha-
lla mutado®.

La adquisicién de alteraciones oncogénicas en genes
reguladores del ciclo celular y la inactivacién de ge-
nes supresores de tumores, entre ellos alteraciones a
nivel de p53, p16INK4a, p21Waf1, p27, ciclina D1 y c-
MYC, también han sido descritas en la transformacién
a LDCG-B@131922 De hecho, las alteraciones que con
mayor frecuencia se observan incluyen disrupciones
en la via de p53 (mutaciones TP53, deleciones 17p y
deleciones homozigotas de INK4a/ARF) hasta en un
40-60% de los casos y alteraciones en ¢-MYC (translo-
caciones y amplificacién) en un 26% de los casos®?"?2.
Las translocaciones de ¢-MYC no se han observado
asociadas a translocaciones de BCL2 ni de BCL6 y, en
cambio, si pueden coincidir en una proporcién de ca-
sos con la presencia de alteraciones de TP53%.

Los estudios de diversificacién intraclonal del gen
de las inmunoglobulinas sugieren que los casos trans-
formados, y clonalmente relacionados con la LLC, se

originarian en una célula presente dentro del clon ini-
cial de Ja LLC®.

Riesgo de transformacion histologica.
Factores pronésticos

Cuando se analizan los factores de riesgo de transfor-
macién a LDCG-B se identifican diferentes pardme-
tros clinicos y bioldgicos. Entre los primeros se iden-
tifican variables relacionadas con la carga tumoral en
el momento del diagnéstico de la LLC, como el tama-
o de las adenopatias (= 3 cm) o el nimero de territo-
rios ganglionares afectos (2 3 dreas), estadios clinicos
avanzados (Binet B o C) y la elevacién de la LDH séri-
ca. Entre los bioldgicos se han sefialado multiples pa-
rametros, entre ellos un IGHV no mutado, el uso de
IGHV4-39, la presencia de un BCR estereotipado, la
ausencia de delecién 13q14, la expresion elevada de
ZAP-70 o de CD38, e incluso la expresién de deter-
minados polimorfismos de CD38¢*%). La deteccién
coincidente de un IGHV4-39 y un BCR estereotipa-
do identificarfa a un grupo de pacientes con un ele-
vado riesgo de transformacién (68% a los 5 afos)@.
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Recientemente se ha identificado un subgrupo ge-
nético en la LLC caracterizado por la presencia de
mutaciones de NOTCH1 que se asocia a formas cli-
nicas mas agresivas y especialmente a un elevado
riesgo de transformacion histolégica (30% a los 10
afios)??8). Estas mutaciones raramente se adquieren
a lo largo del curso evolutivo de la LLC, y ademas
de forma interesante el riesgo de transformacién aso-
ciado a la presencia de mutaciones de NOTCHI1 es
independiente del estado mutacional IGHV®@¥. Ade-
mas, la presencia de IGHV4-39 se asocia con +12 y
mutaciones en NOTCH1, y por lo tanto con un ele-
vado riesgo de transformacién a LDCG-B®.

El impacto de los tratamientos previos sobre la
transformacion histolégica es un tema de discusién
recurrente, especialmente desde la introduccién de
los andlogos de purinas como base del tratamiento
de la LLC. No obstante, en el momento actual no hay
suficientes evidencias para vincular esos tratamientos
a un riesgo aumentado de transformacién.

La transformacién histolégica debe sospecharse
ante un cambio brusco clinico de la LLC en forma de
aparicién de sintomatologia sistémica (fiebre, sudo-
racién o pérdida de peso), afectacién del estado gene-
ral o rdpido crecimiento de adenopatias. Hasta en un
41% de los casos puede evidenciarse una afectacién
extranodal que predominantemente suele observar-
se en el tracto gastrointestinal, el pulmén, la piel y el
SNC, entre otros. Analiticamente el parametro mas
constante es la elevacién de la LDH sérica (> 80% de
los casos) y, dentro de las técnicas de imagen, el PET
ha demostrado utilidad en la deteccién de transfor-
macién. No obstante, la obtencién de una biopsia de
tejido continda siendo el Unico método para confir-
mar la transformacién histoldgica y definir el mejor
tratamiento de rescate.

do evaluar el impacto del trasplante en funcién de la
relacién clonal entre la LLC y el LDCG-B.

La identificacién de las mutaciones de NOTCHI1 y
de su papel relevante en la transformacién a LDCG-
B abre la puerta a explorar nuevos farmacos dirigi-
dos a esta via de sefalizacién. En estos momentos ya
se dispone de drogas que inhiben la conversién enzi-
matica de NOTCHI1 a un factor de transcripcién ac-
tivo y se estan testando en ensayos en leucemia agu-
da linfoblastica T. Asimismo, serd interesante evaluar
hasta qué punto los inhibidores del BCR, ibrutinib y
GS-1101, que estan presentando resultados muy pro-
metedores en la LLC, podran también aportar un be-
neficio terapéutico en la transformacién histoldgica
a LDCG-B.

Una de las series con mayor nimero de pacientes
con LLC transformados (N=148) identific6 diferen-
tes pardmetros prondsticos independientes para la
supervivencia en el momento de la transformacién,
como son el estado general, la cifra de LDH sérica, el
recuento plaquetario, el tamafio tumoral y el ndme-
ro de lineas de tratamiento previas®. Otra serie mas
reciente y con pardmetros biolégicos identificaria la
presencia de disrupcién de TP53, la respuesta al tra-
tamiento y el estado general como los principales fac-
tores para discriminar una diferente supervivencia en
el momento de la transformacién®.

Conclusiones

En la LLC, la transformacién histolégica a LDCG-B
es un fenémeno de gran complejidad bioldgica, en
el que los avances en el conocimiento de los factores
genéticos involucrados y sus vias de sefializacién van
a permitir desarrollar tratamientos mas dirigidos en
un futuro préximo.

Tratamiento

La transformacién a un LDCG-B conlleva un mal pro-
néstico y la mayoria de los pacientes tan sélo sobre-
viven unos pocos meses tras este diagnéstico. Los re-
sultados de tratamientos habitualmente activos en los
linfomas difusos de célula grande son malos en este
contexto clinico y no se consiguen mds alld de un 40%
de respuestas, con supervivencias medianas entre 5 y
10 meses. El esquema OFAR (oxaliplatino, fludarabi-
na, citarabina y rituximab) tampoco ha logrado resul-
tados claramente superiores, consiguiendo tan sélo un
50% de respuestas globales con una mediana de su-
pervivencia de 10 meses®. El papel de las estrategias
de consolidacién con trasplante son aplicables a una
baja proporcién de estos casos pero, en cualquier caso,
algunos datos publicados podrian apoyar tanto la uti-
lidad del trasplante autélogo como del alogénico en
este contexto®%¥. Ninguno de estos estudios ha podi-
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Transformacion a linfoma B difuso de células grandes en el linfoma
folicular. Bases moleculares y tratamiento
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Introduccion

La transformacién histolégica (TH) a un linfoma
"agresivo" es uno de los fendmenos caracteristicos
en la historia natural y en el curso clinico de los pa-
cientes con linfoma folicular (LF). Su incidencia varia
considerablemente en diferentes series dependiendo,
entre otros factores, de la definicién utilizada, de los
métodos diagndsticos empleados y del seguimiento
de las diferentes series. Pese a que el conocimiento
de las bases moleculares que subyacen en los meca-
nismos biolégicos que dan lugar a la TH ha aumenta-
do considerablemente en los Gltimos afios, no existe
en la actualidad una teoria que integre todos los da-
tos disponibles y que explique de forma satisfactoria
este fendmeno. Asimismo, desgraciadamente, los co-
nocimientos bioldgicos no se han traducido en avan-
ces especificos en la préctica clinica que nos permitan
una mejor identificacién de los pacientes con un alto
riesgo de TH o que supongan un avance terapéuti-
co significativo. Tipicamente, el diagndstico de TH se
ha acompanado de un prondstico infausto, con una
mediana de supervivencia de alrededor de un afio en
la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha.
Se dispone, sin embargo, de datos preliminares que
sugieren que el prondstico de los pacientes que pre-
sentan TH ha mejorado significativamente en la era
de los anticuerpos monoclonales.

Diagnostico e incidencia

La TH en pacientes con LF se caracteriza por un cam-
bio en el aspecto histolégico hacia un linfoma "agre-
sivo", que se acompafia, por lo general, de un cambio
significativo en el curso clinico de la enfermedad. En
la mayoria de los casos se observa una evolucién ha-
cia un linfoma de morfologia e inmunofenotipo ca-
racteristicos de un linfoma difuso de células gran-
des B (LDCGB), aunque se ha descrito también la
TH hacia otros subtipos histolégicos®. Asi pues, el
diagndstico de TH debe basarse, en la medida de lo
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posible, en el estudio histopatolégico de una mues-
tra tisular. Sin embargo, la dificultad en obtener una
muestra de tejido, ya sea por la presencia de enfer-
medad en dreas no accesibles o por el mal estado ge-
neral que frecuentemente presentan los pacientes en
el momento de la TH, lleva a muchos autores a in-
cluir en los estudios de TH a pacientes diagnostica-
dos basandose en muestras citoldgicas o en datos cli-
nicos™®. La inclusién de pacientes diagnosticados
con TH a partir de datos clinicos se sustenta en el he-
cho de que, en la mayoria de los pacientes, el cambio
en la histologia se acompafia de un curso clinico mas
agresivo con caracteristicas tipicas de los linfomas "de
alto grado", tales como el mal estado general, un cre-
cimiento rapido de las adenopatias, o una elevacién
en el nivel sérico de LDH. En este sentido, el estu-
dio publicado por la British Canadian Cancer Agen-
cy (BCCA) en 2008% demostrd que el prondstico de
los pacientes con transformacién histolégica basada
en criterios clinicos era similar al de los pacientes en
los cuales el diagnéstico se habia efectuado median-
te el estudio patoldgico de una muestra tisular. Es in-
dudable que la presencia de TH se correlaciona con la
presencia de caracteristicas clinicas m4s agresivas; sin
embargo, esta relacién no es absoluta, ya que existe
un porcentaje de pacientes en los que la enfermedad
se manifiesta de forma "indolente" aun con confirma-
cién histolégica de la transformacién. Por otra par-
te, aunque en la mayoria de los casos la patologia en
el momento de la transformacién corresponde a un
LDCGB, se han demostrado también casos de trans-
formacién a un linfoma de Burkitt (LB) o a un linfoma
linfobléstico (LL)¥, lo que pone de relieve la impor-
tancia del diagndstico histolégico. La incidencia de
TH reportada en diferentes series oscila entre el 15%
y el 30% a los 10 afios3*9. Tal disparidad es debida
basicamente, tal como se ha comentado, a diferen-
cias en la definicién empleada y, por consiguiente, en
los métodos diagnésticos usados, con algunas series
que incluyen pacientes con una progresién de un LF
de grado 1-2 a un LF de grado 3. Otros factores criti-
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cos que contribuyen a la variabilidad en la incidencia
de TH reportada son las diferencias en el seguimien-
to de las series y en el porcentaje de pacientes en los
que se realiza una biopsia en el momento de la recai-
da (Tabla 1).

Bases moleculares

En los tltimos afios se ha avanzado mucho en el co-
nocimiento de las bases moleculares que dan lugar
al proceso de TH. Asi, gracias al estudio de pares de
muestras obtenidas en el momento del diagnéstico
y en el momento de la transformacién, sabemos que
existen ciertas anomalias citogenéticas recurrentes
que son mads frecuentes en los casos de TH que en
las muestras de los LF precedentes. Ejemplos de ta-
les anomalias son mutaciones de las proteinas pS3 y
cambios en la expresién de myc”®. Asimismo, se han
descrito otras anomalias citogenéticas al diagndstico
que parecen asociarse a un riesgo aumentado de TH,
tales como translocaciones de BCL-6 o alteraciones
en las regiones 1p36 y 621, entre otras®!?. Sin em-
bargo, tales anomalias se hallan presentes, por lo ge-
neral, Gnicamente en un pequefo porcentaje de pa-
cientes al diagnéstico, por lo que no resultan de gran
utilidad como método de identificacién de pacien-
tes de alto riesgo. Por otra parte, en paralelo al re-
conocimiento del papel del microambiente en la fi-
siopatologia del LF, se ha demostrado la importancia
del microambiente en el desarrollo de la TH*?. No
existe asi una hipétesis que describa con satisfaccién
el proceso de la TH y los eventos que son esencia-
les para que ésta se produzca. Hay que destacar, sin
embargo, un avance reciente en las hipdtesis que in-

tentan explicar la TH con un cambio del paradigma
clasicamente aceptado (la TH es un evento inheren-
te a la naturaleza de los linfomas indolentes, que se
debe a la acumulacién de anomalias genéticas en una
sub-poblacién de células linfomatosas, lo que sugie-
re que todo paciente con LF presentaria una TH de
sobrevivir el tiempo suficiente) a un modelo que su-
giere la existencia de common progenitor cells, que pue-
den dar lugar a una recaida en forma de LF o en for-
ma de linfoma agresivo, dependiendo de los cambios
moleculares que sufren. Esta hipdtesis se sustenta en
estudios que demuestran la "desaparicién" de muta-
ciones o anomalias citogenéticas que se hallaban pre-
sentes al diagndstico en las muestras obtenidas en el
momento de la transformacién®®. Pese al avance en
el conocimiento de los mecanismos implicados en la
transformacién, éstos no se han traducido, de mo-
mento, en una aplicacién practica en la clinica diaria.
Por otra parte, por lo que hace referencia al aspecto
critico, esto es, la determinacién de las caracteristicas
en la biopsia inicial que nos permitan reconocer a pa-
cientes con un alto riesgo de transformacion, el grado
histolégico sigue siendo el mas fiable®.

Factores de riesgo: tratamiento previo

Dado el mal prondstico tradicionalmente asociado a
la TH, numerosos investigadores se han centrado en
la identificacién de aquellas caracteristicas clinicas al
diagnéstico que se acompafian de un alto riesgo de
TH. En concreto, varios estudios han analizado el po-
sible papel del manejo inicial de los pacientes en el
subsiguiente riesgo de TH. Un estudio retrospectivo
con largo seguimiento detect6 un riesgo de TH signi-

Tabla 1. Incidencia de transformacion histologica

L Métodos Criterio % de biopsias Mediana . .
Serie, ailo N - L p L Riesgo actuarial
diagnosticos diagnéstico en recaida de seguimiento
Horning (6) . Patrdn difuso; LF o 7O . - o
1984 83/131 Bx el granide 45%/67% 4 aios 8-a: 19%/23%
Bastion (2) Linfoma difuso . 5-a: 22%
1997 220 B, Cx, agresivo 9 afos 10-2: 31%
Giné (3) Linfoma difuso . 10-a: 15%
2006 216 B, Cx de alto grado NE 6,5 aftos 15-a: 22%
Montoto (5) . 10-a: 28%
2007 325 Bx LDCGB 70% 15 afios 15-a: 37%
Al-Tourah (1) . 10-a: 30%
2008 600 Bx, Cx, Cl LDCGB o LB NE 9 afios 15-a: 45%
Conconi (18) . 10-a: 15%
2012 281 Bx LDCGB NE 10 afios 14-2: 26%

Bx: biopsia; Cx: citologia; Cl: datos clinicos; a: arios; NE: no especificado; LDCGB: linfoma difuso de células grandes B; LB: linfoma de Burkitt; * abstencion terapéutica/tratamiento

inicial, respectivamente
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ficativamente aumentado en pacientes en abstencién
terapéutica al diagnédstico; sin embargo, otro estudio
retrospectivo no confirmé tales resultados®®. Entre
los estudios aleatorizados que han estudiado el papel
de la abstencién terapéutica, Gnicamente uno analiz
el riesgo de TH"Y. En este estudio (Gnicamente pu-
blicado en forma de comunicacién a un congreso) no
se hall6 un mayor riesgo de TH en los pacientes que
no recibieron tratamiento inicialmente, sino que, de
hecho, el tratamiento inicial se acompaié de una re-
duccién significativa del riesgo de TH. Asimismo, re-
cientemente se ha especulado sobre un posible papel
protector de los antraciclinicos en primera linea, en
base al estudio retrospectivo de BCCA®. En este ar-
ticulo, los autores compararon el riesgo de TH en dos
estudios consecutivos con los mismos criterios de in-
clusién y demostraron que los pacientes que habian
sido tratados en el estudio que incluia antraciclinicos
como terapia inicial presentaban un riesgo disminui-
do de TH. Una vez mas, la informacién sobre el ries-
go de TH es escasa en estudios aleatorizados, puesto
que muy raramente se incluye la TH como un ob-
jetivo del andlisis. Asi, los Unicos datos disponibles
provienen de un estudio antiguo que comparaba ci-
clofosfamida, procarbacina, vincristina y prednisona
con o sin doxorubicina, que demostrd la ausencia de
diferencias significativas en el riesgo de TH segin los
pacientes hubieran recibido o no antraciclinicos®.
Mas recientemente algunos estudios se han centra-
do en analizar el riesgo de TH en la era de los anti-
cuerpos monoclonales y en la posible disminucién en
la incidencia de este evento en épocas mds recientes.

Tratamiento en el momento
de la transformacion

El principal obst4culo a la hora de determinar el trata-
miento ideal para pacientes con TH se halla en la ex-
clusién de dichos pacientes en la mayoria de estudios
prospectivos, tanto en LF como en LDCGB. Por otra

parte, la dificultad en desgranar los datos del trata-
miento en los diferentes estudios retrospectivos pu-
blicados estriba en el hecho de que se trata de series
de pacientes muy heterogéneos, con un nimero va-
riable de lineas de tratamiento previo y con un ran-
go de opciones terapéuticas recibidas también muy
diverso. La falta de estudios prospectivos ha lleva-
do al empleo de datos extrapolados de estudios de
LDCGB, al ser éste el tipo de linfoma maés pareci-
do, tanto biolégica como clinicamente, al LF trans-
formado. Asi, en pacientes que no han recibido an-
traciclinicos, el tratamiento que se puede considerar
estandar en el momento actual es CHOP-rituximab,
mientras que en pacientes previamente tratados con
CHOP-R, la recomendacién en pacientes jovenes y
con buen estado general consiste en una quimiote-
rapia de rescate seguida de quimioterapia a altas do-
sis con rescate de progenitores hemopoyéticos. Cabe
mencionar que los datos que apoyan dichas medidas
son retrospectivos y, en general, los resultados obte-
nidos en la era pre-rituximab son decepcionantes®?*,
independientemente del tratamiento administra-
do. El uso del trasplante alogénico con acondiciona-
miento de intensidad reducida también se ha ensaya-
do en pacientes con LF transformado, con resultados
algo peores que los observados en los pacientes con
LF19 pero mejores que en los pacientes con LDCGB
de novo). En los dltimos afios, se han presentado va-
rios estudios (algunos publicados tnicamente en for-
ma de comunicacién a un congreso) que sugieren que
el prondstico infausto ligado a la TH parece haber
mejorado significativamente en la era de los anticuer-
pos monoclonales®®29 con medianas de superviven-
cia que alcanzan 3-4 afos (lTabla 2). Por otra parte,
pacientes que no han recibido tratamiento quimote-
rapico previo (abstencién terapéutica o radioterapia)
presentan muy buen prondstico con inmunoquimo-
terapia, y probablemente se podrian ahorrar la qui-
mioterapia a altas dosis con rescate de progenitores
hemopoyéticos.

Tabla 2. Incidencia y pronéstico de la TH en la era rituximab

Tratamiento inicial

Serie N con rituximab
12% R
. 631 LF )
Link (20) 22% alquilantes +/- R
DRI 20% antraciclinicos +/- R
Ban-Hoefen (19) 118 LFt 70%
Conconi 281 LF 0
(18) Dx 1979-2007 =

Mediana de seguimiento Riesgo de TH Mediana de SG
60 meses 5 afos: 11% 44 meses
(SG a los 5 afios:
NE NE 49%)
10 afios 5 afios: 13% 2,7 afos

TH: transformacidn histoldgica; SG: supervivencia global; LF: linfoma folicular: R: rituximab; LFt: linfoma folicular transformado; NE: no especificado
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Conclusiones

La TH sigue siendo un evento preocupante en la his-
toria natural y en el curso clinico de los pacientes con
LE Hay indicios, sin embargo, de que la incidencia
podria haber disminuido en la era de los anticuerpos
monoclonales y, lo que es mas importante, de que el
prondstico ha mejorado sustancialmente. Por desgra-
cia, dicha mejoria no proviene de la aplicacién de los
conocimientos adquiridos en el laboratorio sobre las
bases moleculares de la TE ni del analisis del riesgo
de TH o del pronéstico tras la TH en estudios pros-
pectivos. La repeticién de biopsias en pacientes con
LF en recaida con obtencién de muestras para inves-
tigacidn, la inclusién de pacientes con TH en estudios
prospectivos y la inclusién del riesgo de TH como un
objetivo esencial en estudios prospectivos son criti-
cas para seguir avanzando en la mejoria del pronédsti-
co de pacientes con TH.
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Leucemia mieloide cronica: mirando hacia el futuro
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Los excelentes resultados del tratamiento de la leucemia mieloide crénica (LMC) podrian dar a enten-
der que todo estd ya resuelto en el manejo de esta enfermedad. Sin embargo, obviamente esto no es
asi, y el presente simposio pretende, de hecho, abordar los aspectos més controvertidos o en fase de
investigacién en el tratamiento de la LMC. En primer lugar, la Dra. M. Copland expondra la informa-
cién disponible acerca de los mecanismos implicados en la resistencia de la stem cell leucémica al tra-
tamiento con inhibidores selectivos de la tirosinocinasa BCR-ABL. Tratard de perfilar las posibles di-
ferencias en la biologia celular de la stem cell leucémica con respecto a la stem cell sana, cuya existencia
podria permitir el desarrollo de tratamientos diferenciales. De hecho, mostrara los resultados prelimi-
nares del uso de farmacos especificos dirigidos frente a la stem cell leucémica de la LMC.

La segunda intervencién, a cargo del Dr. E Cervantes, se centrard en el estado actual del tratamiento
de laLMC. En ella, se repasaran los resultados obtenidos en los ensayos clinicos con los diferentes in-
hibidores de BCR-ABL en primera linea, para finalmente abordar la discusién sobre cudl puede ser el
mejor tratamiento inicial de la enfermedad en el momento actual.

A continuacién, el Dr. J.L. Steegmann analizara si es posible curar la LMC con los farmacos disponi-
bles, en base a la informacién proporcionada por los estudios de discontinuacién y los datos propios
del Registro Espafol de LMC (RELMC). Para acabar, esbozard las estrategias terapéuticas a explorar
en los proximos afios de cara a mejorar los resultados.

~
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Biology of the leukemic stem cell in chronic myeloid leukemia

Dr MHAIRI CoPLAND BSc HONS, MBCHB, PHD, FRCP (UK), FRCPATH
University of Glasgow. Institute of Cancer Sciences. Glasgow (UK)

Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myelopro-
liferative disorder which develops when a single, multi-
potent hematopoietic stem cell (HSC) acquires the Phil-
adelphia (Ph) chromosome. This results in expression
of the fusion gene product BCR-ABL, a constitutively
active tyrosine kinase. The treatment of CML has been
revolutionized in recent years with the introduction of
tyrosine kinase inhibitors (TKIs; imatinib, nilotinib, da-
satinib, bosutinib and ponatinib) which all show im-
pressive rates of complete cytogenetic response (CCyR)
in CML, particularly in chronic phase (CP). However,
the majority of responding CML patients, even in CF,
have detectable BCR-ABL transcripts which might arise
from a population of quiescent CML stem cells not ef-

fectively targeted by TKIs.

Characteristics of CML stem cells

The hierarchical organisation of CP CML hematopoi-
esis is very similar to normal hematopoiesis. The leu-
kemic stem cell (LSC; CML “cell of origin”) is capable
of self-renewal and produces progenitors and differ-
entiated cells of myeloid and B cell lineages. The im-
munophenotype of CML LSC is thought to be akin
to normal HSC with LSC being lin-CD34*CD38
CD90*W. However, recent studies have indicated
that there may be novel leukemia-specific cell surface
proteins in CML, e.g. interleukin-1 receptor accesso-
ry protein (IL1-RAP) capable of distinguishing candi-
date BCR-ABL* LSC from normal HSC®. CML stem
cells have increased proliferation, altered cell-cell ad-
hesion, altered cell cycle kinetics, increased reactive
oxygen species (ROS) levels compared to normal
HSC and demonstrate growth factor independence
with lack of apoptosis due to autocrine production
of IL-3; reviewed in®.

However, not all CML stem cells are in cell cycle —
a quiescent (G) cell fraction can be identified in pe-
ripheral blood or bone marrow specimens from pa-
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tients with CML via CFSE tracking of cell division
or by Hoechst 33342 / Pyronin Y staining even fo-
llowing culture in a proliferative cytokine cocktail®.
This population comprises approximately 0.5% of
the total CD34* compartment and are capable of en-
grafting immunodeficient mice.

Persistence of CML stem cells

There is mounting evidence that some CML stem
cells escape the effects of TKIs. Firstly, CML stem cells
have demonstrable resistance to TKI-mediated apop-
tosis, leading to their accumulation in vitro®9. Second-
ly, Bhatia et al. found that BCR-ABL* CD34+ cells, colo-
ny forming cells (CFC) and long term culture-initiating
cells (LTC-IC) were present at a frequency of between
5 and 20% in CML patients that had achieved a CCyR
on imatinib?. Thirdly, occasional patients in CCyR or
even with undetectable transcripts have relapsed di-
rectly to blast phase disease®. Fourthly, in only around
50% of patients on prolonged imatinib therapy (more
than 5 years) is BCR-ABL undetectable for long peri-
ods of time®, and of the patients that do achieve un-
detectable transcript status, more than 60% relapse if
imatinib is discontinued, as evidenced by the STIM
study™®. Finally, recent studies by Chomel et al. using
CFC and LTC-IC assays have shown that LSC persist in
patients with sustained undetectable minimal residual
disease (MRD)/complete molecular response®?.
Various potential mechanisms have been sugges-
ted to explain CML stem cell persistence, including
quiescence, low intracellular levels of TKI due to
drug efflux, high levels of BCR-ABL expression or
cooperative signalling via other related pathways?.
However, evidence is now emerging from i vitro and
in vivo models to suggest that CML stem cells may
not actually be dependent on BCR-ABL kinase sig-
naling for survival®®. If this is the case then TKI inhi-
bition alone will be unlikely to result in depletion of
the leukemic clone and cure of the disease and atten-
tion will require to be focused on alternative targets.
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Targeting the CML stem cell

If, unlike their progeny, CML stem cells are not de-
pendent on BCR-ABL signalling for survival, two
questions arise: what are they dependent on and
how might they be targeted¢ Intensive effort from
various laboratories to better understand the biolo-
gy of the CML LSC in CP and advanced phase dis-
ease has uncovered a multitude of important survival
mechanisms. Investigation of these processes with a
view to finding an Achilles heel in the CML stem cell
has been the challenge in recent years. An interesting
potential therapeutic strategy which is being aggres-
sively pursued is the possibility of combining LSC-
specific therapies with TKI to eliminate both the di-
viding progenitor cells and the quiescent CML stem
cells (Figure 1). The remainder of this review will fo-
cus on some of these potential therapeutic combina-
tions.

Priming quiescent CML stem cells to enter
cell cycle

One potential mechanism of eradicating quiescent
CML stem cells is to force the cells to enter the cell
cycle, which would then render them sensitive to
TKI therapy. In order to test this hypothesis, an in
vitro study was designed to determine whether ex-
posure of CD34* CML cells" to continuous or in-
termittent granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF), in combination with continuous or inter-
mittent imatinib, resulted in a reduction in quiescent
CML stem cells. After 12 days culture in vitro, ima-
tinib (either intermittent or continuous) in combina-
tion with intermittent G-CSF resulted in a five-fold
reduction in quiescent CML cells (CD34* CFSE™)
compared with continuous imatinib alone (P<0.04).

Thus, it was concluded that intermittent exposure of
CML stem cells to G-CSF may enhance the effect of
imatinib.

Based on these results a pilot randomized phase
II clinical trial (EudraCT: 2004-000179-33) was per-
formed to test the hypothesis that a valid therapeu-
tic strategy to treat CML was to give pulsed imati-
nib (taken 3 weeks out of 4) alone or in combination
with intermittent recombinant human G-CSF (given
3 times in week off imatinib), forcing the quiescent
CML stem cells into cell cycle, and rendering them
imatinib sensitive. Thus, this study had 3 arms; con-
tinuous imatinib (control arm), pulsed imatinib and
pulsed imatinib in combination with intermittent G-
CSF (experimental arms). Forty-five patients with CP
CML who had already achieved CCyR were recrui-
ted®. However, compared to the continuous imati-
nib arm, after 12 months of trial therapy, there was
no reduction in BCR-ABL transcript levels, as measu-
red by qRT-PCR, in the two experimental arms (pul-
sed imatinib and pulsed imatinib plus G-CSF) com-
pared to the continuous imatinib control arm.

Therapeutic targeting of CML stem cells:
BMS-214662

Early studies assessing the effects of TKIs on CML
stem/progenitor cells in vitro showed that quies-
cent CML stem cells in G /G, cell cycle arrest accu-
mulate in the presence of TKIs®9. Therefore, small
molecules which selectively target the quiescent
CML stem cell were sought. BMS-214662 (Bristol-
Myers Squibb) is a non-peptidomimetic cytotox-
ic farnesyltransferase inhibitor which inhibits H-
ras and K-ras in the low nM range. However, its
effects on CML stem cells are not thought to be
via Ras inhibition. CD34* CML stem/progenitor

cells were treated in vitro with

BMS-214662 alone or in combi-

:
P [Eeee]

Senescence

I
R4

nation with TKI (dasatinib, ima-
tinib) in both short and long-
term cultures!®. BMS-214662,
alone or in combination with
TKI resulted in a significant re-
duction in CESE®> CD34* CML
cells and the virtual elimination
of CML LTC-IC. Normal CD34*
hematopoietic cells were rela-
tively spared by BMS-214662,
suggesting selectivity for leu-
kemic cells. BMS-214662 dem-
onstrated cytotoxicity against

Differentiation

Figure 1. Potential mechanisms for targeting the CML stem cell. These include
increasing apoptosis by inhibition of survival pathways, encouraging cell senescence
and driving quiescent cells into cell cycle, preventing or reducing self-renewal and/or

increasing differentiation.
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CML blast crisis stem/progen-
itor cells, particularly when
combined with a TKI. Further-
more, the combination of BMS-
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214662 plus dasatinib substantially reduced tumor
size in K562 subcutaneous xenografts in mice com-
pared to untreated and dasatinib only treated mice.
In terms of mechanism of action, BMS-214662 in-
creased caspase-3 activity and resulted in mitochon-
drial damage as evidenced by loss of mitochondrial
membrane potential, resulting in the selective apop-
tosis of CML stem cells®®. BMS-214662 caused abe-
rrant phosphorylation of CDK2, release of cytochro-
me C from the mitochondria to the cytoplasm and
induced a conformational change in Bax®”. These
changes were associated with upregulation of pro-
tein kinase CP and downregulation of the transcrip-
tion factor E2F1. Unfortunately clinical studies with
BMS-214662 have not progressed as further develop-
ment of this promising small molecule inhibitor has
been abandoned by the pharmaceutical industry.

Targeting self-renewal of CML stem cells:
SMO inhibition

Recent studies have indicated that the Hedgehog
(Hh) pathway, a developmental pathway with roles
in primitive and adult hematopoiesis, is activated
in CML stem cells via upregulation of Smoothened
(SMO), a seven-transmembrane domain receptor
protein®®. Thus, inhibition of SMO may be an ef-
fective therapeutic strategy to reduce the quiescent
CML stem cell pool. LDE225 (Novartis Pharma) is a
clinical grade SMO antagonist which has recently
entered Phase 1 clinical trials in solid tumors. In our
own recent studies, in collaboration with Professor
Ravi Bhatia, City of Hope, Duarte, California, we
have demonstrated that the Hh pathway is activat-
ed in CD34* CML stem/progenitor cells. LDE225
alone and in combination with nilotinib, inhibited
the Hh pathway in CD34* CML cells and reduced
LSC numbers and self-renewal capacity in in vitro
assays as evidenced by reduced LTC-IC and CFC
replating’®. Importantly this combination had no
effect on normal HSC. Combined LDE225 and nilo-
tinib reduced CD34* CML cell engraftment in NSG
mice?”). EGFP*/SCLtTA/TRE-BCR-ABL mice treat-
ed with LDE225 and nilotinib had enhanced sur-
vival compared to untreated or single drug treated
mice and there was reduced leukemia development
in secondary transplant recipients. Our results have
identified Hh pathway inhibition in combination
with TKI as a potentially effective therapeutic regi-
men to eliminate CML stem cells, and show that tar-
geting the Hh pathway using LDE225 in combina-
tion with nilotinib, effectively eliminates CML stem
cells in in vitro and in vivo preclinical studies. This
may be an important therapeutic advance in CML
management. Indeed, a number of phase 1 clinical
trials have been commenced combining TKI with
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SMO inhibition; dasatinib plus BMS-833923 (NCT
01456676), dasatinib or bosutinib plus PF-04449913
(NCT 01218477), and nilotinib plus LDE225 (NCT
0095758). The results of our preclinical studies will
be discussed.

Identifying new therapeutic targets for CML
stem cells

Very recently, we have undertaken functional assays
and microarray studies to compare normal (n=3) and
CML (n=12) lin-CD34*CD38CD90* HSC. Function-
al studies demonstrate that CML LSC have signifi-
cantly increased proliferation (14 fold expansion;
P<0.001) compared to normal HSC (no expansion)
after 5 days in vitro culture. In addition, equivalent
numbers of CML LSC produce ~4-fold more colo-
nies in CFC assays than normal HSC (329+56 versus
86+17 per 2,000 cells, respectively; P<0.05). Micro-
array studies using the HuGene 1.0ST array dem-
onstrate altered expression of 1134 genes between
CML LSC and normal HSC. Using Ingenuity Path-
way Analysis software, the most significantly de-reg-
ulated genes in CML stem cells were involved with
the molecular and cellular functions of cell cycle, cell
assembly and organisation, cellular movement, cell
death and DNA replication, recombination and re-
pair. These results will be discussed.

Conclusion

Chronic myeloid leukemia continues to be a disease
which is very intensively studied and remains an ex-
cellent model for studying cancer stem cell/LSC biol-
ogy. Although TKIs have dramatically improved the
outcomes for CML patients, they are not curative in
the majority, and current research is very much fo-
cussed on identifying novel therapeutic targets, par-
ticularly strategies which may target the quiescent
LSC. This is thought to represent the approach which
is most likely to cure CML. However, care needs to
be taken that healthy normal stem cells are not dam-
aged in the process. The use of genome-wide analy-
ses and proteomic screens has identified huge differ-
ences in the regulation of CML stem cells compared
to normal HSC. It is hoped that developing therapies
to exploit these differences will result in the elimina-
tion of CML stem cells with minimal damage to nor-
mal tissues.
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Estado actual del tratamiento de la leucemia mieloide cronica
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Introduccion

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia
mieloproliferativa crénica caracterizada por la pre-
sencia de una alteracion molecular en las células he-
mopoyéticas, el oncogén BCR/ABL, que codifica para
una proteina con actividad tirosinocinasa aumenta-
da, la proteina Bcr/Abl, responsable de la prolifera-
cién neoplésica®. En la mayoria de los casos la LMC
se diagnostica en la fase crénica, que tiende a evo-
lucionar a una fase aguda final o crisis blastica (CB),
precedida en ocasiones por una fase de aceleracién
(FA). Durante décadas el tratamiento de la LMC ha
sido fundamentalmente paliativo, mejorando la cali-
dad de vida y prolongando modestamente la supervi-
vencia, pero sin evitar la CB. El trasplante alogénico
de progenitores hemopoyéticos (alo-TPH) sigue sien-
do la Ginica terapéutica con capacidad curativa, si bien
sélo es aplicable a una minoria de pacientes y conlle-
va una morbilidad y mortalidad no desdefiables®. La
gran revolucién en el tratamiento de la LMC fue la
introduccién de imatinib, primer inhibidor de la pro-
teina Bcr/Abl, que permite obtener no sélo respues-
tas hematoldgicas y citogenéticas sino también mo-
leculares, es decir, un estado de enfermedad minima
residual®®. Dichas respuestas requieren de un trata-
miento continuo y suelen ser duraderas, lo que evi-
ta la evolucién a la CB en la mayoria de los pacientes
y acerca su supervivencia a la de la poblacién nor-
mal®. Tras la constatacién de su eficacia en la mitad
de los enfermos resistentes o con intolerancia a ima-
tinib, los inhibidores de Bcr/Abl de segunda genera-
cién nilotinib y dasatinib han demostrado su superio-
ridad frente a imatinib en el tratamiento de primera
linea de la LMC en la obtencién de respuestas mas ra-
pidas y profundas y en la prevencién de la evolucién
a FA/CB®”. Sin embargo, ello no se ha traducido en
una mayor supervivencia, existiendo dudas respec-
to a sus posibles efectos secundarios a largo plazo®?.

En la presente ponencia se resume el estado ac-
tual del tratamiento de primera y segunda linea de
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la LMC, sin incluir los nuevos farmacos ni las nuevas
estrategias terapéuticas, ya que serdn objeto de una
ponencia especifica. Por motivos de espacio, no se in-
cluye en el texto el papel del alo-TPH, si bien se co-
mentara en la ponencia oral.

Imatinib

Una vez comprobada la eficacia de imatinib en los
pacientes con LMC en fase crénica resistentes a in-
terferdn, los resultados del estudio IRIS, al demostrar
la superioridad de imatinib frente a interferén mas
Ara-C subcuténeo, sirvieron de base para su aproba-
cién como tratamiento de primera linea de la LMC®.
El seguimiento de los pacientes tratados inicialmen-
te con imatinib ha permitido comprobar que cerca
del 90% de ellos alcanzan una respuesta citogenéti-
ca completa (RCC), y el 80% una respuesta molecu-
lar mayor (RMM), definida como una ratio < 0,1%
de los transcritos de BCR/ABL en sangre periférica
con respecto a un gel control®!?. La obtencién de una
RCC dentro de los 12-18 meses del inicio del trata-
miento es la variable mas sélidamente relacionada
con la supervivencia. No obstante, el objetivo tera-
péutico debe ser la obtencién en ese periodo de una
RMM, pues ello se ha asociado a una mayor super-
vivencia libre de progresién. A largo plazo, el 40%
de los pacientes tratados con imatinib consiguen una
grado mas profundo de respuesta molecular, la has-
ta hace poco llamada respuesta molecular completa,
correspondiente a una ratio de BCR-ABL/gen control
< 0,0032%, que equivale a una disminucién de 4,5
logaritmos o mas de la carga leucémica®®!. Aunque
hasta el momento no se ha podido demostrar el be-
neficio de este grado de respuesta en la superviven-
cia, su obtencién podria ser de interés, al hacer a los
pacientes elegibles para estudios de interrupcién del
tratamiento!?.

Imatinib es habitualmente bien tolerado. Durante
el periodo inicial del tratamiento son frecuentes los
efectos secundarios, especialmente los sintomas gas-
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trointestinales, calambres musculares, dolores mus-
culares u éseos y edema periorbitario. Dichos sinto-
mas suelen remitir a medio plazo, aunque persisten
en grado moderado en algunos pacientes. Bastante
mas infrecuentes son los efectos secundarios seve-
ros que obliguen a suspender definitivamente el tra-
tamiento. El seguimiento a largo plazo de los pacien-
tes ha permitido comprobar la seguridad de imatinib,
al no aparecer nuevas complicaciones atribuibles al
farmaco. No obstante, la disponibilidad de los inhibi-
dores de segunda generacién ha hecho que en algu-
nos pacientes se cambie de imatinib a estos fdrmacos
por la persistencia de efectos secundarios moderados
que afectan a la calidad de vida.

Durante el tratamiento con imatinib alrededor del
8% de los pacientes evolucionan a FA o CB, funda-
mentalmente en los 3 primeros afios, siendo rara di-
cha evolucién a partir de entonces®. Otro 15% de
los pacientes presentan resistencia primaria o secun-
daria a imatinib. Ademas, algunos abandonan el tra-
tamiento por intolerancia aguda o crénica. Todo ello
hace que, a largo plazo, el 35-40% de los pacientes
tratados con imatinib deban recibir un inhibidor de
tirosinocinasa de segunda generacién®, lo que con-
tribuye a la supervivencia global de los pacientes tra-
tados inicialmente con imatinib.

Con el tratamiento continuado con imatinib, el
40% de los pacientes alcanzan una respuesta mo-
lecular profunda (RM*9)010 - Algunos estudios de
interrupcién de tratamiento, realizados en pacien-
tes con respuesta molecular profunda mantenida al
menos 2 afos, han permitido comprobar que casi el
40% de ellos conservan dicha respuesta sin necesi-
dad de reinstaurar el tratamiento, mientras que en el
resto se observa un aumento progresivo de los trans-
critos, casi siempre en los primeros meses tras la in-
terrupcién1?. En el momento actual hay en marcha
diversos estudios para tratar de definir qué pacien-
tes serfan buenos candidatos a interrumpir el trata-
miento.

Al objeto de optimizar el tratamiento con imatinib,
se ha aumentado la dosis a 600 u 800 mg/dia, lo que
en general no se ha traducido en mejores resultados
en cuanto a la evolucién a FA/CB ni la superviven-
cia®. Por otra parte, se ha combinado imatinib con
interferdn alfa, obteniéndose un grado mayor de res-
puesta molecular pero sin que ello influya en la su-
pervivencia®.

La mitad de los pacientes resistentes o intolerantes a
imatinib responden a nilotinib y dasatinib, inhibido-
res de segunda generacién mas potentes que imatinib
y, en el caso de dasatinib, con un espectro mas am-
plio de inhibicién de tirosinocinasas®®”. Dado que
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en esta situacién los dos farmacos proporcionan re-
sultados similares, la eleccién de uno u otro vendra
determinada por la posible presencia de mutaciones
con diferente sensibilidad o de comorbili-
dades que predisponen a la aparicién de las toxicida-
des mas frecuentes de cada farmaco. Con todo, cabe
mencionar que en la mayoria de los pacientes no se
da ninguna de estas circunstancias que pueden ayu-
dar en la toma de la decision.

Tabla 1. Principales mutaciones resistentes a dasatinib y
nilotinib

Dasatinib Nilotinib
1315l 1315l

F317L/V Y253H
V299L E255K/V
T315A F359C/V

Los buenos resultados obtenidos con los inhibido-
res de segunda generacién en el tratamiento de se-
gunda linea sirvieron como base para su ensayo en
primera linea. Tras comprobar su eficacia en estudios
con pacientes seleccionados, se pusieron en marcha
dos estudios de fase III que comparaban nilotinib y
dasatinib con imatinib.

El estudio ENESTnd comparaba nilotinib a dos do-
sis diferentes (300 o 400 mg cada 12 horas) frente a
imatinib (400 mg/dia) como tratamiento de prime-
ra linea en 846 pacientes con LMC en fase crénica®.
Ambas ramas de nilotinib se mostraron superiores a
imatinib con respecto al objetivo primario, que era la
tasa de RMM obtenida a los 12 meses del tratamien-
to, asi como en la tasa de RCC, y dicha superioridad
fue independiente del grupo de riesgo de Sokal. Un
seguimiento mds prolongado ha confirmado asimis-
mo la superioridad de nilotinib en la obtencién de
respuestas moleculares profundas (MR* y MR*?). Es-
tas respuestas mas precoces y profundas se han tra-
ducido en una menor tasa de evolucién a FA/CB en
los pacientes de las dos ramas de nilotinib que en los
de imatinib (3,2% y 2,1% frente al 6,7%). De mane-
ra llamativa, practicamente todos los pacientes que
evolucionaron a FA/CB pertenecian a los grupos de
riesgo intermedio y alto de Sokal, con la excepcién de
un enfermo de bajo riesgo tratado con nilotinib. Por
otra parte, los pacientes de nilotinib presentaron con
menor frecuencia mutaciones de BCR/ABL!®), si bien
la mayoria de las mutaciones aparecidas bajo imati-
nib eran sensibles a los inhibidores de segunda gene-
racién. De nuevo, casi todos los pacientes con muta-
ciones (35 de 38) pertenecian a los grupos de riesgo
intermedio y alto. En cuanto a la supervivencia, por
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el momento no hay diferencias entre los pacientes
tratados con nilotinib o imatinib (Tabla 2). Los resul-
tados del estudio ENESTnd sirvieron como base para
la aprobacién de nilotinib, a la dosis de 300 mg/12
horas, como tratamiento de primera linea de la LMC.

Alos 4 afios de seguimiento, aproximadamente un
30% de los pacientes de los tres brazos del estudio
ENESTnd han abandonado el tratamiento inicial. En
el caso de imatinib, dejé el tratamiento por progre-
sién de la enfermedad un nimero mayor de pacien-
tes que los de nilotinib, en quienes fue mas frecuente
el abandono por toxicidad. Nilotinib fue mejor tole-
rado desde el punto de vista hematolégico por su me-
nor frecuencia de neutropenia severa. En cuanto a los
efectos secundarios extrahematoldgicos, a corto pla-
zo la toxicidad de nilotinib fue comparable a la de
imatinib, destacando la erupcién cutdnea y las alte-
raciones bioquimicas, tales como el aumento de en-
zimas pancredticos (rara vez con pancreatitis clini-
ca), hepaticos, bilirrubina y glucosa. A los 4 afios, el
5,3% y el 6,9% de los pacientes tratados con niloti-
nib 300 y 400 mg/12 horas habian presentado episo-
dios de isquemia coronaria o arteriopatia periférica,
frente al 1,1% de los tratados con imatinib, compli-
caciones que ocurrieron por lo general en individuos
con factores de riesgo vascular.

El estudio DASISION comparaba dasatinib, 100
mg/dia, frente a imatinib, 400 mg/dia, en 519 pacien-
tes con LMC en fase crénica de nuevo diagnéstico®.
A los 12 meses dasatinib fue superior a imatinib en
cuanto al objetivo primario del estudio, que era la ob-
tencién de una RCC confirmada, si bien dicha dife-
rencia desaparecié a los 24 meses. Dasatinib también
fue superior a imatinib en la obtencién de RMM a los
12 meses, superioridad mantenida a los 3 afios, jun-
to con una mayor tasa de respuestas moleculares pro-
fundas. La frecuencia de evolucién a FA/CB fue me-
nor en el brazo de dasatinib (4,2%, frente al 6,1%),
pero la diferencia no alcanzé significacién estadisti-
ca. Un porcentaje similar de pacientes de ambos bra-

zos presentaron mutaciones, predominando en el
brazo de dasatinib la mutacién T3151. Con el segui-
miento actual no se han observado diferencias en la
supervivencia global ni en la supervivencia libre de
progresion entre los dos brazos (Tabla 2). Estos resul-
tados han permitido la autorizacién de dasatinib en
el tratamiento de primera linea de la LMC y se han
visto confirmados en un estudio independiente que
incluia 246 pacientes, en los que se observaron res-
puestas mds precoces y profundas con dasatinib pero
sin efecto en la supervivencia.

A los 3 afios de seguimiento, alrededor del 30%
de los pacientes de los dos brazos del estudio DA-
SISION han abandonado el tratamiento inicial. Da-
satinib provocé con mayor frecuencia plaquetopenia
severa que imatinib. En cuanto a la toxicidad extra-
hematoldgica, cerca del 20% de los pacientes tra-
tados con dasatinib desarrollaron derrame pleural,
toxicidad caracteristica de este inhibidor.

Consideraciones finales: ¢qué farmaco elegir
como tratamiento de primera linea de la LMC?

Existe en la actualidad un importante debate en cuan-
to a si el tratamiento de primera linea de la LMC debe
seguir siendo imatinib (reservando los inhibidores de
segunda generacién para los pacientes con respues-
ta inadecuada o intolerancia), si empezar con un in-
hibidor de segunda generacién en todos los pacien-
tes o sila eleccién del farmaco inicial deberia basarse
en factores individuales (fundamentalmente, el grupo
de riesgo y las comorbilidades). Al respecto, cabe de-
cir que, si bien hay partidarios y detractores de cada
una de estas tres posturas, no existe un dogma esta-
blecido. Asi, los inhibidores de segunda generacién
superan a imatinib en el corto plazo. Sin embargo,
su falta de superioridad en cuanto a la superviven-
cia (Tabla 2) y la inquietud sobre sus posibles efec-
tos a largo plazo (fundamentalmente, la arteriopatia
con nilotinib y los derrames pleurales y la hiperten-

Tabla 2. Tasas de respuesta y supervivencia a los 3 aios en los estudios de comparacion de nilotinib y dasatinib frente a imatinib

como primera linea de tratamiento de la leucemia mieloide cronica

Estudio ENESTnd
Nilotinib Nilotinib
300 mg/12 h 400 mg/12 h

RMM 73% 70%
RM#S 32% 28%
FA/CB* 3,2% 2,1%

SLP 96,9% 98,3%
SG 95,1% 97%

Estudio DASISION
Nilotinib Dasatinib Imatinib
400 mg/24 h 100 mg/24 h 400 mg/24 h
50% 68% 55%
15% 22% 12%
6,7% 4,2% 6,1%
94,7% 91% 91%
94% 94% 93%

RMM: respuesta molecular mayor; *analizado segin intencion de tratamiento; SLP: supervivencia libre de progresidn; SG: supervivencia global
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sién arterial pulmonar con dasatinib) generan cierta
reticencia a su uso indiscriminado en primera linea.
En este sentido, el grupo de expertos de la European
LeukemiaNet va a publicar las nuevas recomendacio-
nes para el tratamiento de la LMC!9, en las que no
se aconseja ninguno de los tres farmacos en especial,
sino que se hace énfasis en la obtencién de unos ob-
jetivos terapéuticos estrictos (entre los que se inclu-
ye la respuesta molecular precoz) entre los 3 y los 12
meses del inicio del tratamiento, independientemen-
te del farmaco escogido como tratamiento inicial.

En la practica, la conducta a seguir dependera en
buena medida de las expectativas que tengamos en
cada paciente. Estas pueden oscilar desde alcanzar una
respuesta molecular profunda y precoz para posibilitar
la elegibilidad para estudios de interrupcién del trata-
miento (estrategia adin en fase de investigacién) hasta
la consecucién de una RMM dentro del primer afio de
tratamiento, lo que aseguraria a los pacientes una su-
pervivencia a largo plazo cercana al 100%.
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¢ Se puede curar la leucemia mieloide cronica?

Estrategias actuales y futuras

JuAN Luis STEEGMANN OLMEDILLAS

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de La Princesa. Madrid

Entiendo por curacién de una enfermedad aquel esta-
do en el que ésta no es detectable por el método mas
sensible y especifico posible, el paciente no recibe tra-
tamiento contra ella, y la posibilidad de recaida es me-
nor del 5%.

No voy a discutir el concepto de curacién operativa
(operational cure), acuiiado por Goldman y Gordon, en
el que un tratamiento continuado puede ofrecer este
tipo de curacién si anula la probabilidad de transfor-
macién y no genera resistencias®.

Mi opinién es que, si bien el tratamiento continua-
do con inhibidores de tirosincinasa ber-abl (ITK) dis-
minuye la probabilidad de transformacién, a medida
que la respuesta se hace mas profunda, no solucio-
na problemas importantes: la situacién de enferme-
dad percibida, la carga econdmica, la tolerancia a lar-
go plazo y la adherencia. Ademads, en tanto en cuanto
haya enfermedad residual, la probabilidad de resis-
tencia no sera nula®@.

Como médicos, debemos adoptar una postura am-
biciosa en el tratamiento del cancer, y nuestro objetivo
debe ser la curacién real, como he definido més arriba.

Si aplicamos esta definicién a la leucemia mieloide
crénica, parece claro que esta situacién sélo la ofre-
ce el trasplante alogénico de células madre (stem) y
progenitores hemopoyéticos (en adelante, TPH). Las-
tima que ese poder curativo tenga que pagar el pre-
cio de una mortalidad en el primer afio que es del or-
den del 25%©.

EI TPH es la mezcla de dos métodos, uno brutal, la
mielosupresién indiscriminada, y otro mas sutil, que
es su efecto inmunoterapéutico. Este efecto del TPH
en la LMC ha sido demostrado por la menor proba-
bilidad de recidiva en aquellos pacientes trasplanta-
dos con enfermedad injerto contra huésped (EICH,
GVHD en inglés), y por el poder curativo de las infu-
siones de linfocitos de donante. Ambas son pruebas
de la existencia de un efecto injerto contra leucemia
(EICL, GVL en inglés).

La optimizacién del procedimiento del trasplante
pasa por hacer que los acondicionamientos sean mas
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especificos, de manera que se estreche el foco sobre
la célula madre leucémica, su progenie y el microam-
biente. Asimismo, pasa por conseguir maximizar el
EICL, y minimizar la nociva y mortal EICH.

Mientras los investigadores intentaban minimizar
la morbilidad del TPH, el imatinib se convirtié en la
terapia de eleccion de la LMC®?. Al contrario que el
TPH, el imatinib ofrece especificidad y casi nula mor-
talidad téxica.

Sin embargo, la pregunta es: ses posible curar la
LMC sélo con ITK u otros farmacosé

Los inhibidores de BCR-ABL han basado su éxito
en dos circunstancias: una natural, la gran dependen-
cia de la célula LMC de la enzima BCR-ABL, y otra,
fruto de la inteligencia de sus disefiadores, su espe-
cificidad. Al contrario que el TMO, los ITK son tera-
pias muy especificas, pero poco activas inmunoldgi-
camente.

A mi modo de ver, los requisitos que se deberian
cumplir para que los ITK fuesen curativos serfan los
siguientes:

En primer lugar, que la tasa de respuestas molecula-
res completas llegasen a ser mas de un 50%. Para ello,
necesitamos que el ITK dado sea muy citocida sobre
los progenitores mds comprometidos y su descenden-
cia. En segundo lugar, que el compartimento de célu-
las stem leucémicas fuese disminuido y despoblado, de
manera que la suspensién no conlleve recidiva.

En cuanto al primer requisito, el imatinib ha de-
mostrado que es capaz de inducir respuestas molecu-
lares completas (RMC), pero necesita bastantes afos.
En un estudio seminal del grupo australiano, se de-
mostré que la probabilidad acumulada a los 5 afios
de una respuesta molecular de 4 logs (RM4) era del
62%, y la de 4,5 logs (RM4,5), del 37%©. En la ex-
periencia del Registro Espafiol de LMC (RELMC), la
probabilidad acumulada en pacientes tratados con
imatinib en 1.* 0 2.* linea, con una mediana de segui-
miento de 7 afos, fue del 51%.

Los inhibidores de segunda generacién son mas po-
tentes. Cuando se ha comparado imatinib con dasa-
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tinib en pacientes en primera linea, se ha comproba-
do que la probabilidad acumulada de obtener a los
36 meses una RM4 era del 35% (vs. 22% con imati-
nib). Las cifras correspondientes para la RM4,5 fue-
ron del 22% vs. 12%®. El nilotinib también es mas
potente: a 3 afios, las probabilidades correspondien-
tes para RM4 y RM4,5 fueron del 50% vs. 26%, y del
32% vs. 15%Y). La experiencia del subestudio espa-
fiol del ensayo ENEST1st ha mostrado que los resul-
tados con nilotinib pueden ser atin mejores. Al afio
de tratamiento, el porcentaje de pacientes que tuvie-
ron (no se trata de probabilidad acumulada, sino de
frecuencia real) una RM4 o una RM4,5 fue del 67 % y
el 35%, respectivamente?. Por lo tanto, estimamos
que a los 36 meses de tratamiento mas de la mitad de
los pacientes estardn en una respuesta molecular de
idéntica profundidad a la obtenida por el TPH.

Una vez obtenida esta respuesta molecular com-
pleta, necesitamos que se mantenga y se profundi-
ce. Para al menos mantenerla precisamos que el pa-
ciente tome la medicacién. La imperfecta adherencia
al tratamiento se da en un 30% de los pacientes, y es
la principal causa de pérdida de la respuesta citoge-
nética completa®!?. No sabemos si también lo es de
la pérdida de la RMC, pero en el estudio del RELMC
la RMC se mantenia sélo en un 45%*.

Sila RMC continta, puede ser por cuatro razones:

1. La primera, la deplecién de progenitores leucé-
micos. Se ha comprobado que la curva de disminu-
cién de BCR-ABL es bifasica, siendo mas rdpida en el
primer trimestre y més lenta después. La primera fase
puede reflejar la muerte de células mads maduras, y la
segunda, la mds lenta desaparicién de un comparti-
mento mieloide m&s inmaduro y resistente a imati-
nib®. Nuestros resultados muestran que el nilotinib

presenta un patrén de extincién similar, aunque mas
rapido (Figura 1).

2. La segunda, la extincién por agotamiento de la
célula stem (exhaustion). Esta extincién podria venir
dada por la coincidencia del estrés hemopoyético a
la que se veria sometida una poblacién de célula stem
leucémica cuando su descendencia mas madura estd
siendo eliminada por imatinib u otros ITK. Si en ese
compartimento de células madre predominan las di-
visiones asimétricas (es decir, aquellas en que una cé-
lula madre da origen a una célula madre y una di-
ferenciada) algunos autores postulan que las células
stem podrian ser eliminadas sin necesidad de que el
ITK actuase sobre ellas®®.

3. La tercera razén de una RMC continuada seria
que el tratamiento con ITK facilitase una reaccién in-
mune antileucémica. Se ha comprobado que la apa-
ricién de linfocitos T o NK clonales es comun en el
tratamiento con dasatinib, y se asocia a mejor res-
puesta. Aunque el efecto no es cuantitativamente
importante, se postula que revela una ruptura de la
tolerancia hacia la leucemia®. Este efecto no est4 re-
ferido con otros ITK.

4. La cuarta vendria dada por accién directa de
los farmacos sobre las células leucémicas. No pare-
ce muy probable. Se ha comprobado que las células
stem son resistentes a imatinib®®, por multiples me-
canismos”.

Puede ser que los primeros tres mecanismos sean
los responsables de que la suspensién de imatinib
tras un periodo prolongado de RMC no se siga de
recaida molecular en un 40% de los casos®¥. De
hecho, las variables que se han asociado con menor
probabilidad de recidiva fueron la duracién del tra-
tamiento con imatinib, el no tener un alto riesgo de

Figure 1. Disminucion de la ratio BCR-ABL/ABL ( azul) y de la ratio BCR-ABL/GUS ( rojo) tras tratamiento con nilotinib en pacientes

con LMC en fase cronica, de nuevo diagnéstico (ref. 10).

| 48 |



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Sokal, y el IEN alfa previot®2Y. Es curioso que el efec-
to beneficioso de la duracién de la RMC sélo se ha
detectado en un estudio®), pero puede ser que lo es-
tricto de los criterios de inclusién en cuanto a la dura-
cién haya podido ocultar el efecto.

El efecto negativo del alto riesgo de Sokal podria
explicarse por una mayor abundancia de células stem
leucémicas en estos pacientes® o en mayor resisten-
cia intrinseca. Por contra, el efecto beneficioso de la
duracioén del tratamiento con imatinib o del IEN alfa
previo se explicarian por deplecién de progenitores y
por efectos inmunoldgicos, respectivamente.

Por otra parte, sabemos que la inmensa mayoria de
los pacientes que han recaido tras suspensién de ima-
tinib, siempre que se hiciese tras una RMC muy du-
radera, han respondido con una nueva RMC. Desde
mi punto de vista, esto significa que el tratamiento
continuado con imatinib en pacientes con respuesta
6ptima disminuye la probabilidad de mutaciones que
conlleven resistencia, y que el periodo libre de trata-
miento no selecciona clones resistentes.

Dicho esto, scual seria la estrategia que lleve a la
curacién de la LMC¢

El primer requisito es una estrategia no conformis-
ta que tenga como objetivo la curacién y no la tera-
pia de mantenimiento.

Hemos de recordar que la presencia de BCR-ABL
en una PCR de sangre significa que hay leucocitos
que descienden de una célula madre que se dividia
activamente y, por lo tanto, estaba sometida a ries-
gos mutacionales, que sabemos incrementados por el
propio BCR-ABL.

Incluso en RMC (es decir, ARN bcr-abl indetecta-
ble), el grupo australiano ha demostrado que es posi-
ble tener la translocacién BCR-ABL a nivel ADN. De
18 pacientes con RMC, 17 tuvieron en algin momen-
to ADN positivo, si bien es cierto que el seguimien-
to con PCR para ADN no fue tan frecuente como el
de ARN®.

Se precisa por tanto una estrategia dirigida a ob-
tener la RMC. No voy a ofrecer una lista de farma-
cos que pueden ser de interés para potenciar el efec-
to de los ITK, ya que puede ser encontrada en otros
articulos®?%,

Entre todas las posibles estrategias, la que a mi me
resulta mds prometedora es la que pasa por obtener
una RMC (RM4,5 mejor que RM4) lo antes posible.
Es de sefialar que, en el estudio de suspensién corea-
no, el tiempo para obtener RMC estaba inversamente
relacionado con la probabilidad de recaida®. Los in-
hibidores de segunda generacién son la eleccidn si se
persigue este objetivo, y nuestros resultados con ni-
lotinib en primera linea asi lo demuestran. Para aque-
llos pacientes con alto riesgo, abogo por ensayos de
asociacién con inhibidores de la via Hedgehog, la via
JakStat, los activadores de fosfatasas 2A, etc.
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Creo que debemos hacer un esfuerzo por desen-
traflar de qué manera los mecanismos inmunolégi-
cos juegan un papel en la actividad antileucémica en
la LMC, también con firmacos. Ahora es cldsico ha-
blar del IEN alfa como un agente inmunomodulador,
pero sin embargo se desconoce cudl es la via por la
que actta. La discrepancia de resultados entre los es-
tudios de asociacion entre imatinib e IEN alfa ha he-
cho que ésta no haya sido recomendada por el panel
de ELN@®). Por otra parte, creo que el efecto inmu-
nomodulador del dasatinib debe ser estudiado y ex-
plotado, ya que apunta a un nuevo mecanismo anti-
leucémico de un ITK, como es el de la ruptura de la
anergia ante la enfermedad.

Nada nos hacia pensar hace unos afios que las es-
trategias de suspensién de ITK iba a tener tanto éxi-
to, y debemos a la inteligencia de FX Mahon esta
ruptura de paradigma.

Debemos seguir esa ruta. El camino pasa por ob-
tener una pronta obtencién de la RMC, su consoli-
dacién, y el desentrafnar los mecanismos, inmunolé-
gicos o de otro tipo, que permitan una suspensién
segura y prolongada de la medicacién. Es decir, la cu-
racién.
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En los dltimos afios hemos asistido a un gran avance en el diagndstico de las hemopatias malignas, de
manera que, en el momento actual, éste se basa en el estudio no de una sino de un conjunto de téc-
nicas como son la morfologia, la histologia, la inmunohistoquimica, la genética y la biologia molecu-
lar. Todos estos cambios han dado lugar a una enorme complejidad que requiere la aplicacién de di-
versos conceptos para llegar a un diagndstico integrado, evitando la interpretacién de dichas técnicas
de manera independiente. En este simposio se pretende establecer, de la mano de expertos en la ma-
teria, el papel de estas técnicas en la rutina clinica actual, asi como las posibles perspectivas de futu-
ro tanto de la histologia y de la citometria como de la genética.

En la primera conferencia, la Dra. Rozman nos expondra las mejoras técnicas en el procesamiento
de la biopsia ésea que permiten realizar técnicas de biologia molecular y cudl es el papel actual de la
biopsia 6sea en el diagndstico, estudio de extensién y seguimiento de los pacientes con neoplasias
hematoldgicas mieloides y linfoides. La citometria de flujo es una herramienta que nos permite defi-
nir la linea celular y el estadio madurativo y que se ha convertido en los tltimos afios en una técnica
de laboratorio imprescindible en el diagndstico y seguimiento de los pacientes.

El Dr. Orfao nos sintetizara los tltimos avances en este campo que permiten disponer de una técnica
estandarizada, fruto del trabajo cooperativo de grupos de trabajo internacionales, y que requieren un
nuevo enfoque en el laboratorio. Ademds, nos hablara de los recientes avances en el conocimiento de
la hematopoyesis normal y patoldgica y del uso de nuevas y potentes herramientas para su estudio
que posiblemente tendran en un futuro préximo un fuerte impacto en la rutina clinica. El tercer pilar
del diagnéstico hematolégico lo constituye la citogenética, que, desde su primera aportacién con la
integracién del primer marcador cromosémico, ha ido adquiriendo importancia a la hora de estable-
cer clonalidad, proporcionarnos una herramienta prondstica y en la identificacién de dianas terapéu-
ticas que nos permiten acercarnos a la deseada medicina personalizada.

En la tercera conferencia, dedicada a la citogenética y biologia molecular, el Dr. Cigudosa nos habla-
r4 del estado actual de estas técnicas en el diagndstico de las distintas hemopatias, de la relevancia
del desarrollo de herramientas mds precisas y potentes en los tltimos afios y de su posible incorpo-
racién en la actividad clinica.

La rapidez del avance cientifico en el momento actual nos pone de manifiesto la necesidad de mante-
ner una continua revisién de nuestros conocimientos y de la elaboracién de guias que unifiquen nues-
tros criterios. En este simposio disponemos de la oportunidad de discutir con especialistas de recono-
cido prestigio la mejor manera de interpretar y aplicar la informacién que obtenemos a partir de las
distintas técnicas disponibles y las préximas incorporaciones a la practica clinica.
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Introduccion

La histopatologia de la médula ésea ocupa un lu-
gar preeminente en la practica hematolégica. Sin
embargo, esto no era asi hasta 1980, cuando Her-
nandez-Nieto y Rozman® sentenciaron “afortu-
nadamente la técnica ha entrado por fin a formar
parte del arsenal diagndstico cotidiano en manos
del hematdlogo, y ello desde hace sélo dos o tres
afios”. Ya en aquella época apuntaban que la biop-
sia medular tiene una caracteristica especial, pues
constituye un drea puente entre la anatomia pato-
l6gica y la hematologia, que en ocasiones “parecen
hablar idiomas distintos”. En los tiempos actuales
suele darse una colaboracién exquisita entre pato-
logos y hematdlogos en esta materia, lo que redun-
da en un enriquecimiento para ambos y en defini-
tiva en beneficio del paciente®?. Ademads, en los
ultimos afios hemos asistido a grandes avances en
la hematologia, lo que ha dado lugar a que el papel
de la biopsia medular haya experimentado una se-
rie de cambios. Dichos cambios afectan tanto a as-
pectos técnicos como a su utilizacién en la practi-
ca diaria, tanto en las neoplasias linfoides como en
las mieloides.

Aspectos técnicos

El procedimiento de extraccién de la biopsia me-
dular ha mejorado gracias a la introduccién de los
sistemas atrapamuestras en el disefio del trocar de
Jamshidi®. Con la utilizacién de estos nuevos tro-
cares se evita el movimiento de traccién lateral, que
ademds de poco confortable para el paciente podia
conducir a la rotura de dicho trocar en el interior
del hueso. Los nuevos sistemas simplifican, acor-
tan y hacen menos desagradable la extraccién de la
biopsia y permiten la obtencién de un cilindro de
mds calidad. Ademads, en algunos centros se ha im-
plementado el empleo sistematico de sedacién em-
pleando las combinaciones de uso habitual en otras
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pruebas invasivas (hipndticos de accién corta como
el propofol, mds morfinicos de accién ultracorta,
como el remifentanilo), lo que ha supuesto un au-
téntico paso adelante en lo que respecta al confort
del paciente.

Sin embargo, los avances mas relevantes en esta
area se han producido en el campo de las técnicas
aplicables sobre el tejido obtenido. Las técnicas in-
munohistoquimicas son hoy en dia imprescindibles
para el diagnéstico hematopatolégico®, y dispone-
mos de un ndmero creciente de anticuerpos mono-
clonales que funcionan en cortes de parafina. Estos
anticuerpos nos permiten determinar el origen de las
células objeto de estudio (linfoide, mieloide, etc.) y
mads recientemente nos permiten también detectar
alteraciones genéticas de dichas células®. Es el caso
de la mutacién de nucleofosmina (NPM1) en las leu-
cemias mieloides agudas; la tincién desarrollada por
el grupo del Dr. Falini detecta inmunohistoquimica-
mente la deslocalizacién de la proteina NPM, que en
caso de mutacién se desplaza al citoplasma celular,
mientras que en caso contrario queda restringida al
nacleo de la célula®. En los dltimos afios también es-
tamos asistiendo a un gran avance en la aplicacién de
técnicas de hibridacién iu situ a cortes de parafina. Es-
tas técnicas nos permiten detectar la implicacién tan-
to de alteraciones genéticas (p. ej.: hibridacién in situ
fluorescente para IgH/MYC, reaccién en cadena de la
polimerasa para IgH) como de virus (VEB, HHV8) en
la patogenia de algunas hemopatias.

Pero para poder utilizar adecuadamente estas nue-
vas herramientas es necesario que el tejido medular
esté adecuadamente preservado a nivel de proteina y
ADN. Ello ha obligado a estandarizar al méximo el
proceso de fijacién. Si antiguamente las biopsias se
fijaban de 2 a 4 dias, con resultados aleatorios de las
tinciones inmunohistoquimicas, en los dltimos afios
hemos conseguido resultados homogéneos ajustan-
do la fijacién a 24 horas; més recientemente la fija-
cién en formol durante 3 horas se ha mostrado idé-
nea para la aplicacién de hibridacién in situ o PCR.
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Neoplasias linfoides

La biopsia medular se considera imprescindible para
el diagndstico y/o estadiaje de los sindromes linfo-
proliferativos!® (Figura 1). El patrén de afectacién
medular es bastante caracteristico de cada entidad, y
la médula Gsea es en ocasiones el tejido donde se es-
tablece el primodiagnéstico de la enfermedad. Ade-
mads, la afectaciéon medular per se confiere peor pro-
néstico a la mayoria de los linfomas, y el grado de
infiltracién y su patrén también tienen valor pronds-
tico (por ejemplo, el patrén de infiltracién difuso con-
fiere mal prondstico en pacientes con leucemia linfa-
tica crénica)?,

En los dltimos afios algunas de estas afirmacio-
nes han dejado de ser tan categéricas. Continuan-
do a modo de paradigma con el ejemplo de la leu-
cemia linfatica crénica, el diagndstico se establece
hoy en dia en la sangre periférica, en base a la cito-
logia y un perfil fenotipico caracteristico, y su pro-
néstico, aunque la clasificacién en estadios clinicos
sigue teniendo gran valor, se ajusta de manera cada
vez mds precisa en base a las alteraciones bioldgi-
cas®. Para ello nos ayudamos de un nimero crecien-
te de técnicas complementarias. La hibridacién in situ
fluorescente (FISH) detecta anomalias citogenéticas
en el 85% de los pacientes con LLC, y las delecio-
nes de 17p y de 11q confieren mal pronéstico de for-
ma independiente. La deteccién de la hipermutacién
somatica de la regién variable de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas (IgVH) por secuenciacién, y
sobre todo su indicador indirecto por citometria de
flujo, ZAP70, nos han permitido conocer que aque-
llos pacientes con gen IgVH no mutado suelen tener

Figure 1. Biopsia medular en un caso de leucemia linfatica
cronica en la que se muestra un patron infiltrativo mixto. Se
observa un agregado linfoide de localizaciéon centromedular,
junto a infiltracion intersticial por linfocitos. Tincion de
hematoxilina-eosina.
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citogenética adversa, requieren tratamiento precoz-
mente y tienen supervivencia mas corta que aque-
llos que lo tienen mutado®. Mas recientemente por
técnicas de secuenciacién masiva hemos encontrado
nuevas mutaciones en la LLC, entre ellas las de SF3B1
y NOTCHI, presentes en alrededor de un 10% de
los pacientes con estadios precoces de la enfermedad
y asociadas a mal prondstico?®. Por dltimo, actual-
mente hemos observado diferentes patrones de me-
tilacién de ADN en la LLC que podrian tener relevan-
cia clinica®. La biopsia medular, imprescindible hace
unos afios para establecer el diagnéstico y prondstico
de la enfermedad, se reserva ahora fundamentalmen-
te para evaluar la hematopoyesis antes y después del
tratamiento, orientando los posibles mecanismos fi-
siopatolégicos de la anemia y la trombocitopenia o
detectando posibles hemopatias secundarias®!?. Un
estudio muy reciente concluye que el patrdn de in-
filtracién medular se asocia al estado mutacional de
IgHV, aunque pierde su valor prondstico indepen-
diente en el estudio multiparamétrico a favor del es-
tadio clinico y el estado mutacional de IgHV@0.

Las técnicas de secuenciacién masiva estdn gene-
rando también informacién de gran utilidad para el
diagnéstico de otras neoplasias linfoides que actual-
mente se basa fundamentalmente en la biopsia me-
dular. Esto ha ocurrido con la demostracién de la mu-
taciéon de BRAF V60OE en la tricoleucemia, en la cual
la escasez de células neoplésicas en sangre periférica
puede dificultar su diagnéstico a pesar de tener una
morfologia y un fenotipo caracteristicos!?. La muta-
cién de BRAF puede estudiarse ya mediante inmu-
nohistoquimica®” y también mediante PCR cuanti-
tativa aleloespecifica, y existe un inhibidor de BRAF
utilizado en otras neoplasias que podria ensayarse en
esta enfermedad. Algo parecido sucede con la muta-
cién de MYD88 L265P en el linfoma linfoplasmociti-
co, al parecer bastante caracteristica de esta entidad
de dificil diagnéstico debido a que posee alteracio-
nes clinico-bioldgicas poco especificas®®'¥. Es posi-
ble que en un futuro no muy lejano podamos detec-
tar facilmente estas alteraciones en los linfocitos de
la sangre periférica, pudiendo prescindir de la biopsia
medular, o que por el contrario estudiemos estas mu-
taciones por inmunohistoquimica, necesitando en-
tonces la biopsia.

El desarrollo de nuevos firmacos cada vez mas
efectivos para el tratamiento de las neoplasias lin-
foides conlleva la necesidad de evaluar con mayor
precisién la enfermedad residual al finalizar el mis-
mo. Asi, en la leucemia linfética crénica la enferme-
dad residual se evalta por citometria de flujo, me-
diante la cual somos capaces de detectar una célula
patolégica de entre 1 x 10 normales, por lo que
la biopsia de médula no se suele practicar de manera
rutinaria para este fin. En este contexto, un cambio
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relativamente reciente que afecta a la interpretacién
de la biopsia en los pacientes con linfoma es el uso
terapéutico de anticuerpos monoclonales como an-
ti-CD20. Cabe sefalar que su aplicacién dificulta la
evaluacion de la persistencia de enfermedad por téc-
nicas inmunohistoquimicas, por lo que es recomen-
dable utilizar mds de un marcador de linea B para
este objetivo. Por otro lado, estas técnicas permiten
testar la posibilidad de nuevas dianas terapéuticas
(por ejemplo, anti-CD22 o el anteriormente citado
inhibidor de BRAF), afladiendo una nueva utilidad a
la biopsia medular.

Neoplasias mieloides

La biopsia medular era clasicamente la técnica de
eleccién para el diagndstico de las neoplasias mielo-
proliferativas crénicas®? (Figura 2). Hace ya algunos
afios, con la introduccién del primer inhibidor de ti-
rosin-quinasas masivamente utilizado, imatinib para
la leucemia mieloide crénica (LMC), el estado de la
enfermedad se evalGa perfectamente estudiando por
PCR-cuantitativa la cantidad de transcritos del reor-
denamiento BCR/ABL en la sangre de los pacientes.
Es por ello por lo que la indicacién de realizar una
biopsia medular es hoy en dia anecdética.

Sin embargo, el desarrollo de nuevos inhibidores
de tirosin-quinasas ha conducido a situaciones dis-
pares en el resto de las neoplasias mieloproliferati-
vas crénicas clasicas, las Filadelfia-negativas®'9. Si
bien la biopsia medular se consideraba de eleccién
para el diagndstico de todas ellas, desde el descu-
brimiento de las mutaciones de JAK2 el panorama
ha cambiado totalmente. Asi, hoy en dia la histo-
logia de la médula no se considera imprescindible
para muchos casos de policitemia vera (es un crite-

Figure 2. Biopsia medular en un caso de mielofibrosis primaria.

Panmielosis y agregados densos de megacariocitos atipicos.
Tincion de hematoxilina-eosina.
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rio menor; no es necesaria si se cumplen los dos cri-
terios mayores de poliglobulia y mutacién de JAK2,
y uno menor, la disminucién de eritropoyetina séri-
ca). Por el contrario, hace unos afios el hematdélogo
clinico podia retrasar en ocasiones la realizacién de
la biopsia ante la sospecha de trombocitemia esen-
cial o mielofibrosis primaria, a la espera de que el
cuadro clinico estuviera perfectamente establecido,
pues el tratamiento existente era fundamentalmen-
te sintomadtico o preventivo. Sin embargo, la recien-
te incorporacién de los inhibidores de JAK al arsenal
terapéutico obliga a evaluar la histologia medular
de manera mds precoz. Ademds, la evaluacion de la
efectividad de estos medicamentos requiere realizar
biopsias secuenciales. No sélo eso; también es nece-
sario que el diagnéstico de los pacientes asi tratados
sea establecido de manera homogénea para evaluar
los resultados de forma consistente. Salvo contadas
excepciones, el diagndstico histopatolégico de la
biopsia medular lo establece el patélogo. Para con-
seguir el objetivo de diagndsticos consistentes y ho-
mogéneos es imprescindible que exista un didlogo
fluido entre el hematdlogo responsable del pacien-
te y el patélogo que interpreta la biopsia. En los dl-
timos meses he tenido la oportunidad de coordinar
un grupo de hematdlogos y patélogos encargados
de facilitar esta tarea. Los miembros de este grupo
estamos elaborando unas guias para estandarizar el
informe de la biopsia de médula ésea en las neopla-
sias mieloproliferativas crénicas, con especial énfa-
sis en el diagndstico diferencial entre mielofibrosis
primaria y el resto de entidades.

En este contexto las técnicas de secuenciaciéon ma-
siva también nos estan aportando informacién rele-
vante; el hallazgo de mutaciones en SF3B1 no sélo
en la LLC, sino también de forma caracteristica en
la anemia refractaria siderobléstica’”, ha llevado a
que se esté estudiando su implicacién en la anemia
refractaria siderobléstica con trombocitosis, entidad
a caballo entre las neoplasias mielodisplasicas y las
mieloproliferativas y cuyo principal diagnéstico dife-
rencial es con la mielofibrosis primaria. De nuevo los
avances cientificos pueden hacernos cambiar nues-
tros algoritmos diagndsticos.

Conclusiones

En conclusién, la biopsia medular constituye una he-
rramienta de la que nos servimos para el manejo de
nuestros pacientes. Puede ser til tanto para el esta-
blecer el diagndstico como para evaluar el prondsti-
co, la enfermedad residual o conocer nuevas posibles
dianas terapéuticas. Ademads es una herramienta di-
ndmica, es decir, su utilizacién se modifica en el tiem-
po adaptdndose a los avances que se producen en
nuestra especialidad.
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Introduccion

La citometria de flujo (CMF) como técnica diagnds-
tica cuenta ya con una larga tradicién en el campo
de la hematologia clinica, donde tiene probada uti-
lidad en el diagnéstico, clasificacién y la evaluacién
de la respuesta al tratamiento de pacientes con he-
mopatias malignas®?. Esto es debido a que ya des-
de las primeras etapas de su desarrollo en la segunda
mitad del siglo XX la citometria de flujo ha demos-
trado ser una tecnologia particularmente adaptada al
estudio de células hematopoyéticas normales, reacti-
vas y malignas. Desde la década de 1970 al afio 2000,
la aplicacién de la citometria de flujo al estudio de las
hemopatias se ha beneficiado de las tecnologias de
produccién masiva de anticuerpos monoclonales (i.e.
tecnologia de hibridomas), de la disponibilidad de un
abanico progresivamente mds amplio de reactivos
de calidad contrastada y de un nimero creciente de
fluorocromos técnicamente compatibles. Todo ello
ha contribuido a que el inmunofenotipo de las célu-
las tumorales por citometria de flujo se haya conver-
tido en este periodo en un pilar basico de la clasifica-
cién diagnéstica de las leucemias linfoblasticas (LLA)
y mieloblasticas (LMA) agudas y de los sindromes
linfoproliferativos crénicos (SLPC) B, T y NK®:18.20-28),

Desde finales de los afios 1980, la explotacién cre-
ciente de las capacidades de analisis multiparamétri-
co de la citometria de flujo ha conducido a la nece-
sidad de identificar correctamente las poblaciones
celulares objeto de estudio. Por ello, han adquirido
especial relevancia las combinaciones de anticuer-
pos en las que, junto a reactivos cuyo objeto es la
identificacién de las células tumorales, se combinan
marcadores UGtiles para su caracterizacién fenotipi-
ca; si se emplean varias alicuotas para el estudio de
una misma muestra, es necesario por tanto identificar
de forma especifica (y sensible) las células tumorales
en cada alicuota de la muestra, para su posterior re-
cuento y caracterizacién fenotipica. El conocimiento
progresivamente creciente de los perfiles fenotipicos
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de las células hematopoyéticas y linfoides normales
ha permitido identificar un nimero cada vez mayor
de fenotipos aberrantes asociados a leucemia/linfo-
ma. Con ello se ha extendiendo la utilidad clinica de
la citometria desde la clasificacién de las LLA, LMA
y SLPC, al estudio de las gammapatias monoclona-
les (GM) y los sindromes mielodisplasicos (SMD) a
su rastreo diagnéstico y a la evaluacién de los efec-
tos del tratamiento —i.e. monitorizacién de la posible
persistencia de niveles minimos (< 107%) de células tu-
morales resistentes al tratamiento o enfermedad mi-
nima residual (EMR)-.

En las dltimas décadas, el potencial de los analisis
multiparamétricos por citometria de flujo de las célu-
las hematopoyéticas se ha visto incrementado de for-
ma sustancial, entre otros, por tres desarrollos: 1) la
posibilidad de evaluar simultdneamente un nimero
creciente de pardmetros en células individuales, 2) la
mayor velocidad de andlisis de los citometros de flu-
jo digitales y, como consecuencia de todo ello, 3) la
gran transformacién que ha sufrido el analisis de los
datos, incluidas las herramientas de representacién y
visualizacién de los mismos. De cara al futuro, resul-
ta especialmente prometedora la contribucién de la
funcién de separacién de poblaciones celulares desa-
rrollada técnicamente hace ya mas de 40 afos@-3V.

A continuacién revisaremos los avances tecnold-
gicos y conceptuales que han ocurrido en la dltima
década en dreas como la instrumentacion, los reacti-
vos y técnicas de preparacién de muestras y el andli-
sis, la representacién y visualizacién de datos de ci-
tometria.

Avances técnicos en instrumentacion
y los citometros de flujo digitales

En la dltima década, los citémetros de flujo digita-
les han supuesto mds que una sustitucién de la tec-
nologia analdgica, una verdadera transformacién de
los citémetros de flujo, afectando a todos sus compo-
nentes basicos. A modo de ejemplo, el sistema &pti-
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co de los citémetros de flujo se ha beneficiado de la
inclusién de mdaltiples laseres que, emitiendo en tres
o mas longitudes de onda, incluyen desde configura-
ciones estandar de laseres ultravioleta (405 nm), azul
(488 nm) y rojo (635 nm) usados en la rutina diagnds-
tica, a configuraciones mas complejas que incorporan
un cuarto laser verde (532 nm) o amarillo (561 nm). El
incremento en el nimero de laseres ha ido paralelo a
la incorporacién de un nimero progresivamente mas
elevado de detectores de fluorescencia y, por lo tanto,
de parametros medibles, con configuraciones capaces
de detectar simultdneamente entre 8 y > 20 emisio-
nes fluorescentes distintas®?.

Asi, en la rutina del laboratorio de diagndstico he-
matolégico en estos afios se han incorporado equi-
pos de tres laseres con capacidad para evaluar entre
8y 10 emisiones fluorescentes. Ademds, merece des-
tacar que esta evolucién que han sufrido los equipos
de citometria ha ido asociada a una transformacién
del disefio empleado para disponer los filtros dedi-
cados a la recoleccién de luz, con la incorporacién
de sistemas mds eficientes, en especial para los para-
metros asociados a luz con mayor longitud de onda
y menor energia. Un claro ejemplo de alguna de es-
tas modificaciones lo constituyen los sistemas de tri-
gonos y octagonos y el empleo de la fibra dptica para
una conduccién eficiente de la luz a los detectores de
fluorescencia®.

No obstante los avances anteriores, una de las ca-
racteristicas mds notables de los citémetros de flujo
digitales es el incremento significativo de la velocidad
de andlisis celular®. Asi, la utilizacién de sefial digi-
tal, unida al aumento de la velocidad del sistema de
procesamiento y almacenamiento informatico, per-
mitieron elevar la velocidad de andlisis desde unos
pocos miles a decenas de miles de células/segundo
(como ejemplo, véanse las especificaciones tecnicasd
de FACSCalibur versus FACSCantoll en www.bd-
biosciences.com).

En conjunto, las mejoras introducidas en los ldseres
y en los sistemas 6ptico y electrénico de los citéme-
tros de flujo, con el incremento de su capacidad ana-
litica, han conducido a una mayor capacidad de eva-
luacién de la complejidad fenotipica y funcional de
las poblaciones de células hematopoyéticas normales
y neoplasicas, con una sensibilidad significativamen-
te incrementada. Esto ha supuesto una clara ventaja
de los nuevos equipos respecto a los citémetros ana-
légicos tanto en lo que se refiere a la identificacion de
subtipos celulares con un mayor grado de precisién
y exactitud como a la capacidad de proporcionar una
caracterizacién fenotipica mas detallada y eficiente.
En conjunto, estos aspectos han beneficiado, no sélo
las aproximaciones convencionales de diagnéstico y
clasificacién de hemopatias, sino también, y de for-
ma especial, a los estudios encaminados a la detec-
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cién de EMR o al andlisis de muestras con celularidad
muy escasa como es el caso de muestras del liquido
cefalorraquideo o humor vitreo®. Cabe resaltar que
el éxito de la ampliacién de las capacidades de anali-
sis multiparamétrico de los nuevos citémetros de flu-
jo ha estado intimamente unido al desarrollo de nue-
vos fluorocromos y reactivos.

Ampliacion del panel de fluorocromos
y reactivos para citometria de flujo

En la dltima década se ha incrementado de forma no-
table la disponibilidad de fluorocromos técnicamente
compatibles para ser usados simultdneamente en ci-
tometria de flujo. Asi, a la lista de fluorocromos “cla-
sicos” (i.e., isotiocianato de fluoresceina, ficoeritrina
o aloficocianina —FITC, PE y APC, respectivamen-
te-), se han ido incorporando nuevos pigmentos fluo-
rescentes y tandems de fluorocromos®?. Especial
mencién merecen los fluorocromos Pacific Blue, Pa-
cific Orange o las familias de los fluorocromos hori-
zon (HV450, HV500) y brilliant violet (BV421, BV510,
BV605, BV650, etc.) para el laser violeta, junto con los
tdindems de PE (i.e. PE-Cy7) y APC (i.e. APCCy7 o
APCHY) o alexa (i.e. APC-Alexa Fluor 750). En parale-
lo se ha incrementado también el panel de anticuerpos
monoclonales conjugados con estos y otros fluorocro-
mos, incorpordndose a esta lista también, un ndmero
creciente de especificidades o clones disponibles.

Evolucion del diseno y la evaluacion
de paneles de anticuerpos

Salvo excepciones, las recomendaciones realizadas
durante décadas para el disefio de paneles de anti-
cuerpos se limitaban a proporcionar una lista de mar-
cadores informativos basada en la experiencia de
expertos, grupos de consenso y laboratorios indivi-
duales®#?. Con ello, habitualmente se corre el riesgo
de excluir de la seleccién de marcadores relevantes
aquellos sobre los que hay menos informacién y/o
experiencia. Hoy en dia, se recomienda que al indicar
un panel de referencia debe proporcionarse siempre,
ademas de los clones de referencia, los conjugados
idéneos, incluyendo las combinaciones més impor-
tantes para dar respuesta a las preguntas clinicas es-
pecificas para las que estaria indicado dicho panel de
anticuerpos®.

En la practica, el disefio de paneles de anticuerpos
va mucho mads all4 de un simple listado de combina-
ciones de los mismos, resultando una tarea laborio-
sa y delicada, aun cuando disponemos de la lista de
marcadores informativos; esto es debido a que resul-
ta en gran medida impredecible el resultado de una
combinacién tedrica de marcadores*?. Por este mo-
tivo, se recomienda ademds una evaluacién prospec-
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tiva de los paneles de anticuerpos de forma previa
a cualquier recomendacién de consenso™’; en esta
evaluacién deben incluirse, por un lado, nuevos mar-
cadores potencialmente informativos que comple-
menten a los de ya probada utilidad y, por otra par-
te, deben eliminarse marcadores redundantes®. En
el proceso de evaluacién de paneles de anticuerpos,
son especialmente Utiles las herramientas informati-
cas que permiten determinar la contribucién especifi-
ca de cada marcador en las combinaciones y paneles
testados, y finalmente recomendados®.

En este apartado, no podemos dejar de mencionar
el nimero creciente de reactivos disponibles. Espe-
cial destaque merecen las microesferas que permiten
detectar de forma rapida, sensible y especifica, por ci-
tometria de flujo, la presencia de proteinas de fusién
derivadas de translocaciones cromosdmicas como
ber-abl y pml-rara“®) y que resultan especialmen-
te dtiles en aquellos lugares en los que no se cuen-
ta con las técnicas moleculares convencionales para
su deteccién.

Procesamiento de muestras

La ampliacién del abanico de aplicaciones de la cito-
metria de flujo ha ido asociada al incremento de los
tipos de muestras y del nimero de células a analizar,
entre otras variables!*¥. Con relativa frecuencia, es-
tos avances conllevan también la necesidad de adap-
tar las estrategias y técnicas de procesamiento de
muestras. Esto resulta especialmente evidente en el
caso de muestras con escaso nimero de células (i.e.,
LCR o humor vitreo)®*) y en el andlisis (identifica-
cién caracterizacién y recuento) de poblaciones celu-
lares presentes en muy baja frecuencia (< 10), como
es el caso de la detecciéon de EMR®#). E] incremento
en el nimero de pardmetros analizables simultdnea-
mente y en la velocidad de andlisis de los citémetros
de flujo actuales ha obligado de forma complemen-
taria a modificar los protocolos de preparacién de
muestras para poder procesar volimenes significa-
tivamente mayores de las mismas; por este motivo,
han adquirido mayor relevancia los protocolos de li-
sis seguidos de marcaje®?.

Avances informaticos en el analisis de datos
de citometria

Tanto el aumento del nimero de pardmetros anali-
zables por célula como la posibilidad de incrementar
el nimero global de células analizadas por muestra
han contribuido a incrementar el conjunto de infor-
macién generada en una medicién. Tal incremento
ha llevado al limite la posibilidad de seguir emplean-
do procedimientos tradicionales de anélisis de datos
de citometria, basados en la interpretacién de repre-
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sentaciones uni- o biparamétricas de los datos por un
experto, en un proceso que carece de referencias o es-
tdndares objetivos y que, por tanto, resulta altamente
subjetivo y dependiente del “experto”#D,

Por todo ello, en los dltimos afos se han desarro-
llado nuevas herramientas informaticas para el trata-
miento de datos, incluyendo herramientas de fusién
de ficheros, de calculo de informacién fenotipica en-
tre alicuotas de una misma muestra, y de andlisis,
visualizacién e interpretacién de datos®. Asi, hoy
en dia es posible fusionar en un solo fichero de da-
tos toda la informacién fenotipica disponible sobre
una muestra, extrapolando incluso informacién (da-
tos) entre alicuotas. Con ello podemos generar fi-
cheros de datos que contienen informacién sobre un
numero ilimitado de pardmetros para cada célula in-
dividual contenida en una o més poblaciones celu-
lares de esa muestra®. Con esta estrategia de trata-
miento de ficheros de datos de citometria es posible
realizar, en un solo paso, un analisis fenotipico com-
pleto de una muestra que incluya la caracterizacién
detallada de cada subpoblacién celular presente en
la misma®”. No obstante, estos procedimientos y
herramientas informaticas han incrementado atn
mas la cantidad y complejidad de la informacién fe-
notipica obtenida sobre una muestra, obligando al
desarrollo paralelo de nuevas herramientas infor-
maticas para el andlisis, la visualizacién y la inter-
pretacién de los datos®%. Asi, en las nuevas herra-
mientas informaticas se han introducido algoritmos
matematicos y modelos estadisticos encaminados a:
i) la automatizacién de la identificacién de poblacio-
nes celulares, ii) el anélisis multivariante de datos
de citometria (i.e., analisis de componentes princi-
pales) y iii) los correspondientes sistemas de repre-
sentacién de datos multidimensionales. Finalmente,
se han introducido bases de datos de referencia para
la comparacién directa de los resultados obtenidos
en una muestra y poder asi realizar una interpreta-
cién mds objetiva de los mismos. Es precisamente
en esta drea donde los avances metodoldgicos han
generado una verdadera revolucién conceptual res-
pecto a la forma como deben disefarse los paneles
de anticuerpos, analizarse los resultados o llevar a
cabo la interpretacién de los mismos“*). Ademads,
han abierto nuevas vias en la estandarizacién de los
procedimientos y el control de calidad de los resul-
tados de los laboratorios de citometria®®.

A modo de ejemplo, las nuevas herramientas infor-
maticas permiten realizar una identificacién rapida
(incluso automatizada) de las diferentes poblaciones
celulares presentes en una muestra. Ademds, permi-
ten la comparacién automatica del fenotipo global de
cada célula individual presente en la muestra anali-
zada, respecto a un conjunto de células normales y/o
patoldgicas, clasificindola de acuerdo a su linea ce-
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Tabla 1. Avances relevantes en citometria de flujo ocurridos en la dltima década

CAMPO DE LA CITOMETRIA

Equipos Panel de fluorocromos y reactivos

* Tecnologia digital
® N.° de laseres
e Configuracion del sistema

o T n.° de clones de AcMo
o T n.° de fluorocromos

Avances

Gptico * Nuevas estrategias de disefio y
o T N.° de detectores construccion de paneles de AcMo
de fluorescencia

AcMo: anticuerpos monoclonales

lular y estadio madurativo o subgrupo diagnéstico,
segln su parecido y sus diferencias con las células
presentes en los ficheros de referencia de muestras
normales, reactivas y/o patoldgicas. Finalmente, esta
aproximacién permite detectar desviaciones sistema-
ticas que pueden resultar de diferencias técnicas y/o
metodolégicas. De esta forma, las nuevas herramien-
tas informaticas proporcionan una importante ayuda
a la hora de alcanzar un andlisis y una interpretacién
mas objetiva y reproducible de los datos de citome-
tria, no sélo dentro de un laboratorio, sino también
entre distintos laboratorios***9. Todo ello facilita y
promueve la estandarizacién de técnicas de prepara-
cién y tincién de muestras, asi como de procedimien-
tos de analisis e interpretacién de datos, tanto para la
deteccién de células tumorales al diagndstico o tras
tratamiento como para su clasificacién diagndstica®®.
Indudablemente, estos procedimientos tendrdn una
importante repercusién en las clasificaciones futu-
ras de las hemopatias malignas, y los criterios feno-
tipicos empleados, tanto en lo que hace referencia al
establecimiento de la linea celular y el estadio ma-
durativo de las células neoplasicas como a la identifi-
cacién de sus aberraciones fenotipicas.

Estandarizacion y control de calidad

Ante lo anteriormente expuesto queda claro que las
nuevas herramientas informaticas disponibles para la
evaluacién de datos de citometria han proporcionado
un importante impulso a la estandarizacién en citome-
tria haciendo necesario obtener resultados compara-
bles, no sdlo dentro de cada laboratorio, sino también
en diferentes laboratorios, para que dichos laborato-
rios puedan utilizar los mismos ficheros de referen-
cia®?%). Con ello se ha impulsado la mejoria y automa-
tizacién de las técnicas de procesamiento de muestras,
la puesta a punto y calibracién de equipos, la compen-
sacién de fluorescencias, la calidad de los reactivos y
los paneles de anticuerpos utilizados y de los procedi-
mientos de control de calidad de los mismos®?.
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e Calculo de datos entre ficheros
* Andlisis multivariantes

Informatica Procesamiento de muestras

© Compensacion de fluorescencias
© Fusion de ficheros

e Estabilizacion de muestras
© Marcaje de > volimenes de muestra

* Inmunoesferas para deteccion de
proteinas de fusion de translocaciones
cromosomicas

Representaciones de andlisis
multivariantes

* Ficheros de referencia

Conclusiones

En la dGltima década se han introducido importantes
avances técnicos en los equipos de citometria. Estos
avances se han visto impulsados por la disponibili-
dad de un nimero creciente de reactivos de calidad y
fluorocromos técnicamente compatibles, que han in-
crementado de forma notable la cantidad y comple-
jidad de los datos fenotipicos obtenidos, obligando a
un desarrollo paralelo de las herramientas informa-
ticas destinadas a su anélisis. A su vez, los avances
informaticos han supuesto una revolucién en las es-
trategias empleadas para el andlisis, visualizacién e
interpretacién de los resultados, haciendo de la carac-
terizacién fenotipica de las hemopatias malignas una
herramienta diagndstica més robusta, reproducible y,
en definitiva, mds Gtil. Con ello se vislumbra también
que estas nuevas herramientas y avances tengan un
importante impacto en el futuro préximo, en el diag-
néstico, clasificacién y monitorizacién terapéutica de
las hemopatias malignas.

Bibliografia

1. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein
H, et al. WHO classification of tumours of haematopoietic
and lymphoid tissues, 4th edn. International Agency for Re-
search on Cancer: Lyon, 2008, 439 p.pp.

2. Orfao A, Schmitz G, Brando B, Ruiz-Arguelles A, Basso G,
Braylan R, et al. Clinically useful information provided by
the flow cytometric immunophenotyping of hematologi-
cal malignancies: current status and future directions. Clin
Chem 1999 Oct; 45(10): 1708-1717.

3. DiNardo CD, Luger SM. Beyond morphology: minimal re-
sidual disease detection in acute myeloid leukemia. Curr
Opin Hematol 2012 Mar; 19(2): 82-88.

4. Mejstrikova E, Volejnikova J, Fronkova E, Zdrahalova K, Kali-
na T, Sterba J, et al. Prognosis of children with mixed pheno-
type acute leukemia treated on the basis of consistent immun-
ophenotypic criteria. Haematologica 2010 Jun; 95(6): 928-935.

5. Grimwade D, Vyas P, Freeman S. Assessment of minimal re-
sidual disease in acute myeloid leukemia. Curr Opin Oncol
2010 Nov; 22(6): 656-663.

6. van de Loosdrecht AA, Alhan C, Bene MC, Della Porta MG,
Drager AM, Feuillard J, et al. Standardization of flow cytom-



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

| 60 |

etry in myelodysplastic syndromes: report from the first Eu-
ropean LeukemiaNet working conference on flow cytometry
in myelodysplastic syndromes. Haematologica 2009 Aug;
94(8): 1124-1134.

. Babusikova O, Stevulova L, Fajtova M. Immunophenotyp-

ing parameters as prognostic factors in T-acute leukemia pa-
tients. Neoplasma 2009; 56(6): 508-513.

. Al-Mawali A, Gillis D, Lewis I. The role of multiparameter

flow cytometry for detection of minimal residual disease in
acute myeloid leukemia. Am ] Clin Pathol 2009 Jan; 131(1):
16-26.

. KraanJ, Gratama JW, Haioun C, Orfao A, Plonquet A, Porwit

A, etal. Flow cytometric immunophenotyping of cerebrospi-
nal fluid. Curr Protoc Cytom 2008 Jul; Chapter 6: Unit 6 25.
van de Loosdrecht AA, Westers TM, Westra AH, Drager
AM, van der Velden VH, Ossenkoppele GJ. Identification
of distinct prognostic subgroups in low- and intermediate-
1-risk myelodysplastic syndromes by flow cytometry. Blood
2008 Feb 1; 111(3): 1067-1077.

Van de Loosdrecht AA, Ireland R, Kern W, Alhan C, Balleis-
sen JS, Bene MC, et al. Rationale for the clinical application
of flow cytometry in patients with myelodysplastic syn-
dromes. Position paper of the European LeukemiaNet work-
ing group on flow cytometry in myelodysplastic syndromes.
Leukemia, in press 2012.

Paiva B, Almeida ], Perez-Andres M, Mateo G, Lopez A,
Rasillo A, et al. Utility of flow cytometry immunophenotyp-
ing in multiple myeloma and other clonal plasma cell-related
disorders. Cytometry B Clin Cytom 2010 Jul; 78(4): 239-252.
Paiva B, Vidriales MB, Perez JJ, Mateo G, Montalban MA,
Mateos MV, et al. Multiparameter flow cytometry quanti-
fication of bone marrow plasma cells at diagnosis provides
more prognostic information than morphological assess-
ment in myeloma patients. Haematologica 2009 Nov; 94(11):
1599-1602.

Chiaretti S, Foa R. T-cell acute lymphoblastic leukemia. Hae-
matologica 2009 Feb; 94(2): 160-162.

Seegmiller AC, Kroft SH, Karandikar NJ, McKenna RW.
Characterization of immunophenotypic aberrancies in 200
cases of B acute lymphoblastic leukemia. Am ] Clin Pathol
2009 Dec; 132(6): 940-949.

Szczepanski T, van der Velden VH, van Dongen JJ. Classifi-
cation systems for acute and chronic leukaemias. Best Pract
Res Clin Haematol 2003 Dec; 16(4): 561-582.

Dworzak MN, Froschl G, Printz D, Mann G, Potschger U,
Mubhlegger N, et al. Prognostic significance and modalities of
flow cytometric minimal residual disease detection in child-
hood acute lymphoblastic leukemia. Blood 2002 Mar 15;
99(6): 1952-1958.

Cady FM, Morice WG. Flow cytometric assessment of T-cell
chronic lymphoproliferative disorders. Clin Lab Med 2007
Sep; 27(3): 513-532, vi.

Lima M, Almeida J, Montero AG, Teixeira Mdos A, Queiros
ML, Santos AH, et al. Clinicobiological, immunophenotyp-
ic, and molecular characteristics of monoclonal CD56-/+dim
chronic natural killer cell large granular lymphocytosis. Am ]
Pathol 2004 Oct; 165(4): 1117-1127.

Braylan RC. Impact of flow cytometry on the diagnosis and
characterization of lymphomas, chronic lymphoprolifera-
tive disorders and plasma cell neoplasias. Cytometry A 2004
Mar; 58(1): 57-61.

Sanchez ML, Almeida ], Gonzalez D, Gonzalez M, Garcia-
Marcos MA, Balanzategui A, et al. Incidence and clinicobio-
logic characteristics of leukemic B-cell chronic lymphopro-
liferative disorders with more than one B-cell clone. Blood
2003 Oct 15; 102(8): 2994-3002.

Matutes E. Chronic T-cell lymphoproliferative disorders.
Rev Clin Exp Hematol 2002 Dec; 6(4): 401-420; discussion
449-450.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

van den Ancker W, Terwijn M, Westers TM, Merle PA, van
Beckhoven E, Drager AM, et al. Acute leukemias of ambigu-
ous lineage: diagnostic consequences of the WHO2008 clas-
sification. Leukemia 2010 Jul; 24(7): 1392-1396.

Craig FE, Foon KA. Flow cytometric immunophenotyp-
ing for hematologic neoplasms. Blood 2008 Apr 15; 111(8):
3941-3967.

Digiuseppe JA. Acute lymphoblastic leukemia: diagnosis and
detection of minimal residual disease following therapy. Clin
Lab Med 2007 Sep; 27(3): 533-549, vi.

Han X, Bueso-Ramos CE. Precursor T-cell acute lymphoblas-
tic leukemia/lymphoblastic lymphoma and acute bipheno-
typic leukemias. Am ] Clin Pathol 2007 Apr; 127(4): 528-544.
Szczepanski T, van der Velden VH, van Dongen JJ. Flow-
cytometric immunophenotyping of normal and malignant
lymphocytes. Clin Chem Lab Med 2006; 44(7): 775-796.
Ravandi F O'Brien S. Chronic lymphoid leukemias oth-
er than chronic lymphocytic leukemia: diagnosis and treat-
ment. Mayo Clin Proc 2005 Dec; 80(12): 1660-1674.

Bonner WA, Hulett HR, Sweet RG, Herzenberg LA. Fluores-
cence activated cell sorting. Rev Sci Instrum 1972 Mar; 43(3):
404-409.

Hulett HR, Bonner WA, Sweet RG, Herzenberg LA. Devel-
opment and application of a rapid cell sorter. Clin Chem
1973 Aug; 19(8): 813-816.

Hulett HR, Bonner WA, Barrett ], Herzenberg LA. Cell sort-
ing: automated separation of mammalian cells as a function
of intracellular fluorescence. Science 1969 Nov 7; 166(3906):
747-749.

Perfetto SP, Chattopadhyay PK, Roederer M. Seventeen-co-
lour flow cytometry: unravelling the immune system. Nat
Rev Immunol 2004 Aug; 4(8): 648-655.

Chattopadhyay PK, Roederer M. Cytometry: today's tech-
nology and tomorrow's horizons. Methods 2012 Jul; 57(3):
251-258.

Zilmer NA, Godavarti M, Rodriguez JJ, Yopp TA, Lambert
GM, Galbraith DW. Flow cytometric analysis using digital
signal processing. Cytometry 1995 Jun 1; 20(2): 102-117.
Quijano S, Lopez A, Manuel Sancho ], Panizo C, Deben G,
Castilla C, et al. Identification of leptomeningeal disease in
aggressive B-cell non-Hodgkin's lymphoma: improved sen-
sitivity of flow cytometry. J Clin Oncol 2009 Mar 20; 27(9):
1462-1469.

Roederer M, Kantor AB, Parks DR, Herzenberg LA. Cy7PE
and Cy7APC: bright new probes for immunofluorescence.
Cytometry 1996 Jul 1; 24(3): 191-197.

Telford W, Kapoor V, Jackson ], Burgess W, Buller G, Hawley
T, et al. Violet laser diodes in flow cytometry: an update. Cy-
tometry A 2006 Nov 1; 69(11): 1153-1160.

Chattopadhyay PK, Gaylord B, Palmer A, Jiang N, Raven
MA, Lewis G, et al. Brilliant violet fluorophores: a new class
of ultrabright fluorescent compounds for immunofluores-
cence experiments. Cytometry A 2012 Jun; 81(6): 456-466.
Berlier JE, Rothe A, Buller G, Bradford ], Gray DR, Filanoski BJ,
et al. Quantitative comparison of long-wavelength Alexa Flu-
or dyes to Cy dyes: fluorescence of the dyes and their biocon-
jugates. ] Histochem Cytochem 2003 Dec; 51(12): 1699-1712.
Bene MC, Nebe T, Bettelheim P, Buldini B, Bumbea H, Kern
W, et al. Immunophenotyping of acute leukemia and lym-
phoproliferative disorders: a consensus proposal of the Eu-
ropean LeukemiaNet Work Package 10. Leukemia 2011 Apr;
25(4): 567-574.

Wood BL, Arroz M, Barnett D, DiGiuseppe ], Greig B, Kus-
sick SJ, et al. 2006 Bethesda International Consensus recom-
mendations on the immunophenotypic analysis of hema-
tolymphoid neoplasia by flow cytometry: optimal reagents
and reporting for the flow cytometric diagnosis of hemato-
poietic neoplasia. Cytometry B Clin Cytom 2007; 72 Suppl
1: S14-22.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

|61 ]

Bene MC, Castoldi G, Knapp W, Ludwig WD, Matutes E,
Orfao A, et al. Proposals for the immunological classification
of acute leukemias. European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias (EGIL). Leukemia 1995 Oct;
9(10): 1783-1786.

van Dongen JJM, Lhermitte L, Béttcher S, Almeida J, van der
Velden VH]J, Flores-Montero J, et al. EuroFlow antibody pan-
els for standardized n-dimensional flow cytometric immun-
ophenotyping of normal, reactive and malignant leukocytes.
Submitted to Leukemia 2012.

van Dongen J], Orfao A. EuroFlow: Resetting leukemia and
lymphoma immunophenotyping. Basis for companion di-
agnostics and personalized medicine. Leukemia 2012 Sep;
26(9): 1899-1907.

Pedreira CE, Costa ES, Lecrevisse Q, van Dongen JJM, Or-
fao A. Overview of clinical flow cytometry data analy-
sis: recent advances and future challenges. Trends in Bio-
technology, 2013, In press: http://dx.doi.org/10.1016/].
tibtech.2013.1004.1008.

Dekking EHA, van der velden VH]J, Varro R, Wai H, Béttch-
er S, Kneba M, et al. Flow cytometric immunobead assay
for fast and easy detection of PML-RARA fusion proteins for
the diagnosis of acute promyelocytic leukemia. Submitted to
Leukemia 2012.

Weerkamp F, Dekking E, Ng YY, van der Velden VH, Wai H,
Bottcher S, et al. Flow cytometric immunobead assay for the
detection of BCR-ABL fusion proteins in leukemia patients.
Leukemia 2009 Jun; 23(6): 1106-1117.

Campana D, Coustan-Smith E. Advances in the immunolog-
ical monitoring of childhood acute lymphoblastic leukaemia.
Best Pract Res Clin Haematol 2002 Mar; 15(1): 1-19.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Weir EG, Cowan K, LeBeau P, Borowitz MJ. A limited anti-
body panel can distinguish B-precursor acute lymphoblastic
leukemia from normal B precursors with four color flow cy-
tometry: implications for residual disease detection. Leuke-
mia 1999 Apr; 13(4): 558-567.

Menendez P, Redondo O, Rodriguez A, Lopez-Berges MC,
Ercilla G, Lopez A, et al. Comparison between a lyse-and-
then-wash method and a lyse-non-wash technique for the
enumeration of CD34+ hematopoietic progenitor cells. Cy-
tometry 1998 Dec 15; 34(6): 264-271.

Haynes JL. Principles of flow cytometry. Cytometry Suppl
1988; 3: 7-17.

Kalina T, Flores-Montero J, van der Velden VH]J, Martin-Ayu-
so M, Béttcher S, Ritgen M, et al. EuroFlow standardization
of flow cytometry instrument settings and immunopheno-
typing protocols. Submitted to Leukemia 2012.

Pedreira CE, Costa ES, Barrena S, Lecrevisse Q, Almeida J,
van Dongen J], et al. Generation of flow cytometry data files
with a potentially infinite number of dimensions. Cytome-
try A 2008 Sep; 73(9): 834-846.

Kalina T, Flores-Montero J, van der Velden VH, Martin-Ayu-
so M, Bottcher S, Ritgen M, et al. EuroFlow standardization
of flow cytometer instrument settings and immunopheno-
typing protocols. Leukemia 2012 Sep; 26(9): 1986-2010.
Costa ES, Pedreira CE, Barrena S, Lecrevisse Q, Flores ], Qui-
jano S, et al. Automated pattern-guided principal component
analysis vs expert-based immunophenotypic classification of
B-cell chronic lymphoproliferative disorders: a step forward
in the standardization of clinical immunophenotyping. Leu-
kemia 2010 Nov; 24(11): 1927-1933.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Aplicacion asistencial de técnicas citogenéticas y moleculares

experimentales

JUAN CrRUZ CIGUDOSA, SARA ALVAREZ DE ANDRES
Grupo de Citogenética Molecular. Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO). Madrid

Introduccion: la genética como herramienta
diagndstica en oncohematologia

Es de recibo introducir este capitulo con la primera
contribucién de la Genética al estudio de una leuce-
mia humana. Se trataba de la descripcién de una al-
teracidn citogenética, el marcador cromosémico Phi-
ladelphia, observada en los cariotipos obtenidos tras
cultivar las células de la médula ésea de pacientes con
leucemia mielode crénica (LMC)®. El diagnéstico de
una leucemia mieloide crénica (LMC), cuyas células
hematopoyéticas presentaban el marcador cromosé-
mico Philadephia (Ph+), conllevaba, hasta el reciente
afio 2000, un prondstico fatal dilatado en un periodo
de no mas de 5 afos. Esta situacién cambié radical-
mente tras la rdpida inclusién del inhibidor especifi-
co de la actividad tirosin quinasa (imatinib mesilato)
como terapia de primera linea en pacientes con LMC
Ph+®?. Esta situacién no es aislada en la practica de
la Oncohematologia, ya que pertenece al dominio de
la conversacién comun, entre los profesionales y los
pacientes, que las leucemias tienen casi siempre al-
teraciones genéticas y que estas alteraciones pueden
emplearse para dirigir u orientar el tratamiento. Asu-
mimos, por tanto, que el cdncer es una enfermedad
celular de origen genético®™. Esta frase, sencilla y sim-
ple, tiene un impacto de enormes dimensiones sobre
cualquier tipo de aproximacién, cientifica o clinica,
que las ciencias biosanitarias han de seguir para es-
tudiar el fenémeno oncolégico. La principal conse-
cuencia de la definicién del cancer como enfermedad
genética es que, de forma casi excluyente, la investi-
gacién oncoldgica ha de estar basada en herramien-
tas de andlisis genético.

Siasumimos este origen genético del cancer 3co6mo
se investiga la relacion gen-enfermedad¢ El es-
quema de investigacién habitualmente seguido para
caracterizar esa relacién consiste, en esencia, en estu-
diar un gen y su efecto en el modelo bioldgico estu-
diado, en determinar las relaciones con otros genes
y, por ultimo, en disefiar modificaciones (inhibidores
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o activadores) de su expresién para regular su efec-
to en condiciones patolégicas. Este sistema ha sido
muy Util pero se adivina un tanto insuficiente si te-
nemos en cuenta que el nimero de genes es de unos
30.000, que se traducen en unas 100.000 proteinas
y que las interacciones gen-gen, proteina-proteina y
gen-proteina, por simple combinatoria, alcanzan nd-
meros casi inimaginables.

En los dltimos afios, las herramientas de andlisis ge-
nético han sufrido una revolucién técnica de dimen-
siones inimaginables. Los sistemas de andlisis genémi-
co masivo (basicamente los microarrays y las técnicas
de secuenciacién masiva) permiten analizar en un solo
experimento el estado de miles de genes, de todo el
genoma. Es decir, ahora estudiar la relacién gen-en-
fermedad no estd basado en analizar un gen Gnico y
sus efectos sino en analizar el comportamiento de mi-
les de genes de forma simultdnea. Estos sistemas, es-
tas nuevas capacidades estan cambiando nuestra for-
ma de plantear problemas y extraer conclusiones de
los experimentos ya que nos ofrecen una foto com-
pleja del conjunto del genoma. Este conjunto de datos
sobre el estado mutacional de los genes, sobre su ex-
presion génica, las relaciones entre genes tratados de
forma sistematica mediante herramientas de analisis
masivo, constituye el cuerpo esencial de lo que deno-
minamos Gendmica. La Genémica intenta proporcio-
nar a los investigadores en biologia el equivalente de
la Tabla Periédica de los Elementos, es decir, un inven-
tario de todos los genes y de su estado (activado, mu-
tado, sobreexpresado, silenciado) que contribuyen y
se coordinan para explicar la existencia y funcionali-
dad de cualquier ser vivo. Aplicar estos avances a la in-
vestigacién en oncohematologia, realizar con cuidado
este inventario, detallarlo al méximo, hacerlo corres-
ponder de forma exquisita a los diferentes estados pa-
tolégicos, tiene como objetivo no sélo aumentar nues-
tra capacidad para predecir el prondstico y la respuesta
al tratamiento de estos pacientes, sino para facilitar y
promover el desarrollo de terapias dirigidas frente a
estas dianas moleculares.
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Sin duda, la mayor contribucién de los estudios ge-
némicos reside en dos grandes areas. Por un lado, la
taxonomia de las enfermedades. Clasificar un deter-
minado tumor con un nombre y apellidos de la for-
ma menos ambigua posible permite ajustar el diag-
néstico y el tratamiento casi de forma individual. Es
la base, la piedra angular, de la medicina indivi-
dualizada. Sin embargo, como todos sabemos, rea-
lizar una filiacién adecuada de un caso real depende
de muchas variables: las circunstancias de recogida
de la muestra (hospital, laboratorio), el rigor en la
descripcién inicial de todas las condiciones (anam-
nesis, datos de laboratorio), la disponibilidad de he-
rramientas de diagndstico adecuadas y, finalmente,
la experiencia del profesional. Conjugar todos estos
elementos tendria que tener como final el desarrollo
de una clasificacién de los tumores que sea univer-
sal y efectiva.

Para que cualquier nueva tecnologia tenga una apli-
cacién real en la practica clinica ha de cumplir con un
requisito imprescindible: ha de proporcionar nuevos
y/0 mejores biomarcadores que los ya existentes. Por
ello, es importante remarcar en este punto que to-
das las técnicas gendémicas (microarrays, secuencia-
cién masiva) que vayan a incorporarse a la practica
clinica han de recorrer un camino de descubrimiento
y caracterizacién de biomarcadores. En primer lugar,
las tecnologias y su aplicacién deben reflejar sin am-
bigiiedades el reconocimiento de una diferencia mor-
folégica de una manera reproducible y sistematica.
En segundo lugar, han de establecer la relacién en-
tre las caracteristicas del tumor (sus biomarcadores
ya conocidos) y las del tejido normal del que se origi-
na. En tercer lugar, su aplicacién debe facilitar el es-
tablecimiento de asociaciones entre la evolucién del
paciente o la respuesta al tratamiento y los biomar-
cadores que se proponga, de forma que éstos tengan
una utilidad clinico-terapéutica. Asi, por ejemplo, la
tecnologia de microarrays puede usarse para derivar
clasificaciones basadas en biomarcadores, establecer
asociaciones con la linea celular de origen y ayudar
en el prondstico, pero con la ventaja afiadida de ser
capaz de identificar los genes que determinan esa cla-
sificacion®.

Las tecnologia genémicas: nociones
sobre su origen, tipos y utilidades

Los microarrays de expresion génica

Los ensayos de hibridacién en microarrays, descritos
a finales de los aflos ochenta, se basan en la dispo-
sicién de material genético sobre un sustrato (plas-
tico, cristal, membranas), en posiciones conocidas.
En la actualidad existen en el mercado cientifico dife-
rentes herramientas de andlisis genémico (matrices o
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microarrays). En todos los casos, cada material gené-
tico que se coloca en el array esta referido a una re-
gién del genoma cuya situacién y caracteristicas son
conocidas o predichas con cierta verosimilitud. Es de-
cir, cada uno de los puntos del microarray puede re-
presentar un gen, y la informacién que nos genera se
refiere al estatus de ese gen en la muestra analizada.
Los experimentos en los que son empleadas son, casi
exclusivamente, estudios sobre anélisis masivo o glo-
bal de la expresién genética de organismos.

El material obtenido de la muestra problema, con-
venientemente tratado y marcado con una molécula
que permite su identificacién o lectura (fluorescencia)
se pone en contacto con el array, hibridando en aque-
llas posiciones en que se complemente con las son-
das. El patrén de hibridacién es revelado emplean-
dose un escaner basado en microscopia confocal, y
la imagen resultante se convierte a valores numéri-
cos que constituyen los resultados del ensayo. En el
ejemplo mds frecuente de los microarrays de expre-
sién, este sistema permite la cuantificacién de expre-
sién génica diferencial. El nivel de expresién de un
gen se refleja en el nimero de copias de mRNA pre-
sentes en la muestra problema y, por tanto, es pro-
porcional al nivel de sefial detectado.

El alto grado de integracién del array permite, en
un solo ensayo, obtener multitud de valores de ex-
presiéon génica relativa para distintas condiciones
bioldgicas, lo que convierte a esta técnica en una he-
rramienta de alto rendimiento para trabajos en el drea
de la genémica funcional. El gran volumen de datos
generados debe ser tratado con herramientas y méto-
dos bioinformaticos.

Los microarrays de DNA genémico

Aunque la aplicacién mas conocida de los biochips
de DNA es la determinacién de perfiles de transcrip-
cién, el formato microarray también ha sido utiliza-
do de manera eficaz, al menos en otros dos tipos de
experimentos: los microarrays disefiados para la de-
teccién masiva y simultdnea en una muestra proble-
ma de cientos de miles de polimorfismos de un Gni-
co nucleétido (single nucleotide polymorphisms o SNPs);
y los microarrays de DNA gendmico disefiados para
el estudio de las alteraciones en el nimero de copias
de DNA (copy number variations o CNVs) presentes en
la muestra a estudio.

Los microarrays de DNA genémico disefiados para
detectar CNVs han surgido como la evolucién en cla-
ve gendmica de la técnica conocida como hibrida-
cién gendémica comparada (comparative genomic hybri-
dization o CGH), desarrollada en 19920, La técnica
de CGH se aplicé extensamente a los més diversos
tipos de neoplasias pero quedé muy limitada debi-
do a su poca resolucién (7-10 megabases, es decir,
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segmentos del genoma que pueden contener dece-
nas de genes cuyo comportamiento se escapa al ana-
lisis). Esta limitacién se ha salvado mediante la in-
troduccién de los microarrays como plataforma para
hibridar las muestras problema. Esta aproximacién se
denomina array de CGH o CGH array. La hibrida-
cién se realiza sobre segmentos de DNA de menor
tamafo, lo més frecuente, oligonucleétidos de unos
60 pares de bases que pueden contener variantes de
tipo SNP. Estos segmentos de DNA son secuencias
gendmicas cuya localizacién en el genoma es conoci-
day cuyo contenido génico es conocido. En esta nue-
va situacién el nivel de resolucién pasa, por tanto, de
megabases (cromosémico) a kilobases (oligonucleéti-
dos). La técnica se alimenta de la gran cantidad de da-
tos aportados por el Proyecto Genoma Humano, so-
bre la ubicacidn, secuencia y contenido de genes de
estos fragmentos de DNA que son, en buena medi-
da, conocidos.

Los microarrays disefiados para el genotipado ma-
sivo de SNPs han sido los Gltimos en aparecer en el
campo de la gendmica aplicada pero su desarrollo
tiene muchos visos de ser imparable. Estos microa-
rrays estan disefiados para detectar, en una muestra
problema, la presencia o ausencia de un determina-
do SNPs. Por lo tanto, permiten conocer simultanea-
mente la secuencia de cientos de miles (con frecuen-
cia més de un millén) de variantes génicas presentes
en la muestra. Esta tecnologia se denomian array de
SNP o SNP array. Ofrece una gran ventaja respecto
a las pruebas genéticas empleadas hasta ahora para
determinar el genotipo de una serie de marcadores:
es una prueba global, que no selecciona previamen-
te los genes a estudiar sino que realiza un escaneo
general del genoma en busca de genotipos de inte-
rés. Supone el paso de la Farmacogenética a la Far-
macogendémica. Ademas, estos tipos de arrays tam-
bién pueden ser empleados (aunque con algo menos
de eficiencia) para detectar los CNVs en una muestra,
por lo que también pueden ser considerados como
CGH arrays.

Entre las tecnologias gendémicas emergentes pero
similares en su concepto a las de microarrays, se en-
cuentran las plataformas que determinan la presencia
de metilacién aberrante en el genoma. Si bien hasta
la fecha los estudios de epigenética se han centrado
en estudiar el estado de metilacién de las islas de di-
nucleétidos CpG en las regiones que condicionan la
transcripcién de un determinado gen, la incorpora-
cién de tecnologia genémica permite hacer esta de-
terminacién con un cardcter global (incluyendo todo
el genoma). Este tipo de andlisis, denominado epige-
ndémica, ya ha producido datos relevantes en el cam-
po de las neoplasias mieloides”? y mas recientemen-
te, desde nuestro pais, en el campo de la leucemica
linfoide crénica®.
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Las técnicas de secuenciacion masiva

La popularizacién de metodologias de alto rendi-
miento y en especial la secuenciacién de nueva gene-
racién (NGS de sus siglas inglesas, next generation se-
quencing), estd a punto de cambiar el panorama de la
clinica en un futuro inminente. La NGS se ha empe-
zado a aplicar con un gran éxito en el descubrimiento
de genes de enfermedades mendelianas y en cancer;
es la herramienta ideal para hacer realidad las prome-
sas de la medicina personalizada.

El desarrollo de estas técnicas de secuenciacién ma-
siva o ultrasecuenciacién ha permitido la identifica-
cién de nuevas mutaciones no descritas previamente
ademads de la identificacién de mutaciones en pobla-
ciones celulares presentes en pequefa proporcién.
Especificamente en el caso del cancer, la ultrasecuen-
ciacién permite la identificacién de mutaciones en es-
tadios iniciales en los cuales las mutaciones pueden
estar presentes en una proporcién menor del 20%,
necesario para los sistemas clasicos de secuenciacién.
De hecho, la secuenciacién de genomas completos
ha tenido como primer objetivo la oncohematologia
ya que las primeras publicaciones del area recogie-
ron de forma especifica dos casos independientes de
LMA de novo'1?. Recientemente, dentro de la inicia-
tiva del International Cancer Genome Consortium
(www.icgc.org), el equipo espafiol coliderado por los
Dres. Carlos Lépez-Otin y Elias Campo ha llevado a
cabo un gran esfuerzo en el drea. Desde este equipo
espafiol se han publicado datos genémicos de exo-
mas y genomas completos de pacientes con leucemia
mieloide crénica®®!?.

Con todo lo descrito y publicado sobre este tema,
es facil ver que la NGS va a convertirse en una préc-
tica rutinaria en clinica en un plazo de pocos afios
pero, para que esta situacién se produzca habra que
resolver una gran disyuntiva. Por un lado, el precio
de un exoma en la actualidad ronda los 1.000€ y la
tendencia de los precios ha sido reducirse a la mitad
cada 8 meses, aproximadamente. Esto quiere decir
que su precio serd asequible en clinica en un plazo de
2 afios, como mucho. Por otro lado, aunque el precio
de la tecnologia esté cerca de considerarse asequi-
ble, el precio del andlisis de estos datos dista mucho
de serlo. Se calcula que, por cada exoma completo
secuenciado, los gastos derivados para su andlisis
bioinformatico y validacién por tecnologia estanda-
rizada y emisién del informe con interpretacién cli-
nica serian posiblemente superiores a 40.000€. Ante
este escenario es preciso plantearse el impacto que
esta practica va a tener en los sistemas sanitarios.
Llevar a cabo un diagnéstico clinico tendria varios
elementos que incorporar en su proceso de transfe-
rencia. Por un lado, los gastos derivados de la tec-
nologia (aparatos costosos, mantenimiento y siste-
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mas de almacenamiento de datos) y de su analisis.
Por otro lado, la incorporacién efectiva de diferen-
tes profesionales como bioinformaticos y analistas
de datos masivos, actualmente ajenos a la dindmica
de trabajo clinica. Por Gltimo, también requerird, de-
bido a la complejidad de los hallazgos en cuanto al
elevado nimero de mutaciones y variantes de signi-
ficado desconocido, o en lo referente a la presencia
de mutaciones no esperadas que tengan repercusién
en otras patologias y/o con posible impacto en la fa-
milia si son germinales, una mayor participacién de
profesionales con experiencia en Genética Clinica en
la toma de decisiones.

Conclusiones

Esta ponencia, en primer lugar, introduce y resume
histéricamente las diferentes tecnologias experimen-
tales en la investigacién de los tumores hematolégi-
cos. Después analiza la situacién y disponibilidad ac-
tual de los biomarcadores gendémicos en la practica
clinica oncohematoldgica. En este andlisis se inclu-
yen'y presentan los marcadores genéticos de utilidad
clinicamente probada y se apuntan las futuras incor-
poraciones esperables, algunas de ellas derivadas del
caudal de datos generados mediante tecnologias ge-
ndémicas. Finalmente, se apuntan los problemas mas
frecuentes en la incorporacidn de este tipo de andlisis
gendémicos en la rutina de la actividad clinica y se in-
dican las posibilidades de desarrollos futuros en este
campo.
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Actualizacion de las anemias hemoliticas inmunes
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La anemia hemolitica autoinmune (AHAI) engloba a un grupo de enfermedades, algunas muy poco fre-
cuentes, cuyo diagnédstico requiere que el Laboratorio de Inmunohematologia demuestre la presencia de
autoanticuerpos (auto-Ac) eritrocitarios. La principal causa de la heterogeneidad que se observa dentro de
la AHAI viene dada precisamente por el tipo de auto-Ac implicado, que determina la fisiopatologia de la
hemolisis, y por la existencia o no de una causa subyacente. Para el diagndstico de algunas de estas AHAI
es imprescindible que se produzca una colaboracién muy estrecha entre la clinica y el laboratorio, colabo-
racién que resulta indispensable para el manejo transfusional de esta entidad.

En este simposio llevaremos a cabo una revisién actualizada del comportamiento clinico y biolégico de la
AHAI por Ac calientes (Dr. Atatlfo Gonzalez) y por Ac frios (Dra. Montserrat Lopez). Se examinara, ade-
mds, un tipo de AHAI reconocida cada vez con mds frecuencia y que es la asociada al trasplante de proge-
nitores hematopoyéticos (Dra. Nelly Carpio). Por dltimo, se presentarén tanto las tltimas novedades como
los principios cldsicos del tratamiento de este grupo de enfermedades (Dr. Javier Penalver).

El Dr. Gonzalez y colaboradores evaluardn la importancia de la clasificacién de las AHAI (Ac frios vs.
Ac calientes; etiologia primaria vs. secundaria) ya que tanto la patogenia como la terapéutica de estos
grupos difieren entre si. Los autores se centraran en la AHAI por auto-Ac calientes y revisaran las hipé-
tesis que se han planteado sobre la etiologia de esta enfermedad: reactividad cruzada, alteraciones del
complemento, del sistema de presentacién de autoantigenos, anomalias funcionales de los linfocitos T
y B y pérdida de regulacién en la produccién de citocinas. Revisardn, también, el valor de la prueba di-
recta de antiglobulina, conocida popularmente como test de Coombs, tanto en cuanto a las posibilida-
des de falsos positivos o negativos como al diagndstico diferencial que debe plantearse ante los resulta-
dos de esta prueba. Por dltimo, pero no menos importante, se referirdn a las dificultades que plantea la
transfusién de hematies en estos pacientes tanto por lo que hace a la garantia de compatibilidad fren-
te a posibles aloanticuerpos ocultos como a la hemolisis de los hematies transfundidos mediada por el
propio auto-Ac.

La Dra. Lépez comenzard su exposicién de la “enfermedad hemolitica por Ac frios” explicando la patoge-
nicidad de las crioaglutininas (CA), la importancia de su titulacién, del espectro térmico y del cardcter mo-
noclonal o no de las mismas. La patogenia y la fisiopatologia de este grupo de anemias determinan tanto
la presentacién clinica y la historia natural como la eficacia de las diferentes terapéuticas. Aunque conoci-
da de antiguo, no siempre se tiene en cuenta esa fisiopatologia, lo que lleva, con cierta frecuencia, a errores
en el diagnéstico y en la terapéutica. Dentro de este grupo de Ac frios se dedicard un espacio a la hemoglo-
binuria paroxistica a frigore (HPF) o anemia de Donath-Landsteiner, entidad fascinante y que fue la prime-
ra enfermedad autoinmune descrita en humanos, hace ahora algo més de un siglo, si bien esa forma clasi-
ca de HPF précticamente ha desaparecido en la actualidad.

La Dra. Carpio nos presentard una actualizacién de las anemias de causa inmune asociadas al trasplante
de precursores hematopoyéticos (TPH) y al de érganos sélidos. Es éste un grupo de anemias inmunes en
el que a veces resulta dificil escoger entre los prefijos “auto” y “alo”. Se encuentran aqui algunas entidades
poco conocidas fuera del ambito de la Inmunohematologia, como el sindrome del linfocito pasajero, que
viene a ser una forma de “enfermedad del injerto contra el huésped” especifica de los hematies, y que se-
guramente estdn infradiagnosticadas, asi como enfermedades que pueden llegar a ser muy graves, como la
AHAI asociada al TPH de sangre de cordén umbilical.

Finalmente, el Dr. Penalver nos pondra al dia del tratamiento de este grupo de enfermedades. Destaca en
su ponencia el hecho de que la AHAI escapa a los preceptos de la denominada “medicina basada en la evi-
dencia”, pues los esquemas terapéuticos mds empleados se fundamentan mas en la experiencia asisten-
cial acumulada dia a dia que en ensayos clinicos potentes, de los que curiosamente se carece a pesar de es-
tar ante enfermedades relativamente frecuentes. El ponente revisard en particular la calidad de la evidencia
que apoya el uso de rituximab en las AHAI ya que tal anticuerpo monoclonal constituye la aportacién mas
reciente al armamentario terapéutico de la AHAL
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Este es un simposio dedicado a refrescar el conocimiento de un grupo de anemias que podemos conside-
rar como clasicas, en muchas de las cuales ha habido pocos avances diagndsticos y terapéuticos pero en las
que no es raro cometer errores de bulto tanto en su diagnédstico diferencial como en el tratamiento, quiza
precisamente por eso, porque quedan habitualmente fuera de los programas educacionales de los congre-
sos y de los cursos de formacién continuada. Os invitamos, pues, a este simposio con la ilusién de que lo
que aqui se aprenda o rememore resulte Gtil en la practica clinica cotidiana.
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Anemias hemoliticas inmunes, actualizacion clinico-biologica
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Introduccion

Las anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI) cons-
tituye un grupo de cuadros clinicos de etiopatoge-
nia y manifestaciones heterogéneas que se caracte-
rizan por un acortamiento de la vida media de los
hematies causado por autoanticuerpos dirigidos con-
tra hematies autdlogos, que se unen a antigenos de
la superficie del hematie y desencadenan su destruc-
cién a través del sistema mononuclear-fagocitico y/o
del complemento.

Clasificacion

Las AHAI se clasifican, segtn el rango térmico pti-
mo al cual los autoanticuerpos se unen a los hema-
ties en el organismo, en: AHAI por anticuerpos calien-
tes (AHAI-C), AHAI por anticuerpos frios (AHAI-F)
y AHAI mixtas. En las AHAI-C, los autoanticuerpos
reaccionan con mayor afinidad a temperaturas cer-
canas a 37 °C y desciende su afinidad a temperaturas
menores, suelen ser clase IgG y menos frecuentemen-
te IgA, generalmente son policlonales y constituyen el
80-90% de los casos de AHAI En las AHAI-F la reac-
tividad maxima del autoanticuerpo se observa a tem-
peraturas inferiores a 37 °C (0-20 °C), suelen ser de
clase IgM y menos frecuente IgG, y generalmente son
monoclonales. La gran mayoria de los autoanticuerpos
frios se comportan como crioaglutininas, siendo me-
nos frecuente su comportamiento como hemolisinas.
La hemoglobinuria paroxistica a frigore es una forma
especial de crioaglutinina, ya que el anticuerpo es IgG
y se fija al hematie en frio pero produce su lisis a 37 °C.
Un pequefio nimero de pacientes presentan autoan-
ticuerpos reactivos frios y calientes, y en estas AHAI
mixtas la hemolisis generalmente es mas severa®.
Ademads, las AHAI se pueden clasificar, de acuer-
do con su etiopatogenia o fisiopatologia, en primaria
o idiopatica cuando no presentan una asociacién apa-
rente con ninguna enfermedad subyacente y en secun-
daria cuando se asocia a otra enfermedad. Se puede
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considerar AHAI secundaria cuando: 1) la asociacién
AHAI y enfermedad subyacente ocurre mas frecuen-
temente que cada uno de los cuadros por separado; 2)
la resolucién o el tratamiento de la enfermedad aso-
ciada revierte la AHAI; 3) la AHAI y la enfermedad
asociada estan relacionadas por la evidencia de altera-
ciones inmunoldgicas. Con estos estrictos criterios de
clasificacién la AHAI primaria o idiopatica supone al-
rededor del 50% de los casos de AHAI". Sin embargo,
se encuentra una causa secundaria de AHAI en el 20-
80% de las series publicadas. Estas causas secundarias
incluyen sindromes linfoproliferativos (SLP), enferme-
dades autoinmunes (EAI), infecciones, situaciones de
inmunodeficiencia, trasplantes de érganos sélidos y de
progenitores hemopoyéticos, tumores y farmacos (Ta-
bla 1)@. Los SLP suponen aproximadamente el 50%
de los casos de AHAI secundaria tanto por anticuerpos
calientes como frios. Las EAI en especial el lupus eri-
tematoso sistémico (LES), son la siguiente causa prin-
cipal de AHA-C, mientras que las infecciones lo son
de la AHAI-FY.

Algunos farmacos pueden desencadenar mediante di-
ferentes mecanismos un cuadro hemolitico de naturale-
za inmune. Algunos farmacos (como la penicilina) ac-
tian como haptenos dosis-dependiente al adherirse a la
membrana del hematie y provocar la aparicién de anti-
cuerpos y hemolisis. Otros, por un mecanismo dosis-in-
dependiente, se unen al anticuerpo formando inmuno-
complejos que se adhieren a la membrana del hematie
activando la cascada del complemento. Por dltimo, de-
terminados farmacos (como la metildopa o fludarabina)
pueden provocar la aparicién de un fenémeno de au-
toinmunidad, indistinguible de una AHAI-C, con for-
macién de anticuerpos dirigidos contra antigenos eri-
trocitarios y hemolisis en ausencia del farmaco®.

Estas diferenciaciones van a tener implicaciones
patogénicas y terapéuticas importantes, por lo que
ante el diagnéstico de una AHAI nos debemos plan-
tear siempre estas dos cuestiones: cudl es el tipo de
anticuerpo responsable de la hemolisis y si la AHAI
es primaria o secundaria.
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Tabla 1. Prevalencia y tipo de anticuerpos en la AHAI secundaria

Enfermedad o condicion asociada

Leucemia linfatica crnica (LLC) 2,3-4,3
Linfoma no Hodgkin (no LLC) 2,6
Gammapatia monoclonal IgM 11
Enfermedad de Hodgkin 0,19-1,7
Tumores s6lidos Muy raro
Quiste dermoide ovarico Muy raro
Lupus eritematoso sistémico 6,1
Colitis ulcerosa 1,7
Inmunodeficiencia comdn variable 55
Enfermedad linfoproliferativa autoinmune 50
Trasplante alogénico de PH 4,4

Trasplante de drganos sélidos
Farmacos en LLC 2,9-10,5
Interferdn o Incidencia:

Lechner K, Jager U. Blood 2010; 116(11): 1831-8

Incidencia

Pese a ser las anemias hemoliticas adquiridas més fre-
cuentes en nuestro medio, presentan una baja inciden-
cia, algo inferior a la parpura trombopénica idiopatica,
que se estima en torno a 1 caso por 100.000 habitan-
tes/afio y una prevalencia de 17 por 100.000 habitan-
tes. Aunque pueden aparecer en cualquier grupo de
edad, dos tercios de los pacientes diagnosticados de
AHAI son mayores de 40 afios. Como en la mayoria
de las enfermedades autoinmunes, existe una mayor
incidencia en mujeres, sobre todo en la 4.* y 5.* déca-
da de la vida, con un pico de incidencia alrededor de la
séptima década de la vida con predominio en varones,
que parece estar relacionado con el aumento de la inci-
dencia de neoplasias linfoproliferativas con la edad. La
mayoria de los casos de AHAI primaria son esporadi-
cos, siendo los casos familiares una excepcién®.

En esta revisién vamos a resumir los aspectos pato-
génicos y diagndsticos centrandonos en las AHAI por
anticuerpos calientes ya que la AHAI por anticuerpos
frios y el tratamiento serdn desarrollados en otras po-
nencias del simposio.

Patogénesis

La patogénesis de las AHAI es un proceso comple-
jo en el que varios factores juegan un papel esencial
en la pérdida de la tolerancia inmunoldgica a antige-
nos propios eritrocitarios®. Se han postulado diferen-
tes hipotéticos mecanismos no excluyentes entre si
para justificar la produccién de autoanticuerpos en-
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Prevalencia de AHAI (%)

5,6 (pancreas)

11,5/100.000 pacientes-afio

AHAI-C AHAI-F
87% 7%
Més comin Menos comin
No Todos
Casi todos Raro
2/3 1/3
Todos No
Casi todos Raro
Todos No
Todos No
Todos No
Si Si
Si No
Casi todos Raro
Todos 0

tre los que destacan: reactividad cruzada o mimetis-
mo molecular; alteraciones en el sistema del comple-
mento; pérdida en la efectividad de presentacién de
autoantigenos; anormalidad funcional de linfocitos B
y T; pérdida de la regulacién en la produccién de ci-
tocinas (Tabla 2)©.

Reactividad cruzada o mimetismo molecular

Enla mayoria de los casos de AHAI-C los antigenos dia-
na sobre los que van dirigidos son polipéptidos del gru-
po Rh que presentan un epitopo polimérfico que esta
presente en todas las personas, excepto en aquéllos con
el fenotipo inusual (Rh nulo). En algunos casos, el epito-
po puede incluir algunos o la totalidad de la parte poli-
morfica de la proteina que define un antigeno especifico
(por lo general, el antigeno "e"). En una minoria de pa-
cientes otros epitopos de proteinas de otros grupos san-
guineos constituyen los antigenos diana, como las gli-
coforinas o las proteinas del complejo molecular de la
banda 3. El mecanismo que mds a menudo se ha pro-
puesto para explicar el papel de los autoantigenos en las
enfermedades autoinmunes es la reactividad cruzada o
el mimetismo entre antigenos medioambientales y au-
toantigenos, de forma que los antigenos medioambien-
tales determinarian una mayor avidez en el reconoci-
miento de secuencias de autoantigenos que superarian
la tolerancia inmunoldgica de éstos®.

En el modelo murino NZB (cepa de ratones negros
de Nueva Zelanda), donde los ratones desarrollan
una AHAI entre los 5 y 6 meses de edad, el autoanti-
geno dominante es la banda 3. Se ha identificado la
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Tabla 2. Posibles mecanismos de autoinmunidad en la AHAI

Reactividad cruzada o mimetismo molecular

* Los polipéptidos del grupo Rh constituyen la mayoria de los antigenos en la AHAI-C

* En el modelo murino NZB existe una alta homologia entre el autoepitopo de la banda 3 y secuencias bacterianas
* En modelos murinos NZB knock-out con ausencia de la banda 3 también se desarrolla una AHAI

* EI CD4T sirve como marcador de autoidentidad de los hematies en modelos murinos

* La interaccion de CD47 y de la SIRP-ct no juega un papel importante en la hemolisis en humanos

Alteraciones en el sistema del complemento
e Disminucion de la expresion del CD55 (DAF), CD59 (MIRL), CD35 (CR1) y CD (MCP) en pacientes con enfermedades autoinmunes
Pérdida en la efectividad de presentacion de autoantigenos

e Alteracion en el procesamiento enzimatico endosomal de los epitopos de las estructuras moleculares de los autoantigenos
* Unién débil al complejo mayor de histocompatibilidad en su membrana
* Presencia de linfocitos T autorreactivos quiescentes
* Presentacion de epitopos cripticos en el procesamiento de autoantigenos
Anormalidad funcional de linfocitos By T

e Activacion policlonal de los linfocitos B como consecuencia a la exposicion de superantigenos o mitogenos

* Mutaciones somaticas en la secuencia de la region variable de los autoanticuerpos contra la banda 3 en el modelo murino NZB

* El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD4 determina un retraso en la generacion de autoanticuerpos en modelos murinos

* La deplecidn de las células T en ratones impide la induccidn de la AHAI en respuesta a la inmunizacion por hematies de rata

* Altos niveles del receptor de la interleucina 2 (CD25 +) en linfocitos Treg de pacientes con AHAI y otras enfermedades autoinmunes frente a controles sanos
* Modelos murinos knock-out CD25 desarrollan enfermedades autoinmunes

* |a transferencia de linfocitos Treg CD4 y CD25 purificados de ratones inmunizados previene el desarrollo de la AHAI

Pérdida de la regulacion en la produccion de citocinas

* La estimulacion in vitro de las células mononucleadas con autoantigenos Rh determina la proliferacién de linfocitos Th1 que producen INF-y e IL-2
* Niveles altos de IL-4 y 10 y bajos de INF-y en pacientes con AHAI en comparacion con controles sanos

existencia de una alta homologia entre el autoepito-
po de la banda 3 y secuencias bacterianas, por lo que
éstas o cualquier otro agente medioambiental pue-
den iniciar, en este modelo, la respuesta inmune con-
tra la banda 31%. Sin embargo, en modelos murinos
NZB knock-out con ausencia de la banda 3 también
se desarrolla una AHAI de las mismas caracteristicas,
salvo que en estos casos los autoantigenos contra los
que se dirigen los autoanticuerpos corresponden a las
gicoforinas”. Por tanto, en los ratones NZB el desa-
rrollo de la AHAI no depende fundamentalmente de
la expresién de la banda 3, lo que sugiere que la en-
fermedad se puede desarrollar sin la necesidad de la
existencia de una reactividad cruzada.

El CD47 es una glicoproteina transmembrana que
estd estrechamente relacionada con las proteinas del
grupo Rh en un complejo multiproteico y tiene se-
cuencias homologas a las inmunoglobulianas, por lo
que se ha sugerido que podria estar involucrada en la
hemolisis. En modelos murinos knock-out se ha de-
mostrado que el CD47 sirve como marcador de au-
toindentidad de los hematies, de forma que su unién
con la proteina de regulacién alfa (SIRP-0) en la su-
perficie de los macréfagos inhibe su activacién y la
fagocitosis. Sin embrago, en estudios en humanos
no se han observado diferencias en la expresién del
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CD47 en hematies y de la SIRP-a0 en monocitos en
pacientes con AHAI y en individuos sanos, lo que su-
giere que no juega un papel importante en la hemo-
lisis™®.

Alteraciones en el sistema del complemento

Se han relacionado algunas alteraciones en el siste-
ma del complemento con la pérdida de la tolerancia
inmunoldgica. En este sentido, se ha observado una
disminucién de ciertas proteinas reguladoras del sis-
tema del complemento en la superficie de los linfoci-
tos T, neutréfilos y hematies en pacientes con enfer-
medades con fendmenos autoinmunes como el LES,
el sida o la lepra lepromatosa. Asi, la disminucién de
la expresion del CD55 (DAF), CD59 (MIRL), CD35
(CR1) y CD (MCP) se ha relacionado con la presen-
cia de citopenias y el grado de actividad de la enfer-
medad®?.

Pérdida en la efectividad de presentacion
de autoantigenos

Una de las hipétesis formuladas para explicar el de-
sarrollo de las enfermedades autoinmunes se basa
en una alteracién en la presentacién de los autoan-
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tigenos de las células diana por parte de las célu-
las presentadoras de antigenos (células dendriticas
y macréfagos). En condiciones normales las célu-
las presentadoras de antigenos (células dendriticas
y macréfagos) capturan estructuras antigénicas y
posteriormente las presentan a linfocitos T auto-
rreactivos para inducir una tolerancia inmunolégi-
ca de los linfocitos T bien por delecién (seleccion
negativa) de las clonas reactivas (tolerancia central)
o bien por anergia (tolerancia periférica)?®. Una al-
teracién en el procesamiento enzimadtico endoso-
mal de los epitopos de las estructuras moleculares
de los autoantigenos de las células presentadoras
de antigenos o una unién débil al complejo mayor
de histocompatibilidad en su membrana podria
dar como resultado que linfocitos T autorreacti-
vos virgenes escaparan de los mecanismos de to-
lerancia inmunolégica y permanecieran en el pool
de linfocitos T periféricos. Estos linfocitos T auto-
rreactivos permanecerian quiescentes incluso si los
autoantigenos que reconocen estan presentes y po-
drian ser activados por reactividad cruzada de esti-
mulos antigénicos ambientales o por nuevos cam-
bios inducidos por citocinas en el procesamiento
de autoantigenos que determinarfan la presenta-
cién de epitopos cripticos?.

Anormalidad funcional de linfocitos By T

En las enfermedades autoinmunes se han descri-
to diferentes alteraciones funcionales que afectan
a linfocitos B y T como posibles responsables de
su desarrollo. Asi, en las AHAI se ha involucra-
do a una activacién policlonal de los linfocitos B
como consecuencia a la exposicién de superanti-
genos o mitégenos que escaparian a los diferentes
mecanismos de control de la linfoproliferacién®.
En diferentes infecciones virales y parasitarias, en
modelos murinos y en humanos, se observa un au-
mento de la produccién de autoanticuerpos diri-
gidos a antigenos eritrocitarios asociado a hiper-
gammaglobulinemia policlonal y otros fenémenos
autoinmunes como la presencia de inmunocom-
plejos circulantes o de factor reumatoide®. Sin
embargo, en el modelo murino NZB la secuencia
de la regidon variable de los autoanticuerpos contra
la banda 3 muestra la existencia de mutaciones so-
maticas”, lo que indica que ha existido una ma-
duracién en la afinidad antigeno-anticuerpo y que
por tanto la produccién de los autoanticuerpos es
antigeno-dirigida, lo que va en contra de que la
produccién de autoanticuerpos, al menos en este
modelo murino, sea una manifestacién de una ac-
tivacién policlonal de los linfocitos B (por ejem-
plo, por superantigenos, como se habia sugerido
previamente).
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En cualquiera de los casos, la produccién de los
autoanticuerpos parece dependiente de linfocitos T.
Asi, en los ratones NZB, el tratamiento con anti-
cuerpos monoclonales anti-CD4 determina un re-
traso en la generacién de los autoanticuerpos, y la
deplecién de las células T de estos ratones impide
la induccién de la AIHA en respuesta a la inmuni-
zacién por hematies de rata®). Dentro de las pobla-
ciones de linfocitos T, en varios estudios se ha de-
mostrado la existencia de alteraciones funcionales
y numéricas en los linfocitos T CD4 reguladores (T
reg), que expresan altos niveles del receptor de la
interleucina 2 (CD25 +) en pacientes con AHAI y
otras enfermedades autoinmunes frente a controles
sanos. En este sentido, en modelos murinos knock-
out CD25, los ratones desarrollan enfermedades au-
toinmunes y AHAI con la edad, y en ratones tra-
tados con anticuerpos anti-CD25 la incidencia de
AHAI aument6 del 30% al 90% al ser inmunizados
con hematies de rata. Sin embargo, la transferencia
de linfocitos T reg CD4 y CD25 purificados de rato-
nes inmunizados en estos modelos prevenia el de-
sarrollo de la AHAI®. Por tanto, estos linfocitos T
reg parece que tienen un importante papel en la ge-
neracién y el mantenimiento de la tolerancia inmu-
nolégica periférica.

Pérdida de la regulacion en la produccion
de citocinas

Los linfocitos T CD4 cooperadores (Th) se pueden
clasificar en diferentes tipos funcionales sobre la base
de las citocinas que segregan. Los linfocitos Th1 sin-
tetizan interleucina-2 (IL-2), interferén-y (IEN-y), y
factor de necrosis tumoral B (TNF-B), e intervienen
en la promocién de la inmunidad mediada por célu-
las, en la hipersensibilidad de tipo retardado, en la ac-
tivacién de los macréfagos y en la produccién de an-
ticuerpos opsonizantes. Por el contrario, los linfocitos
Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y promue-
ven la respuesta alérgica y humoral. El papel de las ci-
tocinas Th1 y Th2 en la patogénesis de las enferme-
dades autoinmunes es un campo de la investigacién
en el momento actual. En este sentido, se ha observa-
do que la estimulacidn in vitro de las células mononu-
cleadas con autoantigenos Rh en pacientes con AHAI
determina la proliferacién de linfocitos Thl que pro-
ducen INF-y e IL-2. En contraste también se han ob-
servado en pacientes con AHAI niveles altos de IL-4
y 10 y bajos de INF-y en comparacién con controles
sanos. Estos resultados sugieren que hay una dismi-
nucién basal de las citocinas Th1 y un aumento de las
citocinas Th2 como resultado de una respuesta paté-
gena inicial de linfocitos Th1 seguida de una respues-
ta Th2 que podria mediar como proteccién contra la
formacién de autoanticuerpos®.
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Mecanismo de destruccion de los hematies
por los autoanticuerpos IgG

La destruccién de los hematies cubiertos por los au-
toanticuerpos es mediada principalmente por el se-
cuestro y la fagocitosis en los macréfagos de los cor-
dones de Billroth en el bazo y en cierta medida en las
células de Kupffer del higado. Los macréfagos expre-
san en su superficie receptores para la regién Fc de la
IgG, en particular para los IgG1 e I[gG3 y para los frag-
mentos opsonizantes de las proteinas C3 y C4 del
complemento. Cuando las IgG y el complemento es-
tan presentes juntos en la superficie de glébulos rojos
actiian de forma sinérgica potencidndose su opsoniza-
cién y favoreciendo la fagocitosis de los hematies. Son
necesarias dos moléculas de IgG para fijar el comple-
mento y, dado que los antigenos del sistema Rh, con-
tra los que estdn dirigidos en la mayoria de las oca-
siones los autoanticuerpos, suelen estar separados, la
fijacién y activacién del complemento no es frecuen-
te. La mayoria del secuestro de glébulos rojos en la
AHAI-C ocurre en el bazo, pero la captura en el higa-
do se puede producir en presencia de grandes cantida-
des de anticuerpos IgG o la presencia simultdnea de
proteinas del complemento en la superficie de los he-
matfes. Estos, una vez atrapados, pueden ser parcial o
totalmente ingeridos por un macréfago. La fagocitosis
parcial es mas comun y conduce a la formacién de es-
ferocitos, los cuales, al ser mas rigidos y menos defor-
mables que los glébulos rojos normales, estan sujetos
a una mayor fragmentacién y destruccién en los futu-
ros pasos a través del bazo. Aunque en algunas oca-
siones se puede fijar el complemento, la hemolisis in-
travascular y hemoglobinuria por la activacién de los
componentes terminales del complemento (C5-C9)
son inusuales, en parte por la capacidad de las protei-
nas reguladoras del complemento en el plasma y en
la superficie de glébulos rojos para abortar la fijacién
de estos componentes terminales del complemento®.

Diagnéstico

El diagnéstico de las AHAI se fundamenta, por un
lado, en la evidencia clinica y analitica de hemolisis
y, por otro, en la demostracidn serolégica de un au-
toanticuerpo®.

La naturaleza hemolitica de la anemia se debe con-
firmar con datos analiticos de destruccién de los he-
maties como un aumento de la LDH, una dismiucién
de la haptoglobina y un aumento de la bilirrubina in-
directa. Dado que enla AHAI-C el mecanismo de des-
truccién de los hematies es fundamentalmente a ni-
vel del sistema mononuclear-fagocitico en el bazo, la
existencia de datos de hemolisis intravascular como
hemoglobinuria y hemosiderinuria son poco frecuen-
tes. Por tanto, ante la presencia de datos de hemolisis
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intravascular, habrd que considerar la posibilidad de
otras formas de anemia hemolitica como la AHAI-E
la hemoglobinuria paroxistica al frio, la AHAI mixta
y la AHAI por drogas®.

El grado de anemia puede ser muy variable, des-
de casos practicamente sin anemia con una hemolisis
compensada hasta casos con hemolisis muy severa
que comprometa la vida del paciente. Ocasionalmen-
te se puede acompafiar de leucopenia, neutropenia o
trombopenia, aunque lo habitual es que exista una
leve leucocitosis con neutrofilia y una cifra de plaque-
tas dentro de la normalidad. La existencia de trombo-
penia por destruccién de mecanismo inmune de las
plaquetas se conoce con el nombre de sindrome de
Evans, en el que los anticuerpos dirigidos contra las
plaquetas son distintos y reconocen estructuras anti-
génicas diferentes a las de los hematies®”.

En la sangre periférica es caracteristica la presencia
de esferocitos, y su grado se correlaciona con la seve-
ridad de la hemolisis. Ademads existen signos de eri-
tropoyesis acelerada y regeneracién medular como
la presencia de reticulocitosis y la posible presencia
de eritroblastos en sangre periférica. Sin embargo,
hasta en un tercio de los pacientes puede presentar-
se una reticulocitopenia transitoria a pesar de existir
una médula ésea normal o con hiperplasia eritroide
por destruccién prematura de los reticulocitos. Ante
la existencia de una reticulocitopenia persistente ha-
bra que descartar un compromiso medular por una
enfermedad subyacente relacionada o no con el tras-
torno autoinmune, una infeccién por parvovirus, la
existencia de téxicos o un déficit nutricional. El estu-
dio de la médula 6sea no es necesario para establecer
el diagnéstico y habitualmente muestra una hiperpla-
sia eritroide y permite descartar la existencia de un
proceso linfoproliferativo®.

La demostracién serolégica de un autoanticuerpo
se realiza mediante la prueba directa de la antiglobu-
lina (PDA) o test de Coombs directo, que demuestra
la presencia de anticuerpos o proteinas del comple-
mento en la superficie de los hematies. Sin embargo,
la existencia de una PDA no es diagndstico de AHAI
sino existe evidencia de hemolisis. De esta forma, en
el 0,01-0,1% de los donantes de sangre es positivo,
y hasta en un 1-15% de los pacientes hospitalizados
por adsorcién inespecifica de IgG plasmatica debidos
a cambios en la membrana del hematie provocados
por medicamentos, la PDA puede ser positiva sin que
exista hemolisis@V. Por tanto, aunque el hallazgo de
una PDA positiva en un paciente afecto de anemia
hemolitica se va a corresponder en la gran mayoria
de los casos con la naturaleza inmune de la misma,
algunos pacientes con anemia hemolitica no inmune
como drepanocitosis, beta-talasemia y enfermedades
renales también pueden presentar un resultado posi-
tivo pero sin una clara relacién con la hemolisis.
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La PDA se basa en la aglutinizacién en un tubo
de ensayo de los hematies, que tienen en su super-
ficie moléculas de IgG o complemento, inducida por
un antisuero que contiene anticuerpos contra la por-
cién Fc de las IgG, asi como frente a determinadas
fracciones del complemento (anti-C3d y, en algu-
nos casos, anti-C3b). La obtencién de un resultado
positivo de la PDA con un antisuero poliespecifico
conduce a la repeticién de la prueba con los reacti-
vos monoespecificos IgG, C3d y también IgM e IgA,
para conocer la naturaleza exacta de las moléculas
fijadas a los hematies. En esta nueva PDA con anti-
sueros monoespecificos pueden presentarse tres po-
sibles patrones:

1) PDA positiva con IgG monoespecifica (20-66 %
de los casos); 2) positiva con IgG y C3d (24-64%); 3)
positivacién C3d (7-14%). La presencia de una PDA
positiva con antisueros monoespecificos frente a IgA
e IgM es muy poco frecuente y habitualmente se aso-
cia a la presencia de IgG y/o complemento®. El sig-
nificado diagnéstico de estos patrones de la PDA se
resume en la

Existe poca relacién entre la intensidad de la reac-
cién de la PDA y la tasa de destruccién de los he-
maties. Sin embargo, la tasa de destruccién de los
hematies si estd relacionada con la subclase de inmu-
noglobulina (Ig) del autoanticuerpo. La IgG1 e IgG3
son mas efectivas para producir hemolisis que las
IgG2 e IgG4 ya que tienen una mayor afinidad por
los receptores Fc de los macréfagos y una mayor ac-
tividad en fijar complemento®.

Un 1-10% de los pacientes con cuadro de AHAI
presentan PDA negativa, debido a que la sensibilidad
de la prueba no es capaz de detectar en estos casos
los anticuerpos o el complemento en los hematies,
a que el autoanticuerpo fijado a los hematies es de
clase IgM o IgA y no pueden ser reconocidos por el
suero antiglobulina, o porque los anticuerpos son de

Tabla 3. Significado diagnostico de los patrones de la prueba
directa de la antiglobulina (PDA)

Resultado de PDA Diagnéstico diferencial
Sélo 1gG 1) AHAI por anticuerpos calientes
2) secundaria a farmacos
(por hapteno o autoanticuerpos)
Sélo complemento 1) AHAI por anticuerpos calientes con baja afinidad

2
3
4
IgGy complemento 1

AHAI por anticuerpos frios
Hemoglobinuria paroxistica a frigore

secundaria a farmacos (por inmunocomplejos)

—_- = = =

AHAI por anticuerpos calientes
2) secundaria a farmacos (por autoanticuerpos)
Packman CH. Blood Reviews 2008; 22: 17-31
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baja afinidad y son eluidos de la superficie de los he-
maties in vitro durante el proceso de lavado previo a
la adicién de la antiglobulina®?9. Aunque no existe
unanimidad, se cree que el minimo nimero de mo-
léculas de IgG por hematie que puede ser detectado
por el reactivo antiglobulina es de alrededor de 100
a 200 moléculas, dependiendo en parte del tipo de
IgG implicada y de la potencia del suero antiglobu-
lina empleado. Existe una cierta relacién entre el nd-
mero de moléculas de IgG fijadas a los hematies y la
intensidad de la reaccién®. La utilizacién de técni-
cas alternativas a la PDA convencional como el test
de consumo de complemento en el anticuerpo fijado,
la técnica de la antiglobulina enzimatica, el radioin-
munoensayo con anti-IgG, citometria de flujo, aglu-
tinacién directa con PEG o polibrene, aglutinacién en
gel, y técnicas de concentracién del eluido, se han uti-
lizado para aumentar la sensibilidad en general, con
un menor ndmero de falsos negativos aunque con re-
sultados dispares y dificiles de interpretar, ya que al-
gunas de ellas todavia no estan totalmente estanda-
rizadas®@.

En la AHAI-C, también suelen encontrarse los au-
toanticuerpos libres en el plasma o suero del pacien-
te y pueden ser eluidos o despegados de la superficie
de los hematies para su identificacién mediante una
prueba de antiglobulina indirecta (PAI). La cantidad
de autoanticuerpos en el suero o plasma depende de
la cantidad de anticuerpos presente en los hematies y
la afinidad del anticuerpo por los antigenos de los he-
maties. En general, cuanto mas autoanticuerpos es-
tén presentes y menor sea su afinidad de unién, mas
probable es que se identifiquen autoanticuerpos en el
plasma del paciente. De esta forma, un paciente con
un anticuerpo en el plasma (PAI positivo) pero no en
los hematies (PDA negativa) es mds probable que no
tenga un proceso autoinmune, sino un aloanticuerpo
causado por una transfusién o una sensibilizacién fe-
to-materna previa®.

Generalmente, los autoanticuerpos se comportan
como panaglutininas, que reaccionaran frente a to-
dos los hematies normales, dando un resultado po-
sitivo en el escrutinio y en la identificacién de anti-
cuerpos irregulares, asi como en las pruebas cruzadas
pretransfusionales. Por tanto, la transfusién de he-
maties en la AHAI presenta dos problemas: por una
lado, que los hematies transfundidos también pue-
den ser hemolizados por el autoanticuerpo y, por
otro, que la identificacién de posibles aloanticuerpos
es muy complicada al estar enmascarados por el au-
toanticuerpo. En este sentido, el fenotipo antigénico
y la autoadsorcién con hematies autdlogos para eli-
minar los autoanticuerpos pueden demostrar o des-
cartar la presencia de aloanticuerpos que faciliten la
identificacion de sangre lo mas compatible posible®®.

No obstante, en las mujeres sin antecedentes de em-
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barazo y transfusiones y en los hombres no transfun-
didos, el riesgo de aloanticuerpos se considera casi au-
sente, lo que puede permitir la transfusién de hematies
sélo ABO y Rh-compatibles en estos casos ante situa-
ciones de extrema urgencia. La realizacién de un feno-
tipo o genotipo extendido con respecto a los subgru-
pos Rh (C, C, E, e), Kell, Kidd, duffy, y S/s permite
transfundir sangre, en lo posible, lo mas similar feno-
tipicamente. Con ello, no sélo se va a asegurar la au-
sencia de aloanticuerpos dirigidos contra estos antige-
nos, sino que ademads se va a minimizar el riesgo de
aloinmunizacién. La aloinmunizacién constituye otro
problema asociado con la transfusién, ya que su fre-
cuencia en estos pacientes, comparada con otros que
reciben un nimero similar de transfusiones, es mucho
mds elevada®. En cualquier caso, en situaciones cri-
ticas la transfusién no se debe retrasar por estos mo-
tivos porque incluso pequefas cantidades de sangre
transfundidas pueden salvar la vida del paciente.

Bibliografia

1. Charles H. Packman. Hemolytic anemia due to warm auto-
antibodies. Blood Reviews 2008; 22: 17-31.

2. Lechner K, Jager U. How I treat autoimmune hemolytic ane-
mias in adults. Blood 2010; 116(11): 1831-1838.

3. Garratti G. Review: drug-induced immune hemolytic ane-
mia-the last decade. Immunohematology 2004; 20(3): 138-
146.

4. Eaton WW, Rose NR, Kalaydjian A, Pedersen. MG,
Mortensen PB. Epidemiology of autoimmune diseases in
Denmark. ] Autoimmun. 2007; 29(1): 1-9.

5. Semple JW, Freedman J. Autoimmune Pathogenesis and Au-
toimmune Hemolytic Anemia. Semin Hematol 2005; 42:
122-130.

6. Barros MMO, Blajchman MA, Bordin JO. Warm autoim-
mune hemolytic anemia: recent progress in understanding
the immunobiology and the treatment. Trans Medicine Rev
2012; 24(3): 195-210.

7. Leddy JP, Falany JL, Kissel GE, et al: Erythrocyte membrane
proteins reactive with human (warm-reacting) anti-red cell
autoantibodies. ] Clin Invest 1993; 91: 1672-1680.

8. Todd JA, Steinman L. The environment strikes back. Curr
Opin Immunol 1993; 5: 863-865.

9. DeHeer DH, Edgington TS. Cellular events associated with
the immunogenesis of anti- erythrocyte autoantibody re-
sponses of NZB mice. Transplant Rev 1976; 31: 116-155.

10. Hall AM, Ward FJ, Shen CR, et al: Deletion of the dominant
autoantigen in NZB mice with autoimmune hemolytic ane-

| 74 ]

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

mia: Effects on autoantibody and T-helper responses. Blood
2007 110: 4511-4517.

Ahrens N, Pagenkopf C, Kiesewetter H, et al: CD47 is ex-
pressed at normal levels in patients with autoimmune hae-
molytic anaemia and/or immune thrombocytopenia. Trans-
fus Med 2006; 16: 397-402.

Ruiz-Argtielles A, Llorente L: The role of complement regu-
latory proteins (CD55 and CD59) in the pathogenesis of au-
toimmune hemocytopenias. Autoimmun Rev 2007; 6: 155-
161.

Ohashi PS, DeFranco AL: Making and breaking tolerance.
Curr Opin Immunol 2002; 14: 744-759.

Barker RN, Vickers MA, Ward FJ: Controlling autoimmunity-
Lessons from the study of red blood cells as model antigens.
Immunol Lett 2007; 108: 20-26.

Dziarski R. Autoimmunity: polyclonal activation or antigen
induction¢. Immunol Today 1988; 9: 340-342.

Musaji A, Meite M, Detalle L, et al: Enhancement of auto-
antibody pathogenicity by viral infections in mouse models
of anemia and thrombocytopenia. Autoimmun Rev 2005; 4:
247-252.

Oliveira GG, Hutchings PR, Roitt IM, et al: Production of
erythrocyte autoantibodies in NZB mice is inhibited by CD4
antibodies. Clin Exp Immunol 1994; 96: 297-302.

Mqadmi A, Zheng X, Yazdanbakhsh K: CD4+CD25+ regula-
tory T cells control induction of autoimmune hemolytic ane-
mia. Blood 2005; 105: 3746-3748.

Hall AM, Ward F, Vickers MA, et al: Interleukin-10-medi-
ated regulatory T-cell responses to epitopes on a human red
blood cell autoantigen. Blood 2002; 100: 4529-4536.

Dacie SJ. The immune haemolytic anaemias: a century of ex-
citing progress in understanding. Br ] Haematol 2001; 114(4):
770-85.

Sokal R], Booker DJ, Stamps R. The pathology of autoim-
mune haemolytic anaemia. ] Clin Pathol 1992; 45:1047-52.
Dacie JV. The Haemolytic Anaemias. 3d ed. The Autoim-
mune Haemolytic Anaemias, vol. 3. New York: Churchill
Livingstone; 1992.

Leger RM, Co A, GHunt P, Garratty G. Attempts to support
an immune etiology in 800 patients with direct antiglobulin
test-negative hemolytic anemia. Immunohematology 2010;
26(4): 156-160.

Garratty G. Immune hemolytic anemia associated with
negative routine serology. Semin Hematol 2005; 42: 156-
164.

Branch DR, Petz LD: Detecting alloantibodies in patients
with autoantibodies. Transfusion 39:6-10, 1999.

Garraty G, Petz LD. Approaches to selecting blood for trans-
fusion to patients with utoinmmune haemolytic anemia.
Transfusion 2002; 42: 1390-1392.

Shirey RS, Boyd JS, Parwani AV, Tanz, WS, Ness PM, King
KE. Prophylactic antigen matched donor blood for patients
with warm autoantibodies: an algoritm for transfusion man-
agement. Transfusion 2002;42:1936-41.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Enfermedad hemolitica por anticuerpos frios
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Introduccion

Las anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI) son un
grupo de enfermedades caracterizadas por hemolisis
debida a autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
de la superficie de los hematies. Los autoanticuerpos
pueden ser reactivos a temperatura corporal (37 °C),
en cuyo caso se denominan anticuerpos calientes, o
a temperatura inferior, denomindndose anticuerpos
frios. Las AHAI se clasifican segin la temperatura de
reactividad de los anticuerpos y por la presencia o au-
sencia de enfermedad asociada® (Tabla 1). Las AHAI
por anticuerpos frios suponen del 18% al 15% de
todas las AHAI?. La patogénesis y el manejo de las
AHAI difieren sustancialmente dependiendo de las
caracteristicas del autoanticuerpo; por ello es funda-
mental un diagndstico preciso del subtipo.

Patogenicidad de las aglutininas frias

La hemaglutinacién en frio fue descrita en humanos
en 1918 y la asociacién con hemolisis en 1937. La he-
molisis por crioaglutininas causadas por anticuerpos
monoclonales fue descrita por primera vez por Da-
cie en 1957.

Tabla 1. Clasificacion de las anemias hemoliticas autoinmunes

Anticuerpos calientes

- Primaria
- Secundaria

Anticuerpos frios

- Enfermedad por aglutininas frias primaria cronica
- Sindrome de aglutininas frias secundaria:
- Asociada con enfermedad maligna (crénica)
- Asociada a infeccidn (aguda)
- Hemoglobinuria paroxistica a frigore

Mixta, por anticuerpos calientes y frios
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Las crioaglutininas (CA) son anticuerpos defini-
dos por su capacidad para aglutinar hematies a una
temperatura éptima de 0-4 °C. La mayoria de las
CA son de clase IgM, pero pueden encontrarse IgG
o IgA de manera ocasional. Las CA pueden deter-
minarse de manera semicuantitativa, mediante ti-
tulacién, basada en su capacidad para aglutinar he-
maties a 4 °C.

La presencia de anticuerpos frios circulantes es un
fenémeno inespecifico que puede observarse en per-
sonas sanas y en un numero elevado de enfermeda-
des, como ciertas infecciones viricas, cirrosis hepati-
ca y SLPC, sin hemolisis ni enfermedad®. En estos
casos, normalmente la CA es policlonal y se encuen-
tra en titulos bajos, generalmente menores de 64 y ra-
ramente por encima de 256. La AHAI por crioagluti-
ninas ocurre en 1:100.000 personas, con un pico de
edad enla 7.* década de la vida, edad que correspon-
de con la mayor prevalencia de proteinas monoclo-
nales. En pacientes con componentes monoclonales
IgM en suero, se encontraron CA en el 8,5%, con ti-
tulos de entre 512 y 65.000, y todos ellos presentaban
hemolisis®. Por tanto, la CA monoclonal es més pa-
togénica que la CA policlonal.

La amplitud térmica se define como la temperatura
mads alta a la cual la CA reacciona con el antigeno. En
general, la patogenicidad de la CA es més dependien-
te de la amplitud térmica que del titulo. Si la ampli-
tud térmica excede los 28-30 °C, los hematies agluti-
nan en las partes acras del cuerpo, fijan complemento
y se produce hemolisis mediada por complemento.

La CA se dirige la mayoria de las veces contra el sis-
tema de grupo sanguineo I/i, macromoléculas de car-
bohidratos con distribucién diferente segin la edad
del individuo. Los hematies de los neonatos expre-
san casi exclusivamente antigeno i, mientras que el
antigeno I predomina en individuos mayores de 18
meses. Las CA con especificidad anti-I son por tan-
to mds patogénicos que los anti-i. Ocasionalmente la
CA puede presentar especificidad contra el antigeno
Pr, siendo altamente patogénicos®.
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El mecanismo por el que la CA produce la hemo-
lisis es representado en la Figura 1. El enfriamien-
to de la sangre a su paso por las partes acras de la
circulacién provoca la unién de la CA a los hema-
ties y causa la aglutinacién y la unién de la fraccién
C1 del complemento, que puede iniciar la via clasica
del complemento activando C4 y C2, generando C3
convertasa y formando C3b. Cuando la sangre re-
torna a las zonas centrales del cuerpo, con una tem-
peratura de 37 °C, la CA se separa de la membrana
del hematie, mientras que C3b se mantiene unido.
Una porcién de hematies unidos a C3b son secues-
trados por el sistema reticulo-endotelial, principal-
mente en el higado. En la superficie de los hematies
supervivientes, el C3b es fragmentado, producien-
do C8d en la superficie del hematie. La activacién
del complemento puede provocar la activacién de
C5 y posterior formacién del complejo de ataque
a la membrana provocando hemolisis intravascular,
pero estd regulada por proteinas de superficie CD55
y CD&9, impidiendo la mayoria de las veces la acti-
vacién de la via terminal del complemento. Por tan-
to, el principal mecanismo de hemolisis es la des-
truccién extravascular de los hematies unidos a C3b
en el SRE.

Estos mecanismos explican por qué el test de
Coombs es fuertemente positivo a C3d y negati-
vo para IgM e IgG. En un 20% de pacientes con
enfermedad por CA primaria, el test de Coombs
es débilmente positivo para IgG, lo cual no debe-
ria llevar a un diagnéstico erréneo de AHAI de tipo
mixto.

Figura 1. Hemolisis mediada por complemento en la
enfermedad por crioaglutininas (ver texto). La hemolisis
intravascular predomina en situaciones de hemolisis aguda,
mientras que en la hemolisis cronica es extravascular,
fundamentalmente hepatica.
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Enfermedad por crioaglutininas crénica
primaria

1. Epidemiologia

La enfermedad por crioaglutininas crénica primaria
acontece en el 15% de todos los casos de AHAI?9. La
prevalencia en Noruega es de 16 casos por millén de
habitantes, y la incidencia, de 1 por millén de habi-
tantes por afo. La mediana de edad de los pacientes
es de 76 afios, y la mediana de comienzo de los sin-
tomas, de 67 afios?.

2. Patogenia y manifestaciones clinicas

Por definicién, todos los pacientes tienen hemolisis,
pero pueden no estar anémicos si la hemolisis esta
compensada. En el estudio de Berentsen et a/.” la ma-
yoria presentaba anemia, con cifras de hemoglobina
de entre 4,5 g/dL y valores normales, siendo la me-
diana de 8,9 g/dL. La mitad de los pacientes preci-
saron transfusiones durante periodos més o menos
largos de tiempo, y el 70% recibi6 tratamiento far-
macolégico. Aunque el término “frio” se refiere a las
propiedades biolégicas de la CA, el 90% de los pa-
cientes experimentaron acrocianosis inducida por el
frio y/o fenémeno de Raynaud desde leve a incapa-
citante. En casos aislados se ha descrito gangrena de
extremidades, tanto en enfermedad de CA primaria
como asociada a tumores o infecciones®.

La severidad de la anemia hemolitica estd relacio-
nada con la temperatura de los distintos periodos es-
tacionales, pero en al menos 2/3 de los pacientes se
producen exacerbaciones con la fiebre en episodios
infecciosos y en traumatismos severos®. La explica-
cién para esta paraddjica exacerbacidn es que duran-
te la reaccién de fase aguda aumentan los niveles de
C8 y C4, aumentado la hemolisis inducida por com-
plemento.

En el 90% de los pacientes se demuestra IgM mo-
noclonal, generalmente con restriccién de cadenas li-
geras kappa, pero puede no detectarse debido a baja
sensibilidad. La CA anti-] en estos pacientes mues-
tra restriccién al segmento génico IGHV4-34019. La
mayoria de los pacientes (75-90%) presentan clona-
lidad B demostrable por citometria o inmunohisto-
quimica en el estudio de médula 6sea?!?; siendo el
linfoma linfoplasmocitico (50%) y el linfoma de la
zona marginal (8%) los mas frecuentes.

Debido a que el linfoma linfoplasmocitico es un fre-
cuente hallazgo y la mayoria de los pacientes tienen
IgM monoclonal, existe una considerable superposi-
cién entre la enfermedad por CA primaria y la macro-
globulinemia de Waldestrém. En la mayoria de los pa-
cientes que no cumplen la totalidad de los criterios de
MW o LZM, la enfermedad por CA puede clasificar-
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se como enfermedad relacionada con IgM. A diferen-
cia de las AHAI de anticuerpos calientes, no se asocia
con otras enfermedades autoinmunes.

3. Diagnostico

Se debe sospechar enfermedad por CA en un pacien-
te mayor con anemia hemolitica crénica o con clinica
hemolitica inducida por el frio. La hemolisis debe con-
firmarse por test bioquimicos y se requiere la positivi-
dad del test de Coombs para demostrar su patogéne-
sis inmune, asi como titulos de la CA superiores a 64.

Debido a la aglutinacién de los hematies, el he-
mograma presenta un nimero de hematies bajo y
un VCM y CHCM altos, siendo la Hb el Unico pa-
rametro fiable. Los pardmetros se corrigen tras la in-
cubacién de la muestra a 37 °C durante 5 minutos en
la mayoria de los pacientes. Los reticulocitos estan
generalmente aumentados, y en el frotis se observa
aglutinacién con/sin esferocitos, y no es infrecuente
encontrar eritroblastos.

Enla Tabla 2 se exponen los test diagndsticos a rea-
lizar para confirmar el diagndstico de enfermedad
crénica por CA y excluir patologia asociada.

4. Tratamiento de Ia enfermedad por crioaglutininas
cronica primaria

La mayoria de los pacientes son ancianos, con una
supervivencia similar a la de la poblacién de su edad.
Aunque sélo el 50% presenta anemia con requeri-
miento transfusional, mas del 90% tiene manifes-
taciones vasculares que van desde una acrociano-
sis moderada a fenémeno de Raynaud incapacitante
provocado por la exposicién al frio, por lo que no se
puede calificar como una enfermedad indolente en
términos de calidad de vida.

Tabla 2. Criterios diagndsticos de enfermedad crénica por CA
primaria

Procedimientos

Criterios .
y comentarios

- Coombs generalmente IgG-,
pero ocasionalmente +débil
- Mantener la muestra a

- Hemolisis crénica

s - Coombs poliespecifico +
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- Coombs C3d++ 0
Prael o deCh> Ghaqoc o o nosta separar
diagnostico . el suero o plasma
- No enfermedad maligna g
. . . - Evaluacion clinica
0 infecciosa asociada o
y radioldgica
- 18M kappa monoclonal
en suero (raramente IgG,
IghoA) Realizar inmunofijacin,
Confirmatorios - Excluir SLP clonal aunque no banda visible

por citometria e
inmunohistoquimica en
biopsia de médula 6sea

en EEF

Como en la mayoria de las citopenias autoinmu-
nes, la baja prevalencia dificulta el disefio de ensayos
clinicos aleatorizados, siendo la mayoria de los resul-
tados extraidos de casos aislados o series retrospecti-
vas con escaso nimero de pacientes.

4.1. Manejo no farmacolégico

Se debe proteger al paciente del frio, especialmente la
cara y las extremidades, ya que alivia los sintomas y en
muchos casos previene las crisis de hemolisis, al mis-
mo tiempo que evita las infusiones de liquidos frios.

Se pueden realizar transfusiones de hematies con
determinadas consideraciones:

* A diferencia de los problemas de compatibilidad
en las AHAI por anticuerpos calientes, es general-
mente facil encontrar sangre compatible, y el escru-
tinio de anticuerpos irregulares es generalmente ne-
gativo.

* Las pruebas de compatibilidad y escrutinio deben
realizarse a 37 °C.

* Se debe mantener célido al paciente y especial-
mente la extremidad donde se realiza la transfusion.

e Transfundir productos sanguineos con escaso
contenido en plasma para evitar aportar complemen-
to.

La plasmaféresis resulta eficaz de manera transito-
ria en situacién de hemolisis aguda o previa a cirugia
que requiera hipotermia®?.

La esplenectomia no tiene eficacia debido a que la
hemolisis es intravascular o hepética.

4.2. Indicaciones para el tratamiento farmacologico

Las recomendaciones para no administrar farmacos
en el pasado estaban basadas en la ineficacia de los
tratamientos utilizados en las AHAI por anticuer-
pos calientes por una parte y la infraestimacién de
la severidad de la anemia y los sintomas clinicos. Un
considerable nimero de pacientes tienen una enfer-
medad leve, con discreta anemia y con sintomas cir-
culatorios bien tolerados o ausentes. Por tanto, la in-
dicacién de tratamiento debe realizarse de manera
individualizada.

Los criterios para iniciar tratamiento son: anemia
sintomadtica, dependencia transfusional y los sinto-
mas circulatorios discapacitantes?.

4.3. Tratamiento de soporte e inmunosupresores
inespecificos

Como medidas generales se recomiendan la adminis-
tracién de acido félico y el tratamiento precoz de las
infecciones bacterianas.

El tratamiento con esteroides no estd indicado ya
que se requieren dosis altas y consigue respuestas
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en menos del 14% de los pacientes. Los tratamien-
tos con clorambucil y ciclofosfamida en monoterapia
son de similar eficacia a los esteroides, y la azatiopri-
na ha resultado ineficaz?.

El tratamiento sintomdtico con eritropoyetina se
ha usado en USA, pero no en paises europeos y no
hay estudios publicados.

4.4. Tratamientos dirigidos contra el clon B

El mayor avance en el tratamiento de la enfermedad
por CA primaria ha sido el tratamiento con rituxi-
mab, que serd abordado en la ponencia “Tratamien-
to de las anemias hemoliticas autoinmunes. Papel de
los anticuerpos monoclonales”; tanto de forma aisla-
da como asociado a otros farmacos.

Sindrome de crioaglutinina crénica secundaria
a enfermedad maligna

El término sindrome por CA secundaria debe reser-
varse para aquellos pacientes en los cuales la anemia
hemolitica por CA complica una enfermedad malig-
na bien definida y diferente del LLP o LZM®4.

La frecuencia del sindrome de CAC secundaria es
del 2-4%@ y se ha encontrado asociada a LNH difuso
de células grandes, enfermedad de Hodgkin, carcino-
mas, sarcomas, melanomas metastasicos y sindromes
mieloproliferativos. Pero la incidencia probablemen-
te esté sobreestimada, ya que en muchos casos es
dificil distinguir si realmente son dos entidades in-
dependientes o asociadas en un paciente concreto.
Clinicamente muestran hallazgos similares a los de
la CAC primaria asi como caracteristicas clinicas de-
pendientes de la enfermedad maligna asociada.

El diagnéstico se basa en la presencia de AHAI me-
diada por CA en un paciente ya diagnosticado de
otro tumor. El test de Coombs no difiere de la forma
primaria, pero el componente monoclonal no tiene
preferencia por la cadena ligera kappa.

Sindrome agudo de aglutininas frias asociadas
a infeccion

Se pueden asociar a mudltiples infecciones, pero
las maés frecuentes son la neumonia por Mycoplas-
ma pneumoniae (MN) y la infeccién por el virus de
Epstein-Barr (VEB).

En la mayoria de los pacientes con infeccién por
MN se detectan CA, pero generalmente no se produ-
ce hemolisis significativa. Sélo en algunos se produ-
cen CA en titulos altos y con gran amplitud térmica,
provocando hemolisis que puede ser severa®.

Los anticuerpos son policlonales, generalmente con
especificidad anti-I y casi siempre IgM. Los titulos de
la CA varian entre 512 y 32.000, y el test de Coombs
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es positivo para C3d. La mayoria de los pacientes son
adultos, y el cuadro hemolitico ocurre tipicamente du-
rante la 2.% 0 3. semanas después del comienzo del
cuadro febril. En la mayoria de los casos publicados el
comienzo es stbito, con palidez, ictericia y algunas ve-
ces con postracién. La hemolisis intravascular se ma-
nifiesta por hemoglobinuria. En general, el pronéstico
es bueno y la hemolisis se autolimita en 4-6 semanas,
aunque algunos casos pueden ser de evolucién fatal.

Comparada con la infeccién por MN, la mononu-
cleosis infecciosa es una causa infrecuente de AHAI,
ocurriendo en el 1% de los casos?. La incidencia de
hemolisis significativa en las infecciones por VEB es
desconocida. La CA es policlonal y de especificidad
anti-i, con titulos entre 256 y 512. La clase de inmu-
noglobulina es IgM o IgG, y la anemia hemolitica es
transitoria y generalmente leve9.

Se han descrito casos aislados de AHAI por CA en
infecciones por CMV, adenovirus, varicela, rubeola,
legionella y listeriosis. La especificidad de los autoan-
ticuerpos puede ser anti-I, anti-i y anti-Pr.

El diagndstico se sospecha en pacientes adolescen-
tes o adultos j6venes con infeccién por MN o mo-
nonucleosis infecciosa que presentan anemia o he-
moglobinuria, confirmandolo mediante el test de
Coombs y titulacién de la crioaglutinina.

Otros sindromes de crioaglutininas
secundarios

Se han descrito casos aislados de hemolisis relacio-
nada con CA en pacientes con lupus eritematoso sis-
témico®”, después de trasplante alogénico de proge-
nitores hematopoyéticos asociados o no a infeccién
viral®® vy durante el embarazo®. También se han
descrito casos aislados asociados con farmacos, en-
tre los que se encuentra la lenalidomida®?, aunque
es mas frecuente que ésta se asocie a AHAI por anti-
cuerpos calientes.

Hemoglobinuria paroxistica a frigore

La hemoglobinuria paroxistica a frigore (HPF) fue des-
crita como entidad clinica asociada a la sifilis en 1872.
El anticuerpo con actividad hemolitica lo describie-
ron Donath y Landsteiner en 1904.

El anticuerpo de Donath-Landsteiner (DL) es un ac.
IgG generalmente encontrado en nifios tras una in-
feccién viral (gripe, rubeola, paperas, varicela o mo-
nonucleosis infecciosa) o administracién de vacunas.
El anticuerpo generalmente aparece 1 semana des-
pués del comienzo de la enfermedad y puede persis-
tir durante 1-3 meses.

El anticuerpo es siempre policlonal y dirigido con-
tra el antigeno P de la superficie de la membrana eri-
trocitaria. El anticuerpo activa la cascada del comple-
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mento, causando activacién del complejo de ataque a
la membrana y hemolisis intravascular.

Es un sindrome hemolitico agudo cuya presenta-
cién tipica es la de un nifio con un sindrome posviral
que se inicia algunas horas después de la exposicién
al frio (exposicién corporal parcial o total, ingesta de
bebidas muy frias, etc.), con la aparicién de ictericia,
fiebre, cefalea, dolor lumbar o abdominal, calambres
musculares y emisién de orinas oscuras (como la Co-
ca-Cola®). Generalmente es un proceso autolimita-
do, pero la severidad de la anemia puede provocar
muerte sGbita. Se han descrito casos de HPF recidi-
vantes®@Y.

El diagndstico se basa en el cuadro clinico, signos
bioquimicos de hemolisis, con hemoglobinemia y he-
moglobinuria y la demostracién de la crioaglutinina.

El frotis de sangre periférica muestra policromasia,
esferocitos, poiquilocitos, eritroblastos y en algunos
casos eritrofagocitosis neutrofilica.

La deteccién del anticuerpo de DL es técnicamen-
te un reto. El test de Coombs es positivo, pero puede
ser débil o negativo debido a que la IgG puede eluir-
se durante la preparacién de las células. Por otra par-
te, el test de DL es positivo sélo cuando el titulo del
anticuerpo en suero es alto.

La forma mds sensible de realizar el test es usando
hematies 0 papainizados ya que la papainizacion ex-
pone mas antigenos P en la membrana de las células.
El complemento se afiade después de que las células
se han sensibilizado con el anticuerpo de DLa 0 °Cy
se llevan a 37 °C.

El tratamiento es casi siempre de soporte, ya que
es un proceso autolimitado, que se resuelve general-
mente tras calentar al paciente. Los esteroides son efi-
caces® y en algunos adultos se han tratado con ciclo-
fosfamida. La esplenectomia no tiene ningln papel,
ya que la hemolisis es intravascular.
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Introduccion

La anemia hemolitica de causa inmune es uno de los
efectos adversos que aparecen en el curso del tras-
plante de progenitores hematopoyéticos (TPH) y en
los trasplantes de 6rganos sélidos (TOS). La evalua-
cién de los factores de riesgo de desarrollar hemolisis
y un adecuado manejo de los pacientes y del sopor-
te transfusional necesario pueden ayudarnos a mini-
mizar los efectos de la hemolisis en estos pacientes
criticos.

Aunque ambos tipos de trasplantes comparten cau-
sas de hemolisis que explican la sintomatologia, las
diferencias entre el tipo de trasplante, el tipo de in-
munidad implicada y la agresividad del tratamiento
concomitante al trasplante hace recomendable estu-
diar estos cuadros por separado.

Trasplante de progenitores hematopoyéticos

La hemolisis inmune, ya sea por aloinmunidad o au-
toinmunidad, es una complicacién bien definida en el
TPH. El mecanismo patogénico més comdn es la in-
compatibilidad en los antigenos de los glébulos ro-
jos (GR), principalmente del sistema ABO. La iden-
tidad HLA no garantiza la identidad de grupo ABO®
y sabemos que hasta el 40% de los injertos alogéni-
cos emparentados y el 50% de los injertos alogéni-
cos no emparentados tienen algin grado de incom-
patibilidad en el grupo ABO®. Esta incompatibilidad
puede ser mayor cuando el sistema inmune del re-
ceptor es capaz de producir Ac frente a los antigenos
de los GR del donante (paciente O y donante A), in-
compatibilidad menor cuando el sistema inmune del
donante puede producir Ac frente a los GR del re-
ceptor (paciente A y donante O) o incompatibilidad
mixta cuando se dan las dos circunstancias (paciente
Ay donante B). Estos son ejemplos de aloinmunidad
en la que intervienen donante y receptor; sin embar-
go, la anemia hemolitica autoinmune (AHAI) defini-
da como hemolisis producida por la aparicién de Ac
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del sistema inmune del receptor frente al receptor o
del donante frente al donante es mas raramente ob-
servada®. En este caso la AHAI se ha asociado a una
variedad de circunstancias tales como el GVHD cré-
nico, deplecién de células T y en donantes no empa-
rentados.

TPH con incompatibilidad ABO mayor entre
donante y receptor

Hemolisis aguda

La administracién de GR ABO incompatibles puede
ocasionar una hemolisis aguda intravascular, sobre
todo cuando la fuente de progenitores es la médu-
la ésea. Este riesgo de hemolisis puede minimizarse
realizando una deplecién de los mismos mediante al-
guno de los métodos disponibles, hidroxietilalmidén
(HES)® o dextrano®, etc., que permiten no sobrepa-
sar los 20 mL de GR. En estas condiciones los proge-
nitores se administran pero monitorizando siempre
el riesgo de hemolisis. Cuando la fuente de progeni-
tores es la sangre periférica, las separadoras de célu-
las pueden realizar este purgado del producto a in-
fundir en el momento de la separacién y finalmente
en el caso de progenitores de cordén umbilical, al
ser un producto descongelado y lavado, no precisa
otras medidas. Otra manera de prevenir esta hemoli-
sis ABO se basa en la disminucién del titulo de aglu-
tininas anti-A y anti-B en el receptor hasta niveles de
1/16 o menos, antes del trasplante, mediante proce-
dimientos de plasmaféresis®.

Hemolisis retardada

Cuando los titulos de isoaglutininas son muy eleva-
dos puede aparecer una hemolisis retardada de los
GR que son producidos por el injerto?”. Si esta hemo-
lisis es muy importante puede llegar a ocasionar una
aplasia de la serie roja que puede durar meses o afios
y que precisa altos requerimientos transfusionales®.
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Estos pacientes deben ser monitorizados para detec-
tar precozmente la elevacién de los titulos. Algunos
autores indican en esta fase del trasplante la necesi-
dad de realizar recambios plasmaticos para disminuir
los titulos. La desaparicién o disminucién de los titu-
los parece estar en relacién con los donantes no em-
parentados e incluso con grados importantes de en-
fermedad injerto contra huésped (GVHD)®.

La seleccién de los componentes sanguineos para
estos pacientes parece un buen método para minimi-
zar este riesgo de hemolisis retardada. En este senti-
do, la transfusién de GR debe ser siempre compatible
con donante y receptor, y la transfusién de plasma y
plaquetas debe evitar el aporte de aglutininas frente
al grupo del injerto. En la Tabla 1 puede se muestra la
guia para la transfusién de pacientes con incompati-
bilidad ABO y Rh®%.

TPH con incompatibilidad ABO menor
entre donante y receptor

Dos son los principales riesgos de hemolisis en este
tipo de trasplante, la infusién de linfocitos del donan-
te, inmunoldgicamente competentes, y la adminis-
tracién de Ac. junto con el injerto.

Tabla 1. Soporte transfusional en los pacientes sometidos
a TPH con incompatibilidad ABO y Rh

Receptor Donante  Hematies :::::Lzsa
| ABO mayor 0 A 0 A, AB
0 B 0 B,AB
0 AB 0 AB
A AB A0 AB
B AB B,0 AB
| ABO menor A 0 0 A AB
B 0 0 B,AB
AB 0 0 AB
AB A A0 AB
AB B B,0 AB
'Af?ngz{‘” A B 0 AB
B A 0 AB
'"mmps;ib"idad Rh+  Ri- Rh-  Indiferente
Rh - Rh + Rh - Indiferente

2 Hay que tener en cuenta que las plaquetas pueden ir suspendidas en
una solucion conservante y, por tanto, los problemas con las aglutininas
se minimizan. Asimismo, si la contaminacion de las mismas por hematies
es importante, puede ser necesario realizar profilaxis anti-D en pacientes
jovenes
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Sindrome del linfocito pasajero

El llamado “sindrome del linfocito pasajero” es una
complicacién bien conocida que se produce en el
TPH con incompatibilidad menor y en el trasplante
de érganos sélidos cuando hay una incompatibilidad
menor entre receptor e injerto.

El sindrome se produce por una proliferacién de
los linfocitos del injerto que producen Ac. frente a
antigenos del receptor. Esta reaccién antigeno-an-
ticuerpo suele ser repentina y aparece en los 10 o
20 dias del injerto, tiempo en que se cree maduran
los linfocitos del donante. Diversos factores incre-
mentan el riesgo de desarrollar esta complicacidn,
especialmente el uso de progenitores de sangre pe-
riférica frente a los de médula 6sea y los acondicio-
namientos pretrasplante de intensidad reducida.
El uso de ciclosporina sola sin metrotexato para la
prevencién del EICH®Y parece jugar un papel im-
portante.

Los signos clinicos de los casos de hemolisis
grave intravascular son hemoglobinemia, hemo-
globinuria y fallo renal. En casos menos severos
se produce una caida de la hemoglobina, un au-
mento de la bilirrubina y de la LDH en sangre y
una disminucién de la haptoglobina. La hemoli-
sis persiste 5 o 10 dias hasta que los hematies in-
compatibles son eliminados o el clon de linfoci-
tos se agota.

El diagnédstico serolégico se produce ante un DAT
positivo IgG o C3d o ambos, y la presencia del anti-
cuerpo se detecta en suero o en el eluido de los he-
maties. Los Ac. mds frecuentes pertenecen al siste-
ma ABO, anti-A y anti-B. En estos casos el paciente
es A, B o AB, y el donante es O y quizas estos pa-
cientes O tienen titulos mds altos de IgG anti-A e
IgG anti-B.

Otros anticuerpos diferentes a anti-A y anti-B se
han detectado implicados en esta complicacién, aun-
que generalmente no causan una hemolisis tan seve-
ra. Entre ellos destaca el D2, anti-E, anti-s, anti-Jkb
y anti-Jka®¥.

Enla Tabla 2 puede verse un resumen del diagnds-

tico diferencial de la hemolisis en pacientes después
de TPH"®),

Hemolisis en los GR del paciente

Ademas de la hemolisis producida por el sindrome
del linfocito pasajero, los GR del paciente pueden he-
molizarse por el paso de Ac. con el injerto. En estos
casos suele ser precoz, antes del prendimiento del in-
jerto, pero hay que tener en mente que estos linfoci-
tos del donante estan ya estimulados para la produc-
cién de ese Ac. Y puede llegar a producir un cuadro
de hemolisis grave.
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Tabla 2. Diagnéstico diferencial de la hemolisis en pacientes después de TPH®®

Incompatibilidad ABO menor entre donante y receptor

* Sindrome del linfocito pasajero
* Infusion de Ac. presentes en el injerto

Incompatibilidad ABO mayor entre donante y receptor

* Hemolisis de los GR del donante por Ac. del receptor

* Hemolisis temprana de GR donante por rebote de isoaglutininas en pacientes sometidos a recambio plasmatico

* Hemolisis retardada de los GR injertados por isoaglutininas residuales
Aloanticuerpos frente a los GR diferentes a los del sistema ABO

* Producidas por las células injertadas del sistema inmune del donante
* Producidas por las células residuales del sistema inmune del paciente

Anemia hemolitica autoinmune
Transfusion pasiva de anticuerpos

* Por transfusion de plasma
* Por transfusion de plaquetas
* Por inmunoglobulinas intravenosas

e Qtras causas de transferencia pasiva de Ac., hematies, gammaglobulina anti-D

Anemia hemolitica producida por drogas
Anemia hemolitica microangiopatia
Otras causas de hemolisis

* Infusién de stem cell criopreservada
® Infusion de DMSO

Septicemia por el Clostridium perfringens

Hemolisis asociada con hemodialisis

TPH con incompatibilidad mixta ABO mayor
y menor

En estos casos de incompatibilidad mixta, mayor y
menor, pueden darse todas las complicaciones vistas
hasta ahora.

Hemolisis por anemia hemolitica autoinmune

La hemolisis autoinmune después del TPH es una
complicacién bien conocida®. Cldsicamente se ha
asociado a una gran variedad de circunstancias, ta-
les como EICH, la deplecién de linfocitos T y el tras-
plante de progenitores no emparentado. Puede apa-
recer entre los 3 meses y los 3 afios del trasplante. El
diagndstico se establece cuando el DAT es positivo y
los resultados del eluido o las absorciones son idénti-
cos a aquellas que se producen en las AHAI conven-
cionales.

La frecuencia de esta complicacién oscila entre el
3,1% y el 6%, mucho mas alta que la frecuencia de la
poblacién general (0,001 %)1¥. Sabemos que en el pa-
ciente trasplantado el mecanismo de seleccién timica
por el que se seleccionan los linfocitos T para prote-
ger a los antigenos del organismo puede estar altera-
do debido al tratamiento de acondicionamiento. Este
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tratamiento incluye dosis elevadas de quimioterapia
o radioterapia que alteran el timo retrasando la re-
cuperacién de su funcién normal. En este contexto,
clones de linfocitos incapaces de reconocer los anti-
genos propios del donante como tales pueden expan-
dirse y generar, en el contexto de la EICH crénica,
complicaciones que se asemejan a conocidas enfer-
medades autoinmunes. Asi, en el contexto del TPH
pueden verse casos de miastenia gravis, miositis y po-
limiositis o anemias hemoliticas autoinmunes, entre
otras.

En este contexto el tratamiento para la AHAI, que
incluye corticoides, inmunoglobulinas, recambios
plasmaticos, ciclofosfamida, rituximab, bortezomib y
eculizumab, es poco efectivo. Algunos autores descri-
ben una mortalidad de hasta el 50%®4!). En el estu-
dio de Sanz et al.®, que refieren una alta incidencia de
AHAI, ésta puede ser debida a la realizacién del DAT,
de manera generalizada en cada extraccién de sangre
para pruebas de compatibilidad, desde el momento
del trasplante. De esta manera, no pasan desapercibi-
dos cuadros de hemolisis leves que no se detectarian
sin esta determinacién. Finalmente la mayoria de los
autores relacionan esta complicacién como un aspecto
mas de la EICH, incluso describen que puede ser una
manifestacién temprana de EICH crénica®.
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Hemolisis en el trasplante de organos soélidos

La identidad entre donante y receptor del grupo san-
guineo ABO en los trasplantes de 6rganos sélidos
ha sido una barrera insalvable para el éxito del tras-
plante. Pero recientemente se han desarrollado pro-
gramas de trasplantes, generalmente renales y de do-
nantes vivos que permiten el trasplante incompatible
ABO preparando previamente a los pacientes me-
diante plasmaféresis, rituximab y gammaglobulinas
con el objeto de disminuir los titulos de isoaglutini-
nas y evitar el rechazo agudo. Esta misma situacién
se produce en otros érganos, trasplante de corazén
en neonatos incompatible ABO, o cuando se produ-
cen por error trasplantes ABO incompatibles. En este
contexto la vigilancia en el titulo de aglutininas ha de
ser estrecho para prevenir rechazos y cuadros de he-
molisis.

Sindrome del linfocito pasajero

Este sindrome es similar en su expresién clinica y en
los hallazgos de laboratorio al sindrome que se ha
descrito en el TPH. Se ha descrito en trasplantes de
higado, rifién, pulmén, corazédn, pancreas, etc. Ram-
sey, en una antigua revisiéon en 19914, senala que los
trasplantes de 6rganos en los que existe una incom-
patibilidad de grupo ABO menor presentan una inci-
dencia de hasta el 61% cuando el donante es O y el
receptor B, un 22% cuando el donante es O y el re-
ceptor B y un 17% cuando el receptor es AB y el do-
nante tiene cualquier grupo diferente al AB.

Parece que la anemia hemolitica en estos pacientes
estd en relacién con la masa de linfocitos que pasan
con el érgano trasplantado. Ramsey™” encuentra que
la frecuencia de Ac. y hemolisis era més baja en el tras-
plante renal (17 %), intermedia en el trasplante hepati-
co (40%) y superior en el trasplante pulmonar (70%).

La hemolisis es generalmente abrupta. En las prue-
bas de laboratorio aparecen los datos tipicos de he-
molisis, DAT positivo, aumento de bilirrubina, LDH.
La hemolisis comienza entre los 3 y los 24 dias del
trasplante y aparecen anti-A y anti-B con mayor fre-
cuencia aunque se han descrito otros Ac., D, ¢, E, etc.

El tratamiento de esta complicacién se basa en tras-
fundir sangre sin el antigeno correspondiente al Ac.,
generalmente hematies de grupo O que se mantendra
hasta que el Ac. desaparezca. En la Tabla 3 puede verse
la seleccién de componentes para el trasplante de érga-
nos en funcién del grupo ABO de donante y receptor®.

Conclusion

El conocimiento de las interacciones inmunes que
ocurren tanto en el trasplante de progenitores como
en el de drganos sélidos es imprescindible para in-
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Tabla 3. Seleccion de componentes sanguineos
en el trasplante de 6rganos*®

. Plasma Plaquetas
Receptor ~ Donante  Hematies Plaquetz.af 2.2 eleccion
1.2 eleccion
0 A 0 B,AB B,0
B 0 B,AB A0
AB 0 AB A,B,0
A 0 A0 A, AB B,0
B A0 AB B,A0
AB A0 AB A B, 0
B 0 B,0 B,AB A0
A B,0 AB A B,0
AB B,0 AB B,A 0
AB 0 AB,A, B, 0 AB A,B,0
A AB,A AB A B0
B AB, B AB B,A 0

vestigar y tratar estos episodios de hemolisis. Para el
diagndstico diferencial de la hemolisis en el TPH hay
que valorar cuidadosamente el momento de la apari-
cién en relacién con la fecha de la infusién, el acondi-
cionamiento pretrasplante, la fuente de progenitores
utilizada y el tipo de incompatibilidad ABO.

La prevencién de la hemolisis en ambos tipos de
trasplante con una politica transfusional adecuada y
su deteccién precoz son la mejor herramienta para
evitar incidentes y minimizar su gravedad.
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Tratamiento de las anemias hemoliticas autoinmunes.
Papel de los anticuerpos monoclonales
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Introduccion

En la anemia hemolitica autoinmune (AHAI), au-
toanticuerpos IgG y/o IgM dirigidos contra antigenos
de la superficie del hematie desencadenan su destruc-
cién por el sistema reticulo-endotelial y el comple-
mento, respectivamente. Alrededor del 80% de los
pacientes con AHAI producen autoanticuerpos ca-
lientes de isotipo IgG que reaccionan maés fuertemen-
te in vitro a temperaturas cercanas a 37 °C. El resto
de los pacientes presentan autoanticuerpos frios, que
se adhieren al hematie con mayor avidez a tempera-
turas cercanas a 0-4 °C. Aunque la AHAI puede ser
idiopatica, el 20-80% de los pacientes presentan una
causa secundaria como sindromes linfoproliferativos,
enfermedades autoinmunes (EAI), infecciones, situa-
ciones de inmunodeficiencia y tumores®.

Vision general del tratamiento de la AHAI

Para el clinico, los 2 pardmetros de crucial importan-
cia al plantear un adecuado acercamiento terapéuti-
co a un paciente con AHAI son el tipo de anticuer-
po implicado y si la AHAI es primaria o secundaria.
El objetivo primario del tratamiento seria reducir la
produccién de autoanticuerpos o la destruccién de
hematies, asi como mantener al paciente clinicamen-
te confortable y prevenir las crisis hemoliticas con
tratamiento médico con los menores efectos secun-
darios tanto a corto como a largo plazo.

Las decisiones terapéuticas en la AHAI hasta el mo-
mento no estan suficientemente basadas en eviden-
cia de calidad, sino esencialmente en la experiencia®,
pues no se dispone de bastantes estudios aleatoriza-
dos y si de algunos estudios de fase II prospectivos.

Tratamiento de la anemia hemolitica autoinmune
por anticuerpos calientes

En pacientes con AHAI por autoanticuerpos calien-
tes (AHAI-C) que requieren tratamiento, los corticoi-
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des representan la primera linea de tratamiento, aun-
que sélo el 15-20% de los pacientes alcanza remisién
completa (RC)®.

La esplenectomia y el rituximab son los Gnicos tra-
tamientos de segunda linea que han probado efica-
cia a corto plazo. La eficacia de la esplenectomia es
alta, con respuestas a corto plazo en 2/3 de los pa-
cientes® con un rango del 38% al 82%, dependien-
do de la proporcién de casos de AHAI secundaria®.

Las opciones terapéuticas para pacientes que no
responden, recaen o no son candidatos a esplenecto-
mia, y también de los que o no responden o recaen a
rituximab, son limitadas. Los citotdxicos e inmuno-
supresores como la ciclofosfamida, azatioprina y ci-
closporina consiguen tasas de respuesta del 40-60%,
aunque con efectos secundarios graves. La eficacia de
otras opciones como inmunoglobulinas, plasmafére-
sis y danazol es controvertida®#+.

Tratamiento de la anemia hemolitica autoinmune
por anticuerpos frios

Los cuadros de AHAI por anticuerpos frios (AHAI-
F) en nifios y adultos jévenes son principalmente
transitorios y secundarios a una infeccién bacteriana
(Mycoplasma pneumoniae) o viral (virus de Epstein-Ba-
1t o citomegalovirus)®.

La enfermedad por aglutininas frias (EAF) crénica
primaria es la principal causa de AHAI-F en mayores
de 60 afios y supone el 13-15% de todas las AHAI?.
La EAF crénica estd asociada con la presencia de anti-
cuerpos monoclonales IgM-k con especificidad anti-I
en el 90% de los casos. La EAF crénica primaria debe
ser considerada como una enfermedad linfoprolife-
rativa clonal caracterizada por la expansion clonal de
linfocitos B y caracteristicas de linfoma linfoplasmo-
citico en la médula 6sea®.

Los pacientes con EAF pueden ser manejados du-
rante mucho tiempo Gnicamente con tratamiento de
soporte y sintomadtico. Evitar el frio, el tratamiento
temprano de los episodios febriles infecciosos y la pre-
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vencion de éstos mediante vacunacién antiinfluenza o
neumococo son medidas fundamentales en el mane-
jo de estos pacientes. Aunque la EAF se considera una
enfermedad linfoproliferativa indolente lentamente
progresiva, la dependencia transfusional puede obser-
varse en mas del 50% de los pacientes con episodios
recurrentes de hemolisis activa®.

En aquellos pacientes con hemolisis activa que ne-
cesitan ser tratados, los corticosteroides generalmen-
te no son eficaces y no deben utilizarse. Como la he-
molisis tiene lugar fundamentalmente en el higado,
la esplenectomia no es efectiva y debe evitarse. La
inmunosupresién con clorambucil o ciclofosfamida
oral consigue respuestas en una minoria de pacientes.
También la plasmaféresis puede ser temporalmente
eficaz, en casos de hemolisis severa. En pacientes de-
pendientes de transfusion, dosis altas de darbepoeti-
na pueden ser Gtiles manteniendo el estimulo para la
produccién compensatoria de hematies. Sin embar-
go, en general estas opciones terapéuticas son insa-
tisfactorias®.

Anticuerpos monoclonales en el tratamiento
de la AHAI

El rituximab ha sido el anticuerpo monoclonal mas
ampliamente utilizado en pacientes con AHAI. El ri-
tuximab es un anticuerpo monoclonal anti-CD20
quimérico humano especifico para el antigeno CD20
expresado en los linfocitos B maduros normales y
neopldsicos. Basdndose en su potente capacidad para
la deplecién de linfocitos B, se ha utilizado para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes hemato-
légicas y no hematolégicas®.

Aunque hay una buena respuesta inicial a los cor-
ticosteroides en la AHAI-C, atin hay muchos pacien-
tes que no responden, otros que recaen al disminuir
la dosis o al supenderlos y otros pacientes que de-
sarrollan efectos secundarios intolerables. Estos pa-
cientes pueden ser rescatados con esplenectomia. Sin
embargo, para los pacientes que no responden a es-
plenectomia las opciones terapéuticas se limitan a la
utilizacién de citotdxicos e inmunosupresores que se
asocian a efectos secundarios graves. En estos pacien-
tes, as{ como en aquéllos con contraindicaciones para
la esplenectomia o que la rehisan, se ha utilizado el
rituximab como alternativa terapéutica.

En la EAF su etiologia clonal linfoproliferativa ha
animado a la utilizacién de rituximab aportando una
nueva opcién terapéutica.

El rituximab en el tratamiento de la AHAI-C
El rituximab es una opcién razonable para el trata-

miento de segunda linea o para los pacientes que re-
caen tras esplenectomia.
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Los datos de eficacia y seguridad del rituximab en
el tratamiento de la AHAI se basan mayoritariamen-
te en estudios retrospectivos con pocos pacientes,
que incluyen pacientes con AHAI-C y EAF, asi como
casos primarios y secundarios. Por otro lado, es difi-
cil la comparacién de las tasas de respuesta entre es-
tudios por la ausencia de una definicién universal de
respuesta, especialmente respuesta completa.

La eficacia del rituximab en la AHAI-C se comuni-
c6 inicialmente en nifios mediante 3 estudios pros-
pectivos que incluian entre 6 y 15 pacientes, con
respuestas globales (RG) en el 84-100% de los pa-
cientes®.

En adultos, hasta 2007 se publicaron 7 estudios®, 3
de los cuales fueron prospectivos, que incluyeron en-
tre 5 y 14 pacientes (Iabla 1). En estos estudios el ri-
tuximab consiguié una media de respuesta del 74%
(40-100%). Las respuestas tuvieron una duracién de
entre 3 y mas de 95 meses. También 5 pacientes fue-
ron retratados alcanzando un 100% de respuestas
completas.

Entre 2009 y 2010 se han publicado 3 estudios re-
trospectivos®? incluyendo un nimero de pacientes
de entre 27 y 53 (Tabla 2). En el estudio del grupo es-
pafiol sobre el uso de rituximab en la AHAI"?, se in-
cluyeron 36 pacientes, el 75% con AHAI-C, el 37 %
con AHAI primaria y el 36% esplenectomizados. La
tasa de RG fue del 77%, con un 61% de RC (Figu-
ra 1). Todos los pacientes que alcanzaron RC la man-
tuvieron durante mas de 6 meses, con una mediana
de seguimiento de 14 meses (1-86). En un andlisis de
Kaplan-Meier, la media estimada de respuesta man-
tenida (RM) fue de 65,9 meses (IC 95%: 52,9-78,9), y
una probabilidad estimada de RM entre 6 y 83 meses
de alrededor del 75% (Figura 2). Fueron predictores
de RM alcanzar RC y negativizar el test de Coombs
con el tratamiento (Figura 3).

En general, el tratamiento con rituximab en la
AHAI es bien tolerado. Con la cautela de que la ma-
yoria de los estudios son retrospectivos, los efectos
adversos comunicados fueron predominantemen-
te leves o moderados y en relacién con la infusién.
Se analiz6 la toxicidad del tratamiento con rituximab
en pacientes con AHAI en 7 estudios que incluyeron
76 pacientes, comunicandose 5 infecciones graves y
2 pacientes que fallecieron por septicemia®. En otro
estudio 2 pacientes tuvieron una infeccién grave y un
paciente fallecié de infarto de miocardio®?. El rituxi-
mab ha sido asociado con reactivaciéon del VHB en
portadores. Sin embargo, la complicacién maés gra-
ve a largo plazo del tratamiento con rituximab es la
leucoencefalopatia multifocal progresiva, que ha sido
observada en 2 pacientes con AHAI®. Hay que con-
siderar que cuando se utilice rituximab antes de la es-
plenectomia debe vacunarse previamente contra gér-
menes encapsulados.
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Los pacientes con AHAI-C que recaen tras el tra-
tamiento con rituximab han sido retratados, incluso
con dosis repetidas, a modo de mantenimiento, recu-
perando mayoritariamente el mismo patrén de res-
puesta que perdieron®1%12),

La dosis éptima de rituximab en EAI no ha sido
establecida. En general, se ha utilizado la misma
dosis empleada para el tratamiento de linfomas.
En un intento de minimizar los efectos secunda-
rios, reducir costes, y considerando que en las
EAI la “masa” de linfocitos B seria menor que en
un linfoma, se ha explorado la utilizacién de do-
sis bajas de rituximab (100 mg, dosis fija, sema-
nal, 4 infusiones) en citopenias autoinmunes. En
la AHAI se han utilizado dosis bajas en 23 pacien-
tes con AHAI primaria, 61% AHAI-C. La RG fue

del 82,6% alos 2 meses y cercana al 90% entre los
6 y los 12 meses. Respuestas del 100% en pacien-
tes con AHAI-C!%.

La combinacién de rituximab, ciclofosfamida y
dexametasona ha demostrado ser efectiva y bien to-
lerada como tratamiento de segunda linea en pacien-
tes con citopenias autoinmunes asociadas a leucemia
linfatica crénica (LLC)®?. En un trabajo reciente®, en
48 pacientes con citopenias autoinmunes asociadas a
LLC, esta combinacién logré respuesta en el 89% de
los pacientes independientemente del tipo de enfer-
medad autoinmune. La duracién mediana de la res-
puesta fue de 24 meses, pero fue mayor en la AHAIL

En la AHAI secundaria a linfoma, las mejores res-
puestas han sido obtenidas con quimioterapia anti-
linfoma asociada a rituximab.

Tabla 1. Estudios del tratamiento con rituximab en AHAI en adultos hasta 2007 (modificada de Garvey®)

e
(gl;)%t;) £ 8(5) c 46-70
(;rggg) 7 5 c 44-66
S?;gg;n 5 C 2179
(2233)2) 7 5 C (80%) 4284
(gg(r)ast) i ih c 18-81
?2%82? i 14 c 4887
?2%8?? 4 ih c 23.81

Hb Rituximab Respuesta Respuesta 22;1‘::;
(8/L) (dosis”) global (%) completa (%) (meses)
50-99 2:5 100 87,5 7-22+
47-98 4 100 60 3-20+
51-83 38 40 4+,13+
73-55 4 40 8+, 38+
40-90 4 63 27 2,5-20+

42-117 3(3);4(11) 71 21 NA
43117 4 100 73 1+-20+

AHAI: anemia hemolitica autoinmune; P: estudio prospectivo; R: estudio retrospectivo; C: AHAI por anticuerpos calientes; *(): % de pacientes con AHAI-C; ~ dosis

de rituximab: (), pacientes que recibieron el niimero indicado de dosis

Tabla 2. Estudios del tratamiento con rituximab en AHAI en adultos desde 2009

- Tipo de Pacientes Tipo de .
Autor (afio) estudio  (retratados) AHAI* Edad (arios)
(10)
B”(st(;’(’)'g) R 27 3) c 49+/-21
Driericks®Y
(2009) R 53 (9) C (68%) 1-87
Pefialver('?
(2010) R 36 C (75%) 20-86

Duracion
Rituximab Respuesta Respuesta
Hb (g/1) \ ) . respuesta
(dosis™) global (%) completa (%) (meses)
] 4(24);2(1);
22-98 31 1(1) 93 30
40-142 4.(93%) 79 47 15 (0,5-62)
33-127 4 (80%) 77 61 19 (6-86)

AHAI: anemia hemolitica autoinmune; R; estudio retrospectivo; C: AHAI por anticuerpos calientes; *(): % de pacientes con AHAI-C; ~ dosis de rituximab: (), nimero

de pacientes o % de pacientes que recibieron el nimero de dosis sefialado
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Figura 1. Evolucion de los niveles de hemoglobina. La mediana de hemoglobina antes del tratamiento (linea discontinua) fue de 7 g/

dL, y en la maxima respuesta, la mediana de hemoglobina fue de 13 g/dL. Hubo un aumento significativo de la hemoglobina respecto

del nivel pretratamiento (p < 0,001). Hemoglobina postratamiento (linea continua).

Figura 2. Analisis de Kaplan-Meier de respuesta mantenida.

El rituximab en el tratamiento de la EAF

La EAF primaria es definida como una AHAI-F en pa-
cientes con una gammapatia monoclonal de significado
incierto o un linfoma con infiltracién medular. El rituxi-
mab ha sido el tratamiento més efectivo y mejor evalua-
do en la EAFE En los Gltimos afios, la eficacia del rituxi-
mab en monoterapia o en combinacién con fludarabina
en la EAF ha sido valorada en 3 estudios prospectivos.
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Figura 3. Relacion entre Coombs directo y respuesta mantenida.
15 de 18 pacientes con RM negativizaron el Coombs directo, y el
nimero de estos pacientes fue significativamente mayor que el
de los que alcanzaron RM pero mantuvieron el Coombs directo
positivo (p < 0,001). CT indica test de Coombs

En el primero, Berentsen et al."9 realiz6 un estudio
abierto, no controlado, prospectivo de fase 2 de ritu-
ximab en monoterapia en 27 pacientes. Se consiguid

una RG del 54% (una RCy 19 RP). La mediana de du-
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racién de la respuesta fue de 11 meses (0,5-4 afos) y
muchas de las recaidas respondieron al retratamien-
to con rituximab. Resultados similares fueron comu-
nicados por Schollkop e al.%”) en 20 pacientes, con ta-
sas de RG del 45%.

En un intento de mejorar los resultados obtenidos
en la EAF con rituximab en monoterapia, Berentsen
et al®® realizaron un estudio multicéntrico prospec-
tivo no controlado para valorar la eficacia del trata-
miento con fludarabina y rituximab. En total, 22 de
29 pacientes respondieron (76%), 6 (21%) alcanza-
ron RCy 16 (55%) RP. La mediana de tiempo a la res-
puesta fue de 4 meses. Siete de 10 pacientes que no
habian respondido previamente a rituximab en mo-
noterapia lo hicieron a la combinacién. El tiempo es-
timado de duracién de la respuesta fue de 66 meses.
Doce pacientes (41%) tuvieron toxicidad hematolé-
gica G 3-4, y 1 paciente murié de neumonia 9 meses
después de iniciado el tratamiento. Aunque la toxici-
dad puede ser limitante para esta combinacién, en es-
pecial en pacientes mayores, este régimen es el mas
efectivo de los testados hasta el momento en la EAE

Otros anticuerpos monoclonales

Dado que la actividad hemolitica de las aglutini-
nas frias es dependiente de complemento, el eculi-
zumab, un anticuerpo monoclonal humanizado an-
ti-C5, puede ser una opcién terapéutica teéricamente
prometedora. Sélo se ha comunicado un caso que su-
giera la eficacia del eculizumab en la EAF!?),

En pacientes con AHAI-C secundaria a LLC de-
pendientes de transfusién y que han fallado a trata-
mientos combinados con rituximab, el alemtuzumab
puede ser considerado como ultimo recurso. Cinco
pacientes con LLC-B evolucionada, resistentes a tra-
tamiento convencional, con AHAI dependiente de
transfusiones frecuentes, tratados con alemtuzumab,
respondieron con una aumento de la hemoglobina >
2 g/dL y permanecieron estables sin nuevos episo-
dios de AHAI tras una mediana de seguimiento de
12 meses®.

Conclusiones

El rituximab consigue un efecto clinico no logra-
do por otras opciones terapéuticas en pacientes con
AHAI con un perfil de toxicidad favorable. Su uso
permite retrasar o evitar la esplenectomia en pacien-
tes con AHAI-C ademds de reducir o evitar los in-
munosupresores citotdxicos y eludir su toxicidad. La
combinacién de rituximab, ciclofosfamida y esteroi-
des debe ser considerada como una opcién terapéu-
tica en pacientes con AHAI asociada a LLC, debido a
los excelentes resultados obtenidos. En la EAF, los pa-
cientes sintomaticos y con hemolisis activa pueden
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ser tratados con rituximab en monoterapia o en com-
binacién con fludarabina, que han demostrado ser los
tratamientos mas efectivos.

Son necesarios estudios prospectivos bien disefa-
dos, con un buen nimero de pacientes para contestar
las cuestiones pendientes sobre el tratamiento con ri-
tuximab en la AHAI como su “posicién” en la estra-
tegia terapéutica de la AHAI, la dosis éptima, el papel
del retratamiento y las combinaciones.
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-

En los Gltimos 2 afios se han producido grandes avances en el conocimiento de la biologia del mie-
loma mdltiple. Gran parte de estos avances se han debido al desarrollo de técnicas moleculares de
alta capacidad y sensibilidad (en concreto; la secuenciacién masiva paralela, la hibridacién genémica
comparada y los arrays de SNP), y al estudio de muestras seriadas, guardadas en biobancos, de enfer-
mos con mieloma mdltiple. Desde el afio 2000 se establecido un modelo de mieloma lineal que jus-
tificaba el proceso de evolucién en fases de esta enfermedad, basado en la afectacién universal de las
ciclinas. En varios estudios realizados durante este Gltimo afio se ha establecido que existe una evo-
lucién clonal en ramas en algunos casos de mieloma que justificaria la dindmica de respuesta y resis-
tencia a los diferentes tratamientos empleados!. Este modelo evolucién clonal, aunque tedrico, po-
dria influir en el futuro en la forma de tratar a los enfermos con mieloma. Justificaria los tratamientos
con multiples combinaciones de farmacos y el empleo de tratamientos secuenciales, asi como la elec-
cién de retratamientos o combinaciones no empleadas en las diferentes recaidas.
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multiple myeloma
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Introduction

Multiple myeloma (MM) cells are the malignant
counterpart of post-germinal center (GC) long-lived
PCs, characterized by strong BM dependence, so-
matic hypermutation (SHM) of immunoglobulin (Ig)
genes, and isotype class switch resulting in absence
of IgM expression in all but 1% of tumors. However,
MM cells differ from healthy PCs because they retain
the potential for a low rate of proliferation (1-3% of
cycling cells). Virtually every case of MM is preced-
ed by a pre-malignant PC tumor called monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS)
that, like MM, produces a typical M-spike (almost
always non-IgM) by SPEP or free light chain in the

urine®.

Primary IgH translocations are an early
oncogenic event shared by MGUS and MIM

Translocations involving the immunoglobulin
heavy chain (IgH) locus are present in at least half of
MM cases and are though to result from errors dur-
ing the physiological process of CSR or SHM. It is
presumed that these translocations represent prima-
ry — perhaps initiating — oncogenic events as normal
B-cells pass through GCs. These translocations re-
sult in dysregulated expression of an oncogene that
is juxtaposed to the strong Ig enhancers. The prev-
alence of IgH translocations increase with disease
stage: about 50% in MGUS, 55-70% for intramed-
ullary MM, 85% in extramedullary MM, and >90%
in MM cell lines.

Primary IgH translocations dysregulate three
gene groups: CCND, MAF and FGFR3/MMSET

There are three recurrent primary IgH translo-
cation groups in MM: CYCLIN D (11q13-CY-
CLIN D1; 12p13-CYCLIN D2z; 6p25-CYCLIN D3)
MAF (16q23-MAF; 20q12-MAFB; 8q24.3-MAFA;
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MMSET/(FGFR3) -4p16- (MMSET in all but also
FGFRS3 in 80% of these tumors) (Figure 1). It is
thought that CYCLIN D translocations only dys-
regulate expression of a CYCLIN D gene. By con-
trast MAF translocations dysregulate expression of
a MAF transcription factor that causes increased
expression of many genes, including CYCLIN D2
and adhesion molecules that are thought to en-
hance the ability of the tumor cell to interact with
the BM microenvironment. MMSET is a chroma-
tin-remodeling factor that is over-expressed in all
tumors with a t(4;14), whereas about 20% of tu-
mors lack der(14) and FGFR3 expression. It is a his-
tone methyltransferase for H3K36me2, and when
over-expressed results in a global increase in H3K-
36me2 methylation, and a decrease in H3K27me3
methylation, which most likely is the cause of
the many changes in gene expression observed in
t(4;14) tumors®?. In addition, it recently has been
determined that MMSET is important for H4K20
methylation at the sites of double strand DNA
breaks®. Importantly, loss of MMSET expression
alters adhesion, suppresses growth, and results in
apoptosis of HMCLs, suggesting that it is an at-
tractive therapeutic target®.

Multiple trisomies is an alternative
pathogenetic pathway

There is a consensus that chromosome content re-
flects at least two pathways of pathogenesis. Near-
Iy half of MGUS and MM tumors are hyperdiploid
(HRD), usually with extra copies of three or more
specific chromosomes (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21).
Strikingly, HRD tumors rarely (~10%) have a pri-
mary IgH translocation, whereas Non-hyperdip-
loid (NHRD) tumors usually (~70%) have an IgH
translocation. HRD patients seem to have a bet-
ter prognosis than NHRD patients. Interestingly,
in patients with t(4;14) or t(14;16) or t(14;20) or
del17p the presence of one or more trisomies is as-
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Figure 1. Cyclin Ds dysregulation in MM. MGUS and MM karyotypes can be divided into hyperdiploid and non-hyperdiploid based on
chromosomal content. Dysregulation of MYC and activating mutations of KRAS are associated with the progression of MGUS to MM.

A variety of mutations that affect the pathways shown are associated further disease progression.

sociated with a substantially better prognosis than
absence of trisomies®.

targeted by CYCLIN D, therefore bypassing the need
for CYCLIN D gene.

Cyclin Ds are ectopically expressed
throughout MM progression

Almost all cases of plasma cell neoplasm starting
from the MGUS stage and independently on the
chromosome content aberrantly express one or more
of the CYCLIN D genes and it has been proposed
that dysregulation of a CYCLIN D gene provides a
unifying, early oncogenic event in MGUS and MM.
Although this is not associated with increased pro-
liferation, the expression level of cyclin D1, cyclin
D2 or cyclin D3 mRNA in MM and MGUS is dis-
tinctly higher than in normal PCs. This results from
several mechanisms including a direct cis-dysregula-
tion in MM tumors with a CYCLIN D gene trans-
location or a trans-dysregulation in tumors with a
translocation of MAE encoding a transcription fac-
tor that directly bind to the CYCLIN D2 promoter.
Although MMSET/FGFR3 tumors express moderate-
ly high levels of CYCLIN D2, the cause of increased
CYCLIN D2 expression remains unknown. The ma-
jority of HRD tumors express CYCLIN D1 bi-alleli-
cally, perhaps because they contain a trisomic chro-
mosome 11, whereas most other tumors express
increased levels of CYCLIN D2 by unknown mecha-
nism. Only a few percent of MM tumors do not ex-
press any CYCLIN D gene, many of which show bi-
allelic deletion of RB1, the cell cycle inhibitor directly
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Secondary oncogenic events drive MGUS and
MM progression

MYC dysregulation

There is increased expression of c-MYC in most
newly diagnosed MM tumors compared to MGUS
tumors®. Recently, it was shown that sporadic acti-
vation of a MYC transgene in GC B cells in an MGUS
prone mouse strain led to the universal development
of MM tumors”®. Hence, increased MYC expression
may be responsible for progression from MGUS to
MM. Complex translocations involving MYC appear
to be secondary progression events that often do not
involve Ig loci. They are rare or absent in MGUS, but
occur in 15% of newly diagnosed tumors, 50% of
advanced tumors, and 90% of HMCLs. A recent re-
port suggests that a small molecule inhibitor of BRD4
can inhibit /JYC RNA expression in MM, with ther-
apeutic effect®.

Chromosome 13 deletion

Chromosome 13 deletion can be an early event in
MGUS (e.g., in MAF, MMSET tumors) or a progression
event (e.g., in t(11;14) tumors). A recent genome wide
sequencing study identified mutations of DIS3, a gene
of unknown function on 13, in about 10% of MM.
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Figure 2. Clonal evolution in MM. Substantial clonal heterogeneity is present in MM and correlates with genetic risk status. As shown

on the right, treatment that induces a partial response may completely eradicate one clone, while leaving others untouched. Three

types of clonal patterns are seen at relapse, each with about equal frequency: the diagnostic clone, unchanged; the diagnostic clone,

with additional mutations; and a derivative of an ancestral clone, with loss and gain of mutations compared to the diagnostic clone.

Activating mutations of RAS and BRAF

The prevalence of activating NRAS or KRAS mutations
is about 15-18% each in newly diagnosed and relapsed
MM tumors, but substantially higher in tumors that ex-
press CCND1 compared to tumors that express CCND2.
For MGUS tumors, the prevalence of NRAS mutations is
7%, but KRAS mutations have not been described. Re-
cently, BRAF mutations were described in 4% of MM tu-
mors!?,

Activating mutations of NFkappaB pathway

Extrinsic ligands (APRIL and BAFF) produced by BM
stromal cells provide critical survival signals to long-
lived PCs by stimulating TACI, BCMA, and BAFF re-
ceptors to activate the NFKB pathways. Most MGUS
and MM tumors highly express NFKB target genes,
suggesting a continued role of extrinsic signaling in
PC tumors® and at least in part explaining the con-
stant dependency of MM cells on the BM microenvi-
ronment. Activating mutations in positive regulators
and inactivating mutations in negative regulators of
the NFKB pathway have been identified in at least
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20% of untreated MM tumors and ~50% of HMCLs,
rendering the cells less dependent on ligand-mediat-
ed NFKB activation and most likely contributing to
extra-medullary spread of the disease.

Chromosome 17p loss and abnormalities of TP53

Deletions that include the TP53 locus occur in ~10%
of untreated MM tumors, and the prevalence increas-
es with disease stage. TP53 mutations were present
in 37% of untreated MM tumors with dell7p, but
not in patients without dell7p. Recently, decreased
expression of microRNAs miR-199, -192, and -215 in
MM was reported to increase MDM2, an inhibitor of
TP5312), contributing to loss of p53 activity.

Gain of chromosome 1q and loss of chromosome 1p

These genomic events frequently occur together in
MM, and each of them is associated with a poor
prognosis. A relevant gene on 1q is not clear although
it may be MCL1, while two regions of 1p are associ-
ated with a poor prognosis: CDKN2C (p18INK4c) at
1p32.3 and FAM46C at 1p12.
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Other pathogenic events

Secondary Ig translocations can occur at all stages of
disease. Mutations in genes regulating RNA metab-
olism, protein translation and histone modifying en-
zymes have also been identified?.

High-risk MM is associated to intra-clonal
tumor heterogeneity

Recent evidence indicates that tumor heterogene-
ity is prevalent in MM, as in many other cancers,
and that different subclones are present within the
tumor population, characterized by distinct genet-
ic mutations that contributed independently to the
tumor progression®. The degree of clonal hetero-
geneity is presumably related to the degree of ge-
nomic instability, and appears to correlate with the
presence of high-risk genetics. Three patterns of re-
lapse are seen following successful therapy. A third
of the time the dominant clone at diagnosis predom-
inates, unchanged, at relapse. A third of the time
the diagnostic clone has acquired additional genetic
changes at relapse. And a third of the time an ances-
tral clone to the one dominant at diagnosis emerg-
es, lacking some of the genetic changes present in
the diagnostic clone, and having acquired addition-
al genetic changes. The serial analysis of a patient
with t(4;14) MM at multiple timepoints identified
two major subclones that alternated in dominance
under alternating selective pressure from IMiDs and
proteasome inhibitors, a phenomenon called “clon-
al tides”. It is intriguing that although there is clearly
some competition between the two subclones, they
both persisted, suggesting that there may also be
an interdependence. The findings suggest a compe-
tition between subclones for limited resources and
raise the possibility that early, suboptimal treatment
may eradicate the “good” drug-sensitive clone, mak-
ing room for the “bad” drug-resistant clone to ex-
pand. They support the use of aggressive multi-drug
combination approaches for high-risk disease with
unstable genomes and greater clonal heterogeneity,
and sequential one or two drug approaches for low-
risk disease with stable genomes and lacking clonal
heterogeneity.

Clinical implications of the molecular
classification and clonal heterogeneity
of multiple myeloma

The t(4;14) chromosome translocation is the genet-
ic event in MM with the most important clinical sig-
nificance. It is a poor prognostic factor for patients
treated with alkylating agents, IMiDs, and bortezo-
mib. However, there is a survival advantage to the
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upfront use of bortezomib versus control in these pa-
tients, with a suggestion that prolonged use may to-
tally overcome the adverse prognosis®®. The MAF
molecular subgroup, t(14;16) and t(14;20) have each
individually been associated with a poor progno-
sis. In addition dell7p is universally associated with
poor prognosis. Finally patients defined as high-risk
by a GEP index of proliferation or other GEP-defined
risk scores do poorly. Unlike the t(4;14), for these lat-
ter subgroups neither bortezomib, or any other inter-
vention has been shown to offer a survival advantage.
Based on all of these considerations the hematolo-
gists at the Mayo Clinic have proposed a risk-adapt-
ed strategy for the treatment of patients that cannot
be enrolled on clinical trials (Figure 3)%. The stan-
dard risk patients can be treated with lenalidomide
and low dose dexamethasone, postponing the toxici-
ty and inconvenience associated with bortezomib. In
contrast the t(4;14) receive bortezomib as part of in-
duction and maintenance for at least one year. Final-
ly a combination of lenalidomide, bortezomib and
dexamethasone with a goal of CR is recommended
for the high-risk patients.

Conclusion

Significant progress has been made is understanding
the molecular pathogenesis and biology of MM. On-
cogenic pathways can be activated through cell intrin-
sic or extrinsic mechanisms. Similar to other cancers,
MM is characterized by multi-stage accumulation
of genetic abnormalities deregulating different path-
ways. Much of this knowledge is already being uti-
lized for diagnosis, prognosis and risk-stratification
of patients. Importantly, from a clinical standpoint,
this knowledge has led to development of novel ther-
apeutic strategies, some of which are already in clin-
ical use, and many others showing promise in pre-
clinical and early clinical studies.
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Optimizacion del tratamiento en primera linea del mieloma miultiple
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Introduccion

La combinacién de melfaldn y prednisona (MP) se
introdujo en el tratamiento del mieloma a finales de
los afios 60. En los siguientes 30 afios el progreso
en el tratamiento fue muy escaso, ya que combina-
ciones mds complejas de quimioterapia, tales como
VCMP, VBAB, VAD... sélo lograron una mejoria en
la respuesta global, sin diferencias en la superviven-
cia, tal y como lo ha demostrado un importante me-
taanalisis que incluyé mas de 6.000 pacientes. El
siguiente paso fue el uso de altas dosis de quimio-
terapia (melfaldn) seguidas de soporte con células
stem (trasplante autélogo de células stem —ASCT),
en pacientes jévenes, lo cual permitié un aumento
de la supervivencia libre de progresién y de la super-
vivencia global. Sin embargo, en los pacientes an-
cianos el esquema MP siguié siendo el estindar de
tratamiento. A partir del afio 2000, se ha producido
una revolucién en el tratamiento de esta enferme-
dad, gracias a la aparicién de nuevos farmacos con
mecanismo de accién singular, tales como la talido-
mida y la lenalidomida (fdrmacos inmunomodula-
dores), y los inhibidores de proteasoma (bortezo-
mib). Ademas, esto parece ser sélo el comienzo de
una nueva era, ya que una segunda y tercera genera-
cién de farmacos inmunomoduladores e inhibidores
de proteasomas, asi como anticuerpos monoclona-
les, inhibidores de histona-deacetilasas, entre otros,
estan siendo investigados activamente en esta en-
fermedad.

Tratamiento de pacientes de nuevo
diagnoastico candidatos a trasplante

Actualmente, el tratamiento en este contexto gene-
ralmente incluye de tres a seis ciclos de induccidn,
intensificacién con trasplante autélogo y la posibili-
dad de un tratamiento de consolidacién y/o mante-
nimiento.
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Induccion

El esquema VAD ha sido durante muchos afios el ré-
gimen mds empleado para induccién en pacientes de
nuevo diagnéstico candidatos a trasplante, propor-
cionando respuestas parciales (RP) en torno al 60%
y menos del 10% de remisiones completas (RC). Sin
embargo, los nuevos esquemas estdn demostrando
clara superioridad frente a VAD. Triples combinacio-
nes basadas en talidomida (T) (TAD, TCD) inducen
un 80% de respuestas aunque las RC generalmente
son inferiores al 15%; mds adn, la combinacién TD
debe ser considerada como subdptima. Con respecto
a la lenalidomida (Len) en combinacién con dexame-
tasona (Dex) la mayoria de los pacientes (> 85%) res-
ponden pero probablemente necesitan un minimo de
4-6 ciclos para alcanzar mas de un 10% de RC. Con
esquemas basados en bortezomib, especialmente tri-
pletas como BzAD, BzCD, o incluso mejor BzTD o
BzLenDex, las respuestas son alrededor del 90%, con
hasta un 30% de RC. Mds atn, varios ensayos alea-
torizados han demostrado que estas tripletas basadas
en Bz no son sélo superiores a VAD en términos de
respuesta sino que también logran supervivencias li-
bre de progresién (SLP) mds prolongadas. Las com-
binaciones basadas en talidomida o bortezomib no
afectan la colecta de células stem, mientras que en el
caso de lenalidomida se recomienda que la colecta se
efectie no mas alla de haber administrado 3-4 ciclos
de tratamiento.

Trasplante autologo (TASPE)

El empleo de altas dosis de quimioterapia (general-
mente basadas en el de melfaldn 200 mg/m?), segui-
do de trasplante autélogo, TASPE, es considerado ac-
tualmente como el tratamiento estandar en pacientes
jévenes con mieloma mdultiple. Esto es debido al au-
mento en la cifra de respuestas y la supervivencia li-
bre de progresién observada en varios ensayos alea-
torizados en los que se compard el trasplante frente
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a las dosis estandar de quimioterapia, si bien algunos
de estos estudios no mostraron ventaja en la supervi-
vencia global. Dada la alta eficacia de los nuevos far-
macos en induccidn, la siguiente pregunta que se ha
planteado es si el trasplante autélogo sigue teniendo
un papel en primera linea o se pudiese reservar para
la recaida. Varios ensayos aleatorizados han demos-
trado que la cifra de remisiones completas se incre-
menta con el trasplante, por lo que la induccién con
nuevos farmacos seguida de trasplante autdlogo se-
rian estrategias complementarias mds que alternati-
vas terapéuticas. Sin embargo, algunos investigado-
res cuestionan la necesidad del trasplante realizado
en esta fase inicial de la enfermedad, basandose en
los excelentes resultados que se consiguen con tra-
tamientos prolongados con nuevos farmacos, por lo
que consideran que el trasplante deberia reservar-
se para el momento de la recaida. En este sentido,
se estan llevando a cabo varios ensayos aleatoriza-
dos comparando trasplante precoz frente a trasplan-
te tardio. Hasta que los resultados de estos estudios
estén disponibles nosotros apoyamos la realizacién
del trasplante precoz basados en los siguientes argu-
mentos:

1. El trasplante tras induccién logra una alta tasa de
remisiones completas, objetivo de todas las neopla-
sias hematoldgicas, y los pacientes disfrutan de un
intervalo libre de tratamiento muy prolongado, con
excelente calidad de vida.

2. Cuando se produce la recaida la enfermedad
suele ser muy sensible a los tratamientos de resca-
te, mientras que todavia no conocemos la eficacia de
las altas dosis de quimioterapia en pacientes que ha-
yan sido expuestos durante largos periodos a los nue-
vos farmacos.

Con respecto al doble trasplante autélogo, su uti-
lizacién ha disminuido de forma significativa en los
tltimos afios. Por el contrario, estdn aumentando los
segundos trasplantes en pacientes que recaen des-
pués de haber tenido una supervivencia libre de pro-
gresién de mds de 2 o 3 afios. En el contexto del doble
trasplante debe resefiarse que dos estudios recien-
tes aleatorizados basados en induccién con BzTD
o BZAD han demostrado que el trasplante “en tan-
dem” parece ser de utilidad en pacientes con citoge-
nética de alto riesgo.

Consolidacion y mantenimiento

El tercer paso en esta secuencia del tratamiento de los
pacientes jévenes es la consolidacién y/o el manteni-
miento. El empleo de dos o tres ciclos de tratamien-
to de consolidacién (BzTD o BzLenD) tras trasplan-
te autélogo se ha asociado con un incremento en la
profundidad de las respuestas, incluyendo respues-
tas moleculares. Con respecto al mantenimiento, el
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interferén +/- corticoesteroides ha demostrado que
prolonga en aproximadamente 6 meses la supervi-
vencia libre de progresion y la supervivencia global,
pero debido a la mala tolerancia se ha abandonado en
la mayoria de los paises. No obstante, en los pacien-
tes que lo toleran podria ser una buena opcién ya que
no dificultaria el uso posterior de otros farmacos con
mecanismo de accién diferente como rescate. La dis-
ponibilidad de nuevos agentes, especialmente aque-
llos en formulacién oral como la talidomida o lena-
lidomida, ha renovado el interés por el concepto de
mantenimiento con la finalidad de intentar prolongar
la duracién de las respuestas después del trasplante.
Se han llevado a cabo seis ensayos aleatorizados ba-
sados en talidomida o talidomida mas dexametaso-
na y, aunque todos ellos mostraron una ventaja en
la supervivencia libre de progresién, sélo en tres de
ellos ésta se producia en una prolongacién en la su-
pervivencia global. Mds aln, el beneficio era modes-
to, aproximadamente de 6 meses, y esto junto a la
toxicidad y la posible induccién de recaidas mas re-
sistentes representa un grave inconveniente.

La situacién es muy diferente con la lenalidomida;
dos ensayos aleatorizados han demostrado un incre-
mento muy significativo en la supervivencia libre de
progresién, 42 meses frente a 24 meses en la rama
de placebo, pero sélo en uno de ellos esto se asocia-
ba con una prolongacién en la supervivencia global.
La preocupacién inicial con respecto al incremento
en la incidencia de neoplasias secundarias, asociado
al empleo de lenalidomida como mantenimiento, pa-
rece estar disminuyendo con seguimientos mads pro-
longados; sin embargo, todavia se requiere una vigi-
lancia estrecha. En conjunto, aunque el tratamiento
de mantenimiento con lenalidomida no puede ser to-
davia recomendado al no estar aprobado, es sin duda
una posibilidad de futuro muy atractiva, estando atn
por definir la duracién de la misma y la conveniencia
o no de asociar corticoesteroides.

Trasplante alogénico

El trasplante alogénico continta siendo la tnica op-
cién, tedricamente, curativa en los pacientes con
mieloma miltiple. Sin embargo, se asocia con una
elevada mortalidad relacionada con el procedimien-
to, de hasta el 15-30%, y morbilidad, principalmen-
te debido a la enfermedad injerto contra huésped.
Por todo ello, el empleo de trasplante alogénico debe
estar restringido a centros con alta experiencia y en
el contexto de ensayos clinicos. Con el fin de dismi-
nuir la mortalidad se han investigado diferentes es-
quemas de acondicionamiento denominados de in-
tensidad reducida, y que se basan en el empleo de
fludarabina y melfaldn o fludarabina y radioterapia
(2Gy). Con estos esquemas la mortalidad disminuye
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al 10-20%, pero se asocia con una mayor incidencia
de recaidas. Seis ensayos aleatorizados han compara-
do, en enfermos de nuevo diagnéstico, el uso de do-
ble trasplante autdlogo frente a trasplante autdlogo
seguido de trasplante alogénico de intensidad redu-
cida; en dos de ellos la modalidad que incluye trans-
porte alogénico demostrd ser superior en términos
de supervivencia libre de progresién y supervivencia
global. Entre las posibles causas para explicar las dis-
crepancias de estos resultados estarfan las caracteris-
ticas diferenciales de los pacientes, la profilaxis en-
fermedad injerto contra huésped utilizada, asi como
las diferencias en los regimenes de acondicionamien-
to utilizados. Ademds, desafortunadamente, una alta
proporcién de estos enfermos desarrollan recaidas
extramedulares sin infiltracién de la medula ésea, lo
cual indicaria que aunque la enfermedad permanece
bajo control en el medioambiente medular sufre dise-
minacién extramedular. Con respecto al uso del tras-
plante alogénico como terapia de rescate, un prerre-
quisito es obtener una remisién completa o una muy
buena respuesta parcial antes del trasplante, ya que
los pacientes con enfermedad activa no se benefician
de este procedimiento. Una vez mds conviene recor-
dar que esta modalidad de trasplante debe ser reali-
zada por equipos de alta experiencia y en el contex-
to de ensayos clinicos, ademads el papel del trasplante
alogénico debe ser reanalizado en la era de los nue-
vos farmacos, ya que éstos pueden formar parte inte-
gral del régimen de induccién, acondicionamiento e
incluso mantenimiento.

Tratamiento de pacientes ancianos de nuevo
diagnostico no candidatos a trasplante

El esquema melfalan-prednisona (MP) ha sido el es-
tandar de tratamiento del mieloma durante mas de
40 afios; sin embargo, los recientes resultados basa-
dos en combinaciones de MP bien con talidomida o
bortezomib, y probablemente también con lenalido-
mida, indican que ahora existen nuevos estandares
para el tratamiento de los pacientes con mieloma >
65-70 afios o con comorbilidades que les excluyen de
la posibilidad de un trasplante autélogo.

Seis ensayos aleatorizados han comparado talido-
mida m4s MP (MPT) frente a MP, mostrando un au-
mento significativo tanto en la tasa de respuestas glo-
bales (59% vs. 37 %) como de RC en la rama de MPT
(10% vs. 2,5%), asi como una supervivencia libre de
progresion (PFS) més larga (incremento de PFS de 5,4
meses). Sin embargo, en sélo tres de estos estudios el
tratamiento con MPT se asocié con una prolongacién
de la supervivencia global. La toxicidad asociada con
el empleo de altas dosis de talidomida, usadas en al-
guno de estos ensayos, quizds pueda contribuir a ex-
plicar las discrepancias en la supervivencia entre las
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series. El estudio llevado a cabo por el grupo inglés
MRC (IX trial) ha mostrado que la combinacién de
ciclofosfamida + talidomida + dexametasona (CTD)
es superior a MP en términos de respuestas globa-
les (82% vs. 49%) pero no en supervivencia global.
MP también se ha comparado con talidomida + dexa-
metasona (TD) y, aunque las respuestas fueron ma-
yores en el brazo experimental, la supervivencia fue
mads corta. Esto es debido, probablemente, a que la
rama TD se asoci6 a una alta cifra de discontinuacio-
nes, debido a la toxicidad, y especialmente a una alta
mortalidad en el primer afio.

La lenalidomida también se ha combinado con MP.
En un importante estudio aleatorizado se ha compa-
rado MP frente a lenalidomida + -7P, usando la le-
nalidomida bien sélo como parte de la induccién o
también como mantenimiento. Los resultados de
este ensayo muestran una PFS significativamente
mads prolongada en la rama de mantenimiento (31 vs.
14 vs. 12 meses, respectivamente) pero sin diferen-
cias significativas en la supervivencia global. Una al-
ternativa a estas combinaciones basadas en MP es el
empleo de esquemas sin agentes alquilantes; en este
sentido, la combinacién de lenalidomida + dexa-
metasona, especialmente empleando dosis bajas de
dexametasona, resulta atractiva, dada su excelente
tolerancia y una supervivencia a los 2 afos del 82%
en enfermos > 65 afios.

El inhibidor de proteosoma bortezomib fue investi-
gado en combinacién con MP en un estudio piloto lle-
vado a cabo por el grupo espafiol; los resultados clara-
mente positivos de este ensayo han sido confirmados
en un estudio aleatorizado en el que se ha comparado
bortezomib + MP frente a MP. Las tasas de respues-
tas globales y completas fueron significativamente su-
periores para la triple combinacién experimental (71
vs. 35%) y (30% vs. 4%), respectivamente. Ademas,
este esquema se asocié con un incremento significati-
vo tanto en el tiempo hasta la progresién (24 vs. 16 me-
ses) como en la supervivencia global (56,4 vs. 43,1 me-
ses), lo que se traduce en un incremento de 13 meses
en supervivencia global. Con el fin de optimizar el tra-
tamiento con bortezomib, especialmente para reducir
la neuropatia periférica, los grupos espafiol (Pethema/
GEM) e italiano (GIMEMA) han llevado a cabo dos en-
sayos aleatorizados en los que bortezomib se adminis-
traba en dosis semanal en lugar de bisemanal. Los re-
sultados de estos ensayos han mostrado una reduccién
muy significativa en la incidencia de neuropatia peri-
férica de grado III/IV (la incidencia bajé del 13-15% al
2-5%) asociada a un descenso en las discontinuacio-
nes debidas a efectos adversos. Ademads, esta dismi-
nucién de la toxicidad permitié un tratamiento mas
prolongado, lo que se tradujo en un incremento en la
supervivencia libre de progresién. Por tanto, estos dos
estudios, junto al anteriormente mencionado de lena-
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nidomida + MP, abren también la posibilidad al em-
pleo de mantenimiento en los pacientes mayores.

Ante este panorama de nuevos esquemas terapéu-
ticos, cabe preguntarse si existe alguna preferencia a
la hora de elegir uno de los tres regimenes basados
en nuevos farmacos junto a MP. Una posibilidad es
individualizar el tratamiento en funcién de las carac-
teristicas del enfermo y las comorbolidades. Asi, si
el paciente tiene antecedentes o alto riesgo de trom-
bosis venosa, la combinacién basada en bortezomib
probablemente seria preferible; lo mismo ocurriria
en el caso de enfermos con insuficiencia renal. Por
el contrario, si el paciente tiene antecedente de neu-
ropatia periférica, la combinacién basada en lenali-
domida serfa la eleccidén; ademads si el paciente vive
a mucha distancia del centro hospitalario, la admi-
nistracién de fdrmacos inmunomoduladores orales
serfa preferible. En pacientes mayores de 80 afios o
“fragiles” nuestra politica es emplear dosis reduci-
das de farmacos: talidomida a 100 mg, lenalidomi-
da a 15-20 mg, bortezomib en dosis semanal. Una
posibilidad alternativa en estos pacientes es susti-
tuir el melfaldn por ciclofosfamida (50 mg/ dia 0 300
mg/semana), ya que este Ultimo farmaco es menos
mielotéxico. En pacientes muy ancianos, ademas, se
debe prestar especial atencion a las infecciones (re-
quieren tratamiento activo y probablemente profi-
laxis) y a la funcién renal (hidratacién apropiada),
especialmente durante los 3 primeros meses de tra-
tamiento, ya que ambas complicaciones son respon-
sables de una elevada incidencia de muertes preco-
ces en esta poblacién.

En la actualidad la supervivencia de los pacientes
con mieloma multiple ha mejorado de forma muy
significativa. La clave ha sido el descubrimiento de
nuevos farmacos y su investigacién a través de los
pertinentes ensayos clinicos. Por ello es importante
continuar la investigacién en esta misma linea, evi-
tando en todo momento el empleo de esquemas que
no estén basados en la evidencia cientifica y en su
aprobacién por parte de las agencias reguladoras per-
tinentes.
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Optimizacion del tratamiento de rescate (refractariedad/recaida)

en el mieloma miltiple

LAURA RosiNoL DAcHS

Unitat d’ Amiloidosi i Mieloma (UDAM). Hospital Clinic. Barcelona

Introduccion

El mieloma miultiple (MM) es una enfermedad incu-
rable cuya evolucién natural se caracteriza por mul-
tiples recaidas hasta que se llega a una fase final en
que el paciente es refractario a todos los tratamien-
tos y fallece por complicaciones relacionadas con la
progresién de su enfermedad. Hoy en dia dispone-
mos de mdaltiples farmacos, por lo que debemos “ra-
cionalizar” las diferentes opciones de rescate al obje-
to de seleccionar la opcién més adecuada para cada
situacidn del paciente y guardar farmacos para recai-
das posteriores.

Ademas de seleccionar la linea de tratamiento es
importante escoger el momento adecuado para ini-
ciar un tratamiento de rescate. Sin embargo, los
avances en el conocimiento de la biologia del mielo-
ma abren la puerta a un tratamiento individualizado,
ajustado al riesgo biolégico.

A lo largo de esta ponencia hablaremos sobre
cudndo y cémo tratar a un paciente en recaida en
el momento actual y analizaremos las implicaciones
terapéuticas que puede tener en el futuro la aplica-
cién de los nuevos avances cientificos.

Cuando iniciar un tratamiento de rescate

Las guias clinicas actuales recomiendan iniciar un
tratamiento de rescate cuando un paciente presen-
ta progresion clinica, definida por los criterios CRAB
(Tabla 1)®. Sin embargo, existen situaciones en las
que es recomendable iniciar tratamiento cuando el
paciente Unicamente estd en recaida bioldgica, an-
ticipdndose a la aparicién de sintomas. En nuestra
préctica clinica habitual, esto lo aplicamos a aquellos
pacientes que previamente han tenido un compor-
tamiento clinico muy agresivo (por ejemplo, insufi-
ciencia renal, hipercalcemia, plasmocitomas), aque-
llos en los que se aprecia un rapido incremento del
componente monoclonal o en los que se observe una
clara disminucién progresiva de la cifra de hemoglo-
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bina. En este mismo sentido, recientemente se han
publicado unas guias de consenso para el tratamien-
to de las recaidas bioldgicas en el contexto de los en-
sayos clinicos?. La finalidad de estas guias es estable-
cer un criterio uniforme para empezar el tratamiento
en los pacientes en recaida biolégica, de forma que
los resultados de los ensayos clinicos sean compara-
bles. Asi, se establece como criterio de inicio de trata-
miento cuando en dos determinaciones consecutivas
separadas por < 2 meses se observa una duplicacién
del componente monoclonal, un aumento del CM sé-
ricoen 2 10 g/L o del CM urinario en = 500 mg/24 ho-
ras o bien un incremento de la cadena ligera libre in-
volucrada en > 20 mg/dL y un cociente de cadenas
ligeras K/L anormal (Tabla 2)@.

Tabla 1. Criterios de afectacion organica en las gammapatias
monoclonales

e Hipercalcemia

e Insuficiencia renal

* Anemia (Hb 2 g/dL por debajo del limite inferior de la normalidad
0 Hb <10 g/dL)

* Lesiones dseas (osteolisis u osteoporosis con fracturas
por aplastamiento)

e QOtros: hiperviscosidad sintomatica, amiloidosis, infecciones
bacterianas recurrentes

Tabla 2. Criterios de tratamiento en pacientes en recaida
biolégica incluidos en ensayos clinicos segin el IMWG

Cuando se cumple alguno de los siguientes criterios:

* Duplicacion del componente M

© Aumento del componente M sérico > 10 g/L

* Aumento del componente M urinario > 500 mg/24 h

* Aumento de la cadena ligera involucrada > 20 mg/dL y ratio anormal
En dos determinaciones separadas por < 2 meses
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Duracion del tratamiento de rescate

La duracién del tratamiento de rescate puede ser in-
definido hasta la progresién o puede limitarse a un
numero predefinido de ciclos. Ello dependera fun-
damentalmente del tipo de recaida, de los farmacos
empleados y de las posibles opciones de rescate para
futuras recaidas. Aquellos pacientes con recaidas no
agresivas, que se traten con farmacos que por su per-
fil de toxicidad no pueden darse de manera indefinida
(por ejemplo, talidomida, bortezomib) y en los que
adin dispongamos de opciones de rescate podemos
tratarlos con un numero de ciclos limitado. Aquellos
pacientes con recaidas muy agresivas en los que va-
mos a utilizar un farmaco con un perfil de toxicidad
aceptable a largo plazo (por ejemplo, lenalidomida),
y especialmente si hemos agotado todas las opcio-
nes de tratamiento posibles, lo que consideraremos
mds apropiado es un tratamiento hasta la progresion.

Consideraciones generales

Antes de iniciar un tratamiento de rescate debemos

hacernos un planteamiento global del paciente y tratar

de responder a una serie de consideraciones generales:
a) Componentes de los tratamientos previos
b) Profundidad y duracién de la respuesta con los
tratamientos previos. Plantearse el retratamiento
cuando la respuesta se ha mantenido al menos un
afio tras suspender el tratamiento previo.
¢) Considerar un segundo trasplante autélogo en
pacientes jévenes, con buen estado general, en re-
caida quimiosensible y en los que la respuesta al
primer procedimiento ha durado al menos 2 afios.
d) Tipo de recaida. En nuestra practica clinica habi-
tual, cuando un paciente presenta una recaida muy
agresiva (por ejemplo, con plasmocitomas extra-
medulares, hipercalcemia) favorecemos un resca-
te basado en bortezomib. Por el contrario, cuando
la recaida es més indolente, favorecemos un resca-
te basado en IMiDs. No obstante, como hemos co-
mentado previamente, los pacientes presentan mul-
tiples recaidas, por lo que todos acabaran recibiendo
todos los farmacos a lo largo de su evolucién.
e) Toxicidades previas. Evitar farmacos neurotdxi-
cos en pacientes que han presentado una neuropa-
tia periférica previa.
f) Edad y estado general. Los pacientes de edad
avanzada o con mal estado general son tributarios
de tratamientos no agresivos o bien de tratamien-
to paliativo.

Farmacos disponibles

En los dltimos 10 afios se han incorporado al arsenal
terapéutico los nuevos farmacos bortezomib, talido-
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mida y lenalidomida. Préximamente se incorporaran
los nuevos farmacos de segunda generacién, como
carfilzomib y pomalidomida, y se estdn llevando a
cabo numerosos estudios con otras moléculas con di-
ferentes mecanismos de accién, como anticuerpos
monoclonales o inhibidores de histona deacetilasa,
entre otros. Igualmente, se ha reintroducido la ben-
damustina, un farmaco cldsico que habia sido am-
pliamente utilizado en los antiguos paises del Este y
que habia quedado en desuso.

Talidomida

La talidomida en monoterapia en pacientes con mie-
loma mdltiple recaido/refractario produce una tasa
global de respuestas de entre el 32% y el 64%®%. La
talidomida no es eficaz en pacientes con plasmocito-
mas extramedulares®. Su principal efecto secundario
es la neuropatia periférica, que es de predominio sen-
sitivo y es irreversible.

Bortezomib

El bortezomib se aprobé para el tratamiento de pa-
cientes con mieloma multiple refractario o en recaida
en el ano 2008 gracias a los resultados de los estudios
SUMMIT® y APEX®. En el estudio APEX, el bortezo-
mib fue superior a la dexametasona tanto en tasa glo-
bal de respuestas (38% vs. 18%), tasa de remisiones
completas (6% vs. 1%), tiempo hasta la progresién
(6,2 vs. 3,5 meses) y supervivencia global (80% vs.
66% al afio). Recientemente se ha publicado un estu-
dio de retratamiento en pacientes que han respondi-
do al tratamiento con bortezomib y que han estado
libres de tratamiento un minimo de 6 meses. La tasa
global de respuestas es del 40% (58 % si incluimos las
respuestas minimas), con un tiempo hasta la progre-
sién de 8,4 meses®. La administracién subcuténea de
bortezomib ha permitido disminuir la incidencia de
neuropatia periférica de grado > 2 del 41% al 24%, y
la neuropatia periférica de grado = 3 del 16% al 6%,
manteniendo la misma eficacia que cuando se admi-
nistra por via endovenosa®.

Lenalidomida

En dos estudios aleatorizados %1V ]a lenalidomida
fue superior a la dexametasona en tasa global de res-
puetas (60% vs. 20%), remisiones completas (15%
vs. 3%), tiempo hasta la progresién (11 vs. 4 meses)
y supervivencia global (30 vs. 20 meses). La dosis de
lenalidomida debe ajustarse segtn la funcién renal y
los recuentos hemoperiféricos. Siempre debe darse
profilaxis antitrombdtica con heparina de bajo peso
molecular al menos durante los 4-6 primeros meses,
pudiendo continuar después con AAS.
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Carfilzomib

El carfilzomib es el nuevo inhibidor irreversible del
proteasoma?. Se estdn utilizando diferentes dosis
(27-56 mg/m?) con una tasa global de respuestas de al-
rededor del 50%, incluyendo pacientes resistentes a
bortezomib. A diferencia del bortezomib, casi no pro-
duce neuropatia periférica. Entre las principales toxici-
dades destaca el sindrome de lisis tumoral con la pri-
mera dosis, insuficiencia renal y toxicidad cardiaca.

Pomalidomida

La combinacién pomalidomida/dexametasona ha
sido utilizada en estudios de fase 11%*'¥ para pacien-
tes con mieloma recaido/refractario y estd en marcha
un estudio pivotal aleatorizado de fase III que com-
para pomalidomida/dexametasona frente a dexame-
tasona, con resultados preliminares favorables a la
combinacién®.

Bendamustina

La bendamustina es una molécula con similitudes es-
tructurales entre los alquilantes y los analogos de las
purinas que tiene una resistencia cruzada incompleta
con otros alquilantes. La dosis en mieloma mdltiple
no estd bien establecida y oscila entre 60 y 150 mg
los dias 1-2 cada 28 dias. La tasa global de respuestas
estd entre el 55% vy el 88%19. También se ha admi-
nistrado en combinacién con bortezomib o lenalido-
mida con resultados prometedores.

Evolucion clonal y optimizacion
del tratamiento de rescate

Cada vez se conoce mejor la patogenia del MM. Sabe-
mos que la gran mayoria de los mielomas evolucionan
de una fase previa asintomadtica de gammapatia mo-
noclonal de significado incierto (GMSI)". En esta fase
de GMSI la célula plasmatica normal ha experimenta-
do una serie de cambios genéticos que la convierten en
“mielomatosa”. El evento inicial responsable del paso
de célula plasmatica normal a célula plasmatica mielo-
matosa radica en la disregulacién de las ciclinas D19,
Esta disregulacién se produce como consecuencia de
las traslocaciones primarias del gen de la cadena pe-
sada de las inmunoglobulinas (IgH) con otros genes
(MMSET/FGFR3, CCDN1, CCDN3, cMAE, MAFB)
o bien debido a la hiperdiplodia cromosémica. Poste-
riormente se producen otros eventos genéticos secun-
darios responsables de la progresién a mieloma quies-
cente, mieloma sintomatico y finalmente leucemia de
células plasmaticas. Entre estos eventos destacan las
traslocaciones secundarias de IgH (c-Myc), ganancias
cromosdmicas (1q), deleciones (17p, Rb1), mutaciones
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de la via de sefalizacién de NF-Kb o de K-ras y N-ras,
hipo- o hipermetilacién del DNA, entre otros®. Has-
ta hace poco se crefa que la progresién del MM se-
guia un modelo lineal segin el cual sobre la clona ini-
cial se afadian una serie de alteraciones genéticas que
conferian la capacidad de proliferacién, diseminacién
y resistencia a farmacos. Sin embargo, cada vez exis-
te mds evidencia de que la progresién en el cancer en
general, y en el mieloma en particular, sigue un mode-
lo darwiniano. Segin esta teoria, la clona inicial pro-
lifera y experimenta una variabilidad genética que da
lugar a diferentes subclonas, cada una con unas capa-
cidades proliferativas y de resistencia a farmacos di-
ferentes®. Debido a la presién que ejercen los trata-
mientos, una clona que al diagnéstico era mayoritaria
puede desaparecer al tiempo que emerge una subclo-
na minoritaria responsable de la recaida. Esta subclo-
na tiene ahora la oportunidad de expandirse y adqui-
rir nuevas anomalias.

Existen tres patrones evolutivos, cada uno presente
en aproximadamente un tercio de los pacientes® 2

a) Evolucién estable: no hay diferencias entre las

clonas al diagnéstico y en la recaida. Este tipo de

patrén se ha observado basicamente en los pacien-
tes con citogenética de bajo riesgo.

b) Evolucién lineal: la clona de la recidiva deriva de

una clona mayoritaria al diagndstico, la cual ha ad-

quirido lesiones adicionales.

¢) Evolucién no lineal o patrén de heterogeneidad

clonal. La clona de la recaida deriva de una subclo-

na minoritaria al diagnéstico. Las diferentes sub-
clonas predominan a lo largo del tiempo en fun-
cién de la seleccidn ejercida por los tratamientos.

Estos dos ultimos patrones se observan basicamen-
te en los pacientes con citogenética de alto riesgo, es-
pecialmente en los pacientes con la delecién de 17p®@h.
Por otra parte, este patrén de evolucion no lineal se ha
visto con mayor frecuencia en pacientes tratados con
bortezomib que han alcanzado una remisién comple-
ta o una MBRP que en aquellos pacientes tratados con
quimioterapia convencional, hecho que sugiere que
bortezomib destruye la clona dominante, dando la
oportunidad a que surjan clonas minoritarias®?.

Los nuevos conocimientos de la biologia nos per-
mitirdn en un futuro individualizar el tratamiento en
funcién del riesgo citogenético y las vias moleculares
alteradas. Asi, ademas de los tratamientos comunes
dirigidos contra los eventos “iniciadores” del mielo-
ma, podremos disponer de tratamientos individuali-
zados dirigidos contra las dianas terapéuticas especi-
ficas de cada paciente, responsables de la progresién.

De estos conocimientos se puede especular cémo
deberia ser el tratamiento de los pacientes ajustado
a su riesgo citogenético. Con el tratamiento de in-
duccidn se consigue una gran disminucién de la masa
tumoral. Los pacientes con citogenética de bajo ries-
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go, con una escasa variabilidad genética, posiblemen-

te

se pueden beneficiar de una estrategia de retrata-

miento en la recaida, asumiendo que la clona en la

re

caida serd la misma y tendrd la misma sensibilidad

a farmacos que la clona del diagnéstico. Por otra par-

te

, con los tratamientos postinduccién (consolida-

cién, mantenimiento) se puede modular la expansién
de estas clonas de comportamiento indolente favore-
ciendo una supervivencia global prolongada®?¥. Por

el

contrario, en los pacientes con citogenética de alto

riesgo, el tratamiento de mantenimiento puede favo-

re
ta
ta

cer la seleccién de clonas mads resistentes y, por lo
nto, acortar la supervivencia global tras la recaida,
| y como se ha observado en algunos estudios de

mantenimiento con talidomida®*%).

Gracias a estos conocimientos podemos hacer una

serie de reflexiones finales:

a) Una respuesta parcial, en lugar de reflejar una su-
presién parcial del mieloma, tal vez refleje la supre-
sién de una clona sensible y se mantiene una clona
refractaria que se hace dominante.

b) En general se evita el retratamiento de un pa-
ciente con un esquema al que previamente ha sido
resistente porque se asume que seguird siendo re-
sistente. Sin embargo, tratamientos posteriores
pueden haber favorecido la expansién de nuevo de
la subclona sensible.

c) El tratamiento precoz en el mieloma quiescente
puede tener un efecto paradédjico que favorezca la
progresion a mieloma sintomatico. Si la clona domi-
nante tiene un comportamiento indolente y la erra-
dicamos con el tratamiento, se puede favorecer teé-
ricamente la expansién de una clona maés agresiva.
No cabe duda de que el futuro del tratamiento del

mieloma constituye un reto apasionante, en el que
habréd que integrar los nuevos conocimientos biolé-

gi

cos y los nuevos farmacos dirigidos a dianas espe-

cificas para conseguir, primero, la cronicidad y, final-
mente la curacién de la enfermedad.
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Los linfomas son una de las neoplasias mas ampliamente estudiadas en relacién con su pronédstico.
En este sentido, el estadio de la enfermedad continda siendo uno de los principales factores pronds-
tico, sobre todo en el linfoma de Hodgkin (LH). De hecho, conocer la extensién del linfoma, para se-
parar enfermedad localizada de enfermedad avanzada, era esencial cuando el Unico elemento tera-
péutico eficaz era la radioterapia.

Es evidente que el prondstico del LH ha mejorado en las Gltimas décadas, como consecuencia de
los avances que se han producido en la quimioterapia y radioterapia. En estos pacientes es funda-
mental tener en cuenta la toxicidad a largo plazo, principalmente en relacién con las complicaciones
cardiovasculares, la infertilidad y las segundas neoplasias. Ello es particularmente importante en los
pacientes con estadios localizados, donde la proporcién de curacién es muy alta. Por ello se estan lle-
vando a cabo miltiples intentos para reducir la intensidad de tratamiento manteniendo la eficacia. En
este sentido, el grupo aleman de linfoma de Hodgkin (GHSG) nos ofrece su amplia experiencia en el
manejo de pacientes con LH con el desarrollo de esquemas especificos de tratamiento para pacien-
tes con enfermedad localizada, como los ensayos HD10, el HD13 o el HD14, de los cuales presenta-
ran resultados actualizados.

En el linfoma difuso de células B grandes, su presentacién de forma localizada ofrece mayores posi-
bilidades de curacidn, si bien el concepto de enfermedad localizada es heterogéneo, lo que dificulta
enormemente la comparacién de los resultados entre los diferentes estudios. De este modo, la estra-
tegia terapéutica disefiada para un determinado subgrupo puede no ser adecuada para otros pacien-
tes incluidos dentro de los estadios precoces de la enfermedad y serd necesario el empleo de tera-
pias diferentes para optimizar los resultados. Los resultados de diferentes estudios nos indican que la
combinacién de quimioterapia y radioterapia es la terapia de eleccién; sin embargo, el debate sobre
la necesidad de considerar la radioterapia como consolidacién en los estadios localizados de los linfo-
mas agresivos o el nimero de ciclos a administrar, sobre todo tras la introduccién de rituximab, con-
tinda abierto. El Dr. Gisselbrecht nos ofrece una amplia discusién sobre cada uno de estos aspectos.

Por dltimo, pero no menos discutido, tenemos el tratamiento del linfoma folicular (LF) y del linfoma
de células del manto (LCM), entidades bien caracterizadas tanto clinica como biolégicamente. El trata-
miento actual de estas enfermedades se basa en la inmunoquimioterapia, pero en los Gltimos afios se
han descrito formas clinicas muy particulares, aparentemente de prondstico mucho mejor que el habi-
tual, que obligan a plantearse si el tratamiento convencional es el mas adecuado en estos casos. Asi, se
han descrito formas in situ de LE E1 10-15% de los LCM corresponden a una forma denominada “indo-
lente”, también llamada extraganglionar, que se distingue por un curso clinico “mas” benigno que per-
mitiria diferir el tratamiento durante mucho tiempo. Por Gltimo, el LF localizado, también raro y de ex-
celente prondstico, constituye asimismo un dilema terapéutico. El Dr. Lépez-Guillermo nos ofrece una
revision sobre los principales aspectos clinicos y terapéuticos de estos subtipos histoldgicos.

En cada una de las patologias abordadas en este simposio se insiste sobre la necesidad de individua-
lizar el tratamiento, en un intento de reducir la toxicidad manteniendo la eficacia. El mejor conoci-
miento de la biologia de la enfermedad, asi como la introduccién de nuevas técnicas diagndsticas con
implicacién prondstica, como la PET, estd contribuyendo a la mejor caracterizacién de estos pacien-
tes y, en consecuencia, a optimizar el tratamiento.

~

J
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Los linfomas son un grupo heterogéneo de neopla-
sias que tienen en comun su origen en la proliferacién
de células linfoides detenidas en diferentes etapas de
su desarrollo madurativo. El diagndstico correcto de
cada una de estas entidades es sélo una de las mu-
chas piezas de informacién necesarias para planear
el cuidado del paciente. De este modo, se incluyen
dentro de los linfomas enfermedades muy distintas
no sélo desde el punto de vista histopatolégico, sino
también clinico y evolutivo, de forma que el trata-
miento deberd adaptarse al riesgo de cada enfermo
en particular. Y para valorar dicho riesgo resulta im-
prescindible conocer el prondstico de cada paciente
en funcién de una serie de variables, tanto en el mo-
mento del diagndstico como a lo largo de su evolu-
cién. Asi, el pronédstico de cada paciente esta relacio-
nado con la biologia del tipo especifico de linfoma y
con una serie de caracteristicas clinicas cuya combi-
nacién facilitard una estimacién segura del riesgo y
hara posible el desarrollo de una estrategia terapéuti-
ca individualizada.

En este sentido, los linfomas son unas de la neo-
plasias mds ampliamente estudiadas en relacién con
su prondstico. Dentro de ellos el estadio de la enfer-
medad continta siendo uno de los principales fac-
tores prondstico, sobre todo en el linfoma de Hodg-
kin (LH). De hecho, conocer la extensién del linfoma,
para separar enfermedad localizada y enfermedad
avanzada, era esencial cuando el Ginico elemento tera-
péutico eficaz era la radioterapia. Los estudios inicia-
les de René Gilbert en Ginebra, Vera Peters en Toron-
to y Henry Kaplan en Stanford permitieron analizar
el patrén de diseminacién del LH y demostrar que
diferentes grados de extensién representaban mayor
masa tumoral y requerfan tratamientos diferentes®.
Asi se llega al primer sistema de clasificacién por es-
tadios, consensuado en la conferencia de Ann-Arbor
en 1971@, que, aunque imperfecto, sobre todo en los
linfomas no hodgkinianos (LNH), refleja la cantidad
de masa tumoral y condiciona el pronéstico y la in-
tensidad de tratamiento.
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Asi, la clasificacién de Ann-Arbor, con la poste-
rior modificacién de Costwolds, ha dividido tradi-
cionalmente a los linfomas en dos grupos de riesgo
de acuerdo a su extensién. Estd claro que una mis-
ma entidad en estadio I presenta un prondstico mu-
cho mejor que en estadio 1V, pero las diferencias se
reducen cuando comparamos estadios préximos (I
y 11, Iy III, Il y IV), de modo que el valor prondsti-
co relativo de la clasificacién de Ann-Arbor aumenta
considerablemente cuando dividimos a los pacien-
tes en dos grupos. Bajo el epigrafe de enfermedad
localizada se han incluido tradicionalmente los es-
tadios [ y II, mientras que bajo la denominacién de
enfermedad avanzada se incluyen los estadios Il y
IV. Esta es una divisién simplista, pero con implica-
ciones prondsticas y tradicionalmente practica des-
de el punto de vista terapéutico, al diferenciar 2 es-
trategias terapéuticas: la radioterapia en los estadios
localizados y la quimioterapia en los estadios avan-
zados.

La clasificacién del LH en estadios era un reflejo,
fundamentalmente, de la capacidad de la radiotera-
pia para curar a los pacientes que presentaban una
determinada extensién de la enfermedad. El trata-
miento con radioterapia exclusiva ofrecia la posibili-
dad de curacién a los pacientes que presentaban en-
fermedad limitada a un mismo lado del diafragma y
a una proporcién significativa de los pacientes con
enfermedad avanzada. El desarrollo de diferentes es-
quemas de poliquimioterapia ha sido esencial para
el tratamiento de la enfermedad avanzada y ha per-
mitido establecer en qué grupos existe un beneficio
de la asociacién de radioterapia a la quimioterapia.
Ademas, en los pacientes con enfermedad ganglionar
localizada, los diferentes grupos de trabajo han sido
capaces de identificar subgrupos de pacientes que re-
quieren tratamiento mds intensivo (estadios inter-
medios) y un subgrupo curable con tratamientos mi-
nimamente intensivos (Tabla 1). Un resumen de los
diferentes estudios de terapia combinada en LH se
presenta en la Tabla 2.
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En los LNH agresivos la heterogeneidad en el gru-
po de pacientes con enfermedad localizada dificulta
enormemente la comparacién de los resultados en-
tre los diferentes estudios y, de hecho, la estrategia
terapéutica disefiada para un determinado subgrupo
puede no ser adecuada para otros pacientes incluidos

Tabla 1. Factores de riesgo y grupos prondsticos (GHSG y
EORTC)

GHSG EORTC

* Masa mediastinica
(ICT > 0,35)

* Masa mediastinica
(ICT>0,35)

Factoresde  © Enfermedad extranodal e Edad > 50 afios
riesgo (FR) o VSG > 30 con sintomas B ® VSG > 30 con sintomas B
VSG > 50 sin sintomas B VSG > 50 sin sintomas B

® > 3 dreas afectas * >4 areas afectas

Grupo

pronéstico . .

Enfermedad |-l sin FR -l sin FR

precoz

favorable

Enfermedad

precoz .

desfavorable LCAE (_) L3l I-Il con uno 0 més FR

) IIB con c/d, sina/b

(estadio

intermedio)
IIB cona/b

Avanzado LIV -1V

GHSG: German Hodgkin Lymphoma Study Group; EORTC: European Organisation for
Research and Treatment of Cancer

dentro de los estadios precoces de la enfermedad. Los
estadios I-II de los LNH agresivos pueden dividirse
en 3 subgrupos de acuerdo a su supervivencia
y en cada uno de ellos serd necesario el empleo
de terapias diferentes para optimizar los resultados®.
De este modo, aplicando el IPI modificado por es-
tadio, que incluye como factores de riesgo el esta-
dio II, la edad > 60 afios, la LDH elevada y la situa-
cién funcional (performance status) de > 1, es posible
identificar estos subgrupos de pacientes. El grupo
mas favorable, aquellos pacientes sin factores de ries-
go (30% de los pacientes en estadios precoces) tienen
una supervivencia a los 5 afos superior al 90% con
esquemas cortos de quimioterapia (3 ciclos) y radio-
terapia®. El subgrupo con estadio II y masa volumi-
nosa (bulky), a menudo también incluido dentro de la
enfermedad localizada, tiene una supervivencia a los
5 afios del 50% cuando recibe 3 ciclos CHOP + radio-
terapia y, por tanto, debe tratarse con esquemas dise-
flados para los estadios avanzados®. En este sentido,
el estudio MInT demuestra que la presencia de masa
voluminosa es un factor prondstico adverso e identi-
fica un subgrupo de pacientes con enfermedad loca-
lizada de pronéstico favorable (IPI = 0, no bulky) con
una supervivencia a los 6 afios del 95%®©”. No obs-
tante, la adicién de radioterapia en los pacientes con
masa bullky mejora los resultados, si los comparamos
con los obtenidos por el grupo francés®®. Por ulti-
mo, aquellos pacientes con enfermedad localizada y
algin factor de riesgo tienen una supervivencia a los
5 afios del 70%. Es en este subgrupo de pacientes con
enfermedad localizada donde es necesario identificar
el esquema de tratamiento éptimo.

Tabla 2. Ensayos clinicos de terapia combinada en estadios precoces del linfoma de Hodgkin

Ensayo n Tratamientos

RTCE 36-40 Gy
3 MOPP/ABV + RTAA

4 MOPP/ABV + RTCE
4 MOPP/ABV + RTAA
6 MOPP/ABV + RTAA

4 ABVD + RTCE 30,6 Gy
4 ABVD + RTAA 36-40 Gy

4 ABVD + 30 Gy RTAA
4 ABVD + 20 Gy RTAA
2 ABVD + 30 Gy RTAA
2 ABVD + 20 Gy RTAA

4 ABVD + 30 Gy RTAA
4 ABVD + 20 Gy RTAA
4 BEACOPP + 30 Gy RTAA
4 BEACOPP + 20 Gy RTAA

EORTC H8-F*3 542

EORTC H8-U®¥ 996

INT Milan® 136

GHSG HD10% 1.190

GHSG HD11%® 1.395

Resultados
SLE68% 10 a SG92% 10 a
SLE 93% 10 a (< 0,001) SG 97% 10 a (0,001)
SLE80% 10 a SG84% 10 a
SLE80% 10 a SG85% 10 a
SLE 82% 10 a (ns) SG 88% 10 a (ns)
PLP93% 12 a SG96% 12 a
PLP 94% 12 a (ns) SG94% 12 a (ns)
PLFT 87% 8 a SG94% 8 a
PLFT 90% 8 a SG95% 8 a
PLFT 86% 8 a SG94% 8a
PLFT 86% 8 a (ns) SG 95% 8 a (ns)
PLFT 85% 5 a SG94%5a
PLFT81%5 a SG94%5a
PLFT 87% 5 a SG95%5a
PLFT 87% 5 a (ns) SG 95% 5 a (ns)

EORTC: European Organisation for Research and Treatment of Cancer; GHSG: German Hodgkin Lymphoma Study Group; INT Milano: Istituto Nazionale dei Tumori; RTCE: radioterapia
de campo extenso; RTAA: radioterapia de dreas ganglionares afectadas; PLP: probabilidad actuarial de encontrarse libre de progresion; SLE: supervivencia libre de evento; PLFT:
probabilidad actuarial de encontrarse libre de fracaso del tratamiento; SG: supervivencia global
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Tabla 3. Resultados en pacientes con LNH y enfermedad
localizada, seglin factores de riesgo. Modificado de Miller et al.®

Estadio clinico  IPI modificado  Tratamiento  Supervivencia 5 a
I, IE 0 CHOP (3) + RT > 90%
I, IE, II, IIE (no
buky) >1 CHOP (3) + RT 70%
II o IIE bulky CHOP (8) 50%

En cualquier caso, el debate sobre la necesidad de

considerar la radioterapia como consolidacién en los
estadios localizados de los linfomas agresivos conti-
nda. Un estudio retrospectivo reciente del MD An-
derson Cancer Center en Houston refleja esta rea-
lidad: el 54% de 190 pacientes con estadio I y II
reciben radioterapia tras 6-8 ciclos de R-CHOP®. Los
datos de este estudio igualmente confirman que los
pacientes con un IPI modificado > 1 se benefician de
aumentar el nimero de ciclos de quimioterapia®.

Por dltimo, pero no menos discutido, el tratamiento

de los estadios precoces del linfoma folicular, aunque
se considera una situacién excepcional, un analisis re-
ciente del registro SEER (Surveillance Epidemiology
and End Results) del Instituto Nacional del Cancer de
Estados Unidos demuestra que el 26% de los pacien-
tes con linfoma folicular se diagnostican en estadio 1.
En esta situacién el tratamiento recomendado es la
radioterapia, pero de acuerdo a los datos del citado
registro sélo el 34% de los pacientes recibieron ra-

dioterapia!

10 El andlisis de los pacientes incluidos en

el National LymphoCare Study confirma estos datos,
de modo que las opciones en estos pacientes oscilan
desde la observacion hasta diferentes combinaciones
de quimioterapia con rituximab, con resultados simi-
lares, lo que contribuye a la controversia sobre el me-
jor tratamiento en estos pacientes12,
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Due to recent improvement in both, radiotherapy
and chemotherapy, the prognosis for patients with
Hodgkin lymphoma has substantially improved over
the last decades. On the other hand, Hodgkin lym-
phoma patients are at risk for developing late side ef-
fects of treatment including secondary malignancies,
organ failure and other sequelae such as infertility
and fatigue. Thus, particularly in early-stage disease,
many groups worldwide have attempted to reduce
treatment intensity thereby maintaining efficacy. Ex-
amples include the GHSG HD10 study for patients
with early favorable disease demonstrating that two
cycles of ABVD followed by 20 Gy of involved field
radiotherapy (IFRT) are as effective as four cycles of
ABVD followed by 30 Gy IFRT. The GHSG follow-
up study, HD13, then attempted to delete drugs from
the ABVD backbone. More recent trials such as the
UK RAPID study or the EORTC HD10 trial investi-
gated the use of PET for a better risk adapted strat-
egy. Although the interim results of these two trials
are still preliminary, the outcome of these two stud-
ies as reported at ASH 2012 is rather similar albeit the
conclusions differed substantially.
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For early unfavorable patients with Hodgkin lympho-
ma, numerous clinical trials attempted to improve the
prognosis for these patients by introducing more ag-
gressive chemotherapy such as Stanford V, BEACOPP
baseline or BEACOPP escalated. The GHSG HD11 tri-
al showed that BEACOPP baseline did not improve the
overall prognosis of these patients so that four cycles of
ABVD followed by 30 Gy IFRT should still be regarded
standard of care for this group of patients. The GHSG
HD14 trial then introduced two cycles of BEACOPP es-
calated followed by two cycles of ABVD in this setting.
With a total of more than 1500 patients included, this
regimen (“2+2”) gave a better tumor control when com-
pared with four cycles of ABVD with a difference of
7.2% at five years. However, there was no difference in
overall survival between these two regimen. An update
of this trial will also be presented.

Future strategies might challenge the role of addition-
al radiotherapy for early-stage Hodgkin lymphoma pa-
tients. To this end, the advent of a new highly effective
antibody-drug conjugate, brentuximab vedotin, target-
ing CD30 might allow further reduction in treatment
intensity while enhancing tumor-specific effects.
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Tratamiento del linfoma folicular in situ, del linfoma del manto
indolente y de los estadios localizados del linfoma folicular

ARMANDO LOPEZ-GUILLERMO, JORDINA ROVIRA
Servicio de Hematologia. Hospital Clinic. Barcelona

Introduccion

Tanto el linfoma folicular (LF) como el linfoma de cé-
lulas del manto (LCM) son entidades bien caracteriza-
das clinica y biolégicamente®. El tratamiento actual
de estas enfermedades se basa en la inmunoquimio-
terapia, si bien depende en parte de las caracteristicas
especificas de los pacientes®?. En los Gltimos afos se
han descrito formas clinicas muy particulares, apa-
rentemente de prondstico mucho mejor del habitual,
que obligan a plantearse si el tratamiento convencio-
nal es el mds adecuado en estos casos. Asi, se han
descrito formas in situ de LF y de LCM®*19 muchas
veces hallazgos intercurrentes, que plantean el pro-
blema préctico de qué hacer con tales pacientes. Del
mismo modo, entre un 10% y un 15% de los LCM
corresponderian a una forma denominada “indolen-
te”, también llamada extraganglionar, que se distin-
guiria por un curso clinico muy benigno que permiti-
ria diferir el tratamiento durante mucho tiempo!19.
Por dltimo, el LF localizado (estadio I-“A”), también
raro y de excelente prondstico, constituye asimismo
un dilema terapéutico. La presente revisién preten-
de resumir los principales datos clinicos y evolutivos
de estas formas clinicas poco frecuentes para concluir
con unos consejos terapéuticos sobre las mismas.

Linfoma folicular in situ

El concepto de tumor in situ, bien establecido en el
contexto de los tumores sélidos, significa que las célu-
las neoplasicas se localizan Gnicamente en los lugares
habitualmente ocupados por la contrapartida normal
de las células tumorales. Esta situacién representaria
el primer paso en el desarrollo del tumor, y la simple
escisién quirdrgica seria suficiente para curar estos tu-
mores. Recientemente, el concepto de neoplasia in situ
se ha trasladado al &mbito de los linfomas y, de hecho,
ya se refleja en la clasificacién de la OMS®19. De to-
dos modos, el concepto debe adaptarse a un sistema
en el que las células normales circulan “naturalmen-
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te” por sangre y linfa, ademads de ser capaces de colo-
nizar diferentes tejidos. Se han descrito formas in situ
del LE LCM y mas recientemente del linfoma de Hod-
gkin y otros tipos. Aunque reconocidos como entida-
des provisionales, la situacién de los linfomas i situ no
estd completamente clarificada y, de hecho, han surgi-
do multiples dudas que no son faciles de contestar con
la escasa informacién disponible.

Hay que sefalar que no es lo mismo linfoma i situ
que linfoma localizado: asi, este Gltimo est4 situado ha-
bitualmente fuera del territorio propio de las células
normales. Por otro lado, cuando la contrapartida celular
normal circula por la sangre o la médula, la presencia de
células tumorales en estos territorios puede correspon-
der a un linfoma i# situ, pero ciertamente diseminado®.
Otra realidad a destacar es que entre el 10% y el 50%
de los linfomas i situ coexisten con un linfoma en otras
localizaciones del mismo o distinto tipo histolégicot®.

Una cuestién importante es si considerar a los lin-
fomas in situ como una verdadera neoplasia o si se
trata de expansiones linfoides clonales de significado
no aclarado. De hecho, es bien conocida la presencia
de poblaciones B con la traslocacién t(14;18) en per-
sonas aparentemente sanas. Probablemente se nece-
sitan otros eventos bioldgicos para que se produzca
la trasformacién a un verdadero linfoma. La situacién
seria parecida a la de la linfocitosis B monoclonal res-
pecto a la leucemia linfatica crénica, o la de la gam-
mapatia monoclonal de significado incierto respecto
al mieloma mdltiple. Por este motivo, se ha sugerido
el término folicular lymphoma-like B cell of unknown sig-
nificance para estos casos"9.

El diagnéstico del linfoma i situ debe hacerse ob-
viamente sobre una biopsia tisular. Con frecuencia el
diagndstico es casual en el contexto de una biopsia
realizada para el estudio de una adenopatia o de otra
neoplasia. Ademds de la morfologia, es importante
contar con un panel basico de anticuerpos, entre ellos
BCL2, CD10 (para LF) y ciclina D1 (para LCM). Los
criterios fundamentales para el diagnéstico de un lin-
foma in situ se detallan en la Tabla 109,
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre el linfoma folicular
(LF) in situ y la afeccion parcial de un ganglio linfatico por un
LF (modificado de Campo et al., Blood 2011)%©

LF in situ

* Arquitectura general conservada

e Centrocitos muy positivos para
BCL2 y CD10 dentro del centro
germinal

® La tincion de BCL2 en los
centrocitos es mas intensa que en
el linfoma del manto o en células
T reactivas

© Los foliculos afectos se hallan
dispersos, no confluentes

e El tamafio de los centros
germinales es normal y
habitualmente no se hallan

Afeccion parcial por LF

e Arquitectura parcialmente borrada

® Los foliculos afectos
habitualmente se hallan
delimitados a una zona
del ganglio linfatico

© Las células tumorales pueden
hallarse presentes en las areas
interfoliculares

* Los centros germinales se hallan
expandidos y completamente
reemplazados por las células
tumorales

La prevalencia del LF in situ se ha cifrado en un
2-3% de las biopsias consideradas inicialmente
como reactivas cuando se utilizan BCL2, CD10 o
FISH para la t(14;18)?. En una serie de 100 biopsias
ganglionares consecutivas en las que se estudiaron
sistematicamente estos marcadores, se diagnostica-
ron dos casos de LF in situ 'y ninguno de LCM®.

Los datos sobre la presentacién clinica del LF in
situ son escasos y con frecuencia se trata de series
cortas o de casos clinicos. En la se detallan
las caracteristicas clinicas y evolutivas de las princi-
pales series de LF in situ publicados en la bibliogra-
fia®9. Como se observa, el manejo de los pacien-
tes es muy heterogéneo. El prondstico en cuanto
a la supervivencia es muy favorable: sélo se des-
cribe un paciente fallecido por causas no relacio-

reemplazados por células BCL2+

nadas con el linfoma. No existen guias claras de
tratamiento de LF in situ®). En todo caso, hay una-

Tabla 2. Caracteristicas clinico-biologicas de 45 pacientes diagnosticados de linfoma folicular (LF) in situ de dos series publicadas

en la bibliografia®®

Caracteristicas Todos (N = 45)
Varén/Mujer 19/ 26
Edad mediana (extremos) 52 aiios (23-76)
Diagndstico incidental 13/13
Localizacion:

* Ganglio linfatico 43

* Bazo 2

* (tras 2
Reordenamiento BCL2/JH (PCR) 13/ 26
BCL2 break (FISH) 23/ 28
Linfoma compuesto 11
Otras neoplasias 4
Tratamiento:

* No (salvo biopsia) 31
Progresion del LF 8
Situacion al final del seguimiento:

* Vivos sin enfermedad 31

* Vivos con enfermedad (FL) 11

o Muertos (causa no relacionada) 1
* Sin informacion 2

Estadio | Estadios II-IV
(N=36) (N=9)
16 /20 3/6
69 anos (42-82) 65 anos (29-84)
10 /10 3/3
33 10
0
1 1
11/ 22 2/4
21/23 2/5
9* 1**
4*** 0
28 3
8**** 6
2 6
29 2
4 7
1 0
2 0

Dos pacientes de la serie del National Cancer Institute (NCI) sin informacion del seguimiento no han sido incluidos.
*Linfoma de la zona marginal esplénica (2 casos), leucemia linfética cronica / linfoma linfocitico (2), linfoma de Hodgkin (2), linfoma de la zona marginal ganglionar (1), linfoma

difuso de células grandes (1), linfoma linfoplasmacitico (1)

**Linfoma de Hodgkin

***GIST gastrico, mama, glotis y carcinoma de sigma

***+%7 pacientes con linfoma compuesto fueron tratados debido al otro linfoma
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nimidad en la importancia de descartar la presen-
cia de linfoma (LF o de otro subtipo histolégico) en
otras localizaciones. Respecto al estudio de exten-
sién, la postura mas extendida es hacer exactamen-
te las mismas pruebas que se harian en un LF con-
vencional. Tales pruebas deben incluir, por tanto, la
anamnesis y exploracién fisica, la biopsia de otras
adenopatias o lesiones sospechosas, hemograma y
estudio bioquimico del suero, con cifras de LDH y
beta-2-microglobulina, citometria de flujo en sangre
periférica y TAC tor4cica, abdominal y pélvica. No
se sabe qué papel pueda desempefiar la tomogra-
fia por emisién de positrones. La realizacién o no
de una biopsia medular es asimismo objeto de con-
troversiat”.

Ya se ha indicado que no existen normas clinicas
basadas en la evidencia para el tratamiento del LF in
situ, sino meros consejos de experto”). Si existe un
linfoma sistémico ademds de las lesiones in situ, el
tratamiento debe ser el propio de tal linfoma. Para las
formas puras, no existe ninguna evidencia del benefi-
cio de tratar pacientes con linfoma in situ localizados.
Asi pues, en estos casos se recomienda la abstencién
terapéutica; el riesgo de progresién, aun no descarta-
ble, es bajo y el prondstico es, en todo caso, muy fa-
vorable.

Por lo que hace al seguimiento después del diag-
néstico, también hay que ser cauto y no realizar ex-
ploraciones innecesarias. Visitas periédicas con ex-
ploracién fisica y analisis serfan suficientes. En caso
de aparecer nuevas adenopatias u otras lesiones, cier-
tamente es necesario biopsiarlas.

Linfoma del manto indolente

El LCM se considera desde un punto de vista clini-
co como un linfoma agresivo, con una superviven-
cia mediana, a pesar de la mejoria observada du-
rante la dltima década, que oscila entre los 3 y los
5 anos®. Desde que el LCM se reconocié como una
entidad diferenciada, la mayoria de los pacientes,
aun los asintomaticos, han sido tratados con poli-
quimioterapia (mas recientemente con inmunoqui-
mioterapia), seguida en ocasiones de intensificacién
mediante algin tipo de trasplante de progenitores
hematopoyéticos (auto- o alogénico). Sin embar-
go, en los Ultimos afos se ha llamado la atencién
sobre el hecho de que algunos pacientes con LCM
podrian no requerir tratamiento durante largos pe-
riodos de tiempo®9. En general, la forma de pre-
sentacién clinica sin adenopatias, con esplenomega-
lia y con frecuente expresién hemoperiférica, se ha
asociado a un curso indolente de la enfermedad. Por
otro lado, hay también evidencias de que el hecho
de diferir el tratamiento no perjudica en absoluto el
devenir de los enfermos.
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El problema fundamental es el diagnéstico de estas
formas “indolentes” o “no ganglionares” del LCM, ya
que no existe consenso para ello. Ademads de la pre-
sentacion clinica antes descrita, se ha intentado hallar
algin marcador biolégico que permita distinguir es-
tas formas. En ese sentido, se ha sugerido que la au-
sencia de expresién de SOX11 podria identificar al
LCM indolente™®. Mds recientemente, se ha sugerido
una firma molecular de 3 genes que identificaria mas
finamente tal subgrupo“®. En la Tabla 3 se detallan
las caracteristicas clinicas de la serie original® segtin
la presencia o ausencia de expresién de SOX11. De
todos modos, no hay consenso en la expresién de
SOX11 como marcador de buen prondstico y, de he-
cho, algunos la ponen en duda®. En algunos de estos
pacientes se ha descrito una evolucién agresiva final
tras un largo periodo indolente, lo que se ha relacio-
nado con la aparicién de alteraciones de 17p®®. Final-
mente, el manejo clinico de estos pacientes también
estd sujeto a controversia. La abstencién terapéuti-
ca puede ser una opcién, pero se han sugerido otras
aproximaciones terapéuticas no agresivas. En las re-
cientes guias terapéuticas del ESMO se sefiala que no
existe consenso ni para el diagnéstico del LCM indo-
lente ni para su manejo clinico®”.

Linfoma folicular localizado

Desde hace afios el tratamiento del LF se ha guiado
por una serie de premisas aceptadas casi dogmatica-
mente. Una de ellas dice que el LF es una enfermedad
incurable y que, por lo tanto, en los pacientes asinto-
maticos la abstencidn terapéutica es la mejor opcidn,
ya que el tratamiento inmediato no mejora la super-
vivencia. La excepcién a ello serfa la pequefia propor-
cién de pacientes con linfoma localizado (estadio I 'y
algunos estadios II) que podrian curarse con radio-
terapia local®. Asi, la inmensa mayoria de los pa-
cientes alcanza la respuesta completa y al menos de
mitad de ellos podria resultar curado de la enferme-
dad en el seguimiento a largo plazo. Las guias clini-
cas actuales estan de acuerdo en esta opcidn terapéu-
tica®. Sin embargo, recientemente algin estudio ha
sefialado que la abstencién terapéutica puede ser una
opcién razonable en estos casos, con resultados de
supervivencia similares a los obtenidos con radiote-
rapia. En realidad, cuando se analiza cudl es el trata-
miento real que se estd haciendo en USA a los enfer-
mos con LF en estadios I o II, resulta que una tercera
parte hacen abstencidn terapéutica, otro tercio reci-
be rituximab o alguna combinacién con este farma-
co y s6lo una cuarta parte es tratada con radioterapia
local®. Seran necesarios estudios prospectivos para
determinar el papel de cada tratamiento en estos pa-
cientes, asi como el de las pruebas de imagen como el
PET/TAC en el manejo de los enfermos.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de pacientes con linfoma de células del manto seglin la expresion de SOX11 (modificado de
Fernandez et al., Cancer Res 2010)*®

$0X11 negativo
Datos clinicos
N 15
Edad mediana (extremos) 57 (42-77)
Sexo (M/F) 13/27
ECOG > 2 20
Presencia de sintomas B 22
Adenopatias (> 1y>1cm g) 22
Esplenomegalia 92
Estadio > Il 92
MIPI alto riesgo 33
Datos hioldgicos
Leucocitos mediana (extremos) x 10°/L 12,1 (7-148)
Leucocitos > 10 x 10°/L 57
Linfocitos > 5 x 10°/L 83
LDH > 450 Ul/L 22
B,-microglobulina > 2,3 mg/dL 65
Médula dsea (+) 83
Ki-67 elevado (> 50%) 20
Datos evolutivos
Seguimiento mediano (meses) 52 (1-200)
Tasa de respuestas completas 40
Tasa de recaida 50
Tiempo mediano a la recaida (extremos) 80 (67-183)
Fallecidos 27
Supervivencia libre de evento (5 afios) 75
Supervivencia global (5 afios) 78
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Treatment of localized diffuse large B cell lymphoma

PROF. CHRISTIAN GISSELBRECHT
Institut d’Hématologie. Hopital Saint Louis. Paris, France

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) is the most
common lymphoid malignancy in adults. Clinical pre-
sentation, behavior and prognosis are variable, de-
pending mainly of the nodal or extranodal site when
they arise. They present in localized manner in ap-
proximately 20% of patients. However, up to 40% of
presentations regard an extranodal organ. Some ex-
tranodal sites, like brain or testis require special treat-
ment strategies. Cure rate is particularly high in pa-
tients with limited disease. DLBCL is a heterogeneous
disease, with phenotypic and molecular characteriza-
tion. Distinct subsets, including germinal centre like
(GC) and activated cell like (ABC) DLBCL have been
identified as having different genetic markers, activa-
tion pathways and clinical outcomes®.

In localized disease, extranodal presentation is
found in up to 60% of the reported series. Differ-
ent anatomical sites consist of diverse tissues and
some of them do not contain primary lymphoid tis-
sues suggesting different mechanisms of lymphom-
agenesis. Head and neck localization are more often
GC subtype? whereas primary CNS, ABC subtype.
Primary mediastinal thymic large cell lymphoma
(PMBL) expresses mature cell markers. PMBL has a
distinctive gene expression signature that is closer
to Hodgkin lymphoma than to DLBCL®. Border line
cases between DLBCL and Burkitt lymphoma com-
prise rare tumours occurring predominantly in adults
with GC B phenotype, high proliferation rate and
presence of MYC rearrangement®. Obviously, such
differences will influence treatment decisions.

Treatment options before rituximab era after stag-
ing with CT scan were chemotherapy associated
with or without radiotherapy. Current treatment op-
tions in the rituximab era have to be revisited with
PET scan, the addition of rituximab to chemother-
apy, the involved field irradiation (IFRT) limited to
involved node, the different clinical and biological
characterizations of the lymphoma.

There is a whole spectrum of localized disease
which can be truly localized stage I (IE) or exten-
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sive stage II (IIE): nodal and extranodal, bulky or not
(>10 cm). The use of PET scan in the initial staging
will improve the accuracy and can upstage patient in
20 to 30% of the apparent localized stage. It will also
help radiotherapy for establishing the involved field.

Looking at the clinical presentation in large ran-
domized studies®, among 424 patients <60 years
with stage I disease 42% had extranodal versus 58%
nodal primary localization. In 204 stage II patients,
68% had extranodal versus 32 % nodal primary local-
ization. The same distribution was found in 576 pa-
tients > 60 years with half of the patients with nodal
presentation and half with extranodal localization®.
The main organs involved were: head and neck (47-
57%), stomach (14-17%) followed by bone, skin
(7%). When discussing the place of radiotherapy and
late sequellae, one should keep in mind the type of
localization and factors affecting outcome.

Before rituximab era, it was clearly established that
if radiotherapy alone could be curative for a subset of
patients. However, the rate of relapse was superior
to 50% mainly at distant site. In fact, the rate of local
relapse was 13% at 10 years and argues for a better
control with the addition of chemotherapy in combi-
nation. The superiority of the association of 3 cycles
of CHOP followed by localized radiotherapy was
demonstrated in a randomized study against 8 cycles
of CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, oncovin,
prednisone) alone® (Table 1). The 5 year progression
free survival was 77% vs 66% respectively. Patients
enrolled onto this study were heterogeneous with
regards to prognostic factors such as age and LDH
level. Patients with 2 or 3 adverse prognostic factors
had a 5 years PES at 60% and 34% respectively. With
a longer follow up this difference between chemo-
therapy alone and chemo-radiotherapy was no lon-
ger observed.

To determine the role of radiotherapy in patients
with international prognostic index, IPI=0 two large
randomized studies were performed by the GELA,
the first one in patients less than 60 years of age and
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Table 1. Studies evaluating radiotherapy in localized stage DLBCL

Study type Trial name Treatment regimen
SW0G8736 CHOP X 3 + IFRT
CHOPX 8
ECOG 2484 CHOP X 8 + IFRT*
CHOPX 8
LNH93-1 CHOP X 3 + IFRT
Phase Ill
ACVBP + IVAM
LNH93-4 CHOP X 4 + |FRT**
CHOP X 4**
LNHO3-1B ACVBP (N =17)
R-ACVBP (N = 6)
Phase Il SW0G 0014 R-CHOP X 3 + IFTR
BCCS CHOP (-like) + IFRT
Retrospective
MDACC R-CHOP > 6 + IFRT

the other one in elderly patients over the age of 60
years. Previously untreated patients <61 years with
localized stage I or II DLBCL lymphoma and no ad-
verse factors were randomized to 3 cycles of CHOP
plus involved-field irradiation (329 patients) or che-
motherapy alone (328 patients) with dose intensified
doxorubicin, cyclophosphamide, vindesine, bleomy-
cin and prednisone (ACVBP) plus sequential consoli-
dation®. With a median follow up of 7.7 years, event
free survival and overall survival rates were signifi-
cantly higher in the group receiving chemotherapy
alone. The 5 year EFS were 82% for chemotherapy
alone versus 74% for those receiving chemo-radio-
therapy. The 5 year overall survivals were 90% ver-
sus 81% respectively. These differences remain sig-
nificant for stage II or bulky disease > 10 cm, even for
these two factors present in multivariate cox analy-
sis. Of great interest was the analysis of the site of
relapses. Loco regional relapses were present in 6/18
patients in the ACVBP arm experiencing 12 distant
relapses and in 8/40 in the CHOP radiotherapy arm
experiencing 32 distant relapses. Nevertheless, there
is an increase in toxicity with ACVBP which can-
not be used safely in elderly patients. In the second
study, patients older than 60 years with localized
stage I or II were randomly assigned to 4 cycles of
CHOP plus involved field irradiation (299 patients) or
chemotherapy alone with 4 cycles of CHOP (277 pa-
tients)©®. With a median follow up of 7 years, EFS did
not differ between the two treatment groups. The
5 years EFS were 61% for chemotherapy alone and
64% for chemo-radiotherapy. Looking at relapses 79
patients in the CHOP arm experienced relapses in-
cluding 47 % loco regional one, versus 66 patients in
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Exclusively local

relapse rates PFS rates New sites distant relapse
7%
64%
18% 73% 51%
48% 56% 82%
23% 74% 80%
41% 82% 66%
21% 71% 79%
47% 64% 53%
2 (12%) 83% 15 (12%)
2 (12%) 95% 4 (67%)
17% 88%
14% 81%
0% 82%

the chemo-radiotherapy arm with only 21% loco-re-
gional. Even if the rate of distant relapses were high-
er in the chemo-radiotherapy arm (79% vs 53%),
these results are not satisfactory and novel approach-
es are needed. Long term results will depend on the
efficacy of chemotherapy.

Since rituximab has improved the survival in ad-
vanced disease it is likely that immuno-chemother-
apy will improve survival in limited disease. The
benefit of rituximab in low risk young patients has
also been confirmed in the phase III randomized tri-
al (MINT)®. Rituximab was combined with CHOP-
21 or CHOP like regimens (R-chemo) and compared
to the same chemotherapy without rituximab. There
was no radiotherapy in non bulky localized stage af-
ter 6 cycles. At the last update, there was still a sig-
nificant difference for the 6 year EFS and OS in favor
of the R chemo arm. The MinT trial has also identi-
fied two distinct prognostic subgroups with low IPI
defined as favorable (i.e. IPI=0, no bulk) or less favor-
able (i.e. IPI=1 or bulk or both). The 6 year PES were
89% versus 76% respectively. No radiotherapy was
used in the favorable group.

The superiority of chemotherapy with ACVBP
without radiotherapy or rituximab in localized stage
in young patients was previously demonstrated.
Then, untreated patients younger than 66 years with
stage I or Il and no adverse prognostic factors were
randomly assigned, to ACVBP with rituximab (R-
ACVBP) or without®. A total of 223 patients were
included. After a median follow up of 43 months the
3 year EFS was 93% in the R-ACVBP group and 82%
in the ACVBP arm (P=0.04). Overall survival did not
differ between the two groups with a 3 year OS at
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98% and 97% respectively. Only 15 and 5 relapses
were observed, 2 and 2 relapses in the initial site.

In attempt to improve the EFS in the less favorable
group in 380 patients < 60 years with only 1 adverse
IPI factor and to evaluate a less toxic regimen, the
GELA conducted a randomized study that compared
R ACVBP to R CHOP 21 without radiotherapy?.
About half of the population had a localized stage.
There was a significant improvement in favor of R
ACVBP for both 3 year PES 81% and OS 92% when
compared to R CHOP 21, 67 % and 84% respectively.
There was an increase in hematological toxicity and
mucositis but only one treatment related death was
reported in the intensive arm. The superiority of R
ACVBP was mostly related to a better efficacy in the
ABC subgroup of DLBCL.

At the present time, there is not yet published ran-
domized study evaluating the place of radiotherapy
after R CHOP. An encouraging phase II has been re-
ported by the SWOG in mostly DLBCL!V. Patients
had limited stage disease and at least 1 adverse IPI
risk factor. Four cycles of R CHOP were adminis-
tered followed by involved field irradiation. With a
median follow up of 5.3 years for the 60 patients at 4
years the PFS was 88% and OS 92%. The consistent
observation that patients with limited disease rarely
relapse within radiated areas suggests that radio-im-
munoconjugate may effectively eliminate microscop-
ic disease that has persisted after initial chemothera-
py and is presently tested in an ongoing study.

The use of IFRT has been associated with improved
local control, but a significant impact on long-term
outcome has not been demonstrated. The overall
survival with immuno-chemotherapy alone or with
combination with radiotherapy is close to 90%. Al-
though the inclusion of IFRT may allow for an abbre-
viated course of chemotherapy to be administered,
this benefit must be weighed against the potential
for radiation-induced acute and delayed toxicity.
With the advent of improved systemic therapy, the
routine use of IFRT in all patients with limited-stage
DLBCL seems no longer justifiable. A tailored-ther-
apy approach, with choice of treatment guided by
patient performance status and chemotherapy toler-
ance, sites of disease involvement, clinical risk fac-
tors, and early treatment response would seem ratio-
nal. Recently, a phase II study with infusional dose
adjusted (DA) EPOCH-R without radiotherapy has
been reported in 51 primary mediastinal B cell [ym-
phoma. With a median follow up of 5 years the EES
rate was 93% and OS 97 %?. Currently the contro-
versial role of IFRT is further increase since the bet-
ter quality of clinical response achieved with ritux-
imab-chemotherapy combination and the use of PET
scan evaluation of residual disease. The DSHNHL re-
ported in the RICOVER study!? the results in elderly
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DLBCL treated with RCHOP-14 plus IFRT on bulky
disease and 164 patients treated in a phase II study
with RCHOP 14 but without radiotherapy. There
was a significant better 5-year PES in patients treated
with consolidation with radiotherapy, but this differ-
ence disappeared in patients with bulky disease who
achieved complete remission after R-CHOP.

Several studies are ongoing to reduce the duration or
intensity of treatment 6 versus 4 cycles of RCHOP in
the favorable group (FLYER trial) or to evaluate in a the
less favorable group the place of consolidation with
radiotherapy after RCHOP 14 or RCHOP 21 (UN-
FOLDER trial). Another, approach develops by LYSA
in localized stage without adverse prognostic factor is
to evaluate the quality of response with PET scan after
2 and 4 cycles. Patients are randomized upfront to the
standard arm 6 cycles of RCHOP without radiothera-
py and compared to the experimental arm 4 cycles in
case of negative PET scan after 2 and 4 cycles. A quite
similar PET driven approach is ongoing within British
Columbia, with encouraging results.

Treat your patient according to prognostic factors:
Bulk, IPI... There is a very high cure rate when O-1
factor with R chemotherapy alone.

Avoiding radiotherapy is possible if complete re-
mission: complete remission is defined with PET
scan. However localized radiotherapy reduces slight-
ly the rate of local relapse. We need more data for
bulky disease.

Use the best available chemotherapy in young pa-
tient. Duration 4 or 6¢ Randomized studies in prog-
ress, with or without RT in bulky disease (GELA,
BCCA, DSHNHL).

Salvage treatment in the absence of true complete
remission is not settled: for young patients: salvage
regimen and autologous transplantation¢ And/or ra-
diotherapy; for elderly: salvage regimen with radio-
therapy.
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La introduccién de la secuenciacién masiva en el estudio de las leucemias y linfomas estd supo-
niendo una auténtica revolucién en el diagndstico y tratamiento de estas enfermedades. Estos da-
tos, combinados con la disponibilidad de nuevas drogas dirigidas contra dianas moleculares selecti-
vas, permiten vislumbrar el desarrollo de una medicina personalizada mds efectiva y menos téxica
en un futuro cercano. Sin embargo, la incorporacién del estudio mutacional en la préctica clinica ru-
tinaria estd atn lejos de ser una realidad. El objetivo de este simposio es presentar los recientes avan-
ces sobre los marcadores moleculares que hoy en dia permiten prevenir la aparicién de la enferme-
dad, mejorar el diagnéstico, estratificar y seleccionar el tratamiento mds adecuado para los pacientes
con neoplasias linfoides y mieloides.

~
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) comprises a biolog-
ically and clinically heterogeneous group of aggres-
sive disorders that occur as a consequence of a wide
variety of genetic and epigenetic abnormalities in he-
matopoietic progenitors. Despite significant advanc-
es in the understanding of the biology of AML, over-
all survival remains poor due chiefly to the high rate
of relapse after achieving complete remission, as well
as primary failure of induction chemotherapy.®)

Since it is predominantly a disease of older people,
the therapeutic strategy offered for AML is deter-
mined by assessment of the patient’s age and general
fitness level. The standard of care for over 3 decades
has been the combination of daunorubicin with cy-
tarabine (Ara-C). The majority of younger patients
achieve a complete remission (CR) (75%), and 40%-
45% will have a chance of cure. This represents a
steady improvement over the past 40 years, although
much of this can be attributed to improvements in
supportive care, much of which has been learned
from the transplantation experience®. A major chal-
lenge is the treatment of older patients, defined ar-
bitrarily as over 60 years, who represent the majori-
ty of patients with this disease. Approximately 50%
of older patients reach CR, but 85% of those enter-
ing remission will relapse, and the outcome from re-
lapse in older patients is poor, with relatively few
surviving. In addition, there is a substantial number
of patients who are not considered suitable for inten-
sive chemotherapy, for whom a palliative approach
is usually offered.®

Continuing research into the pathogenesis and
heterogeneity of AML has resulted in the devel-
opment of several potentially useful therapeu-
tic agents. Notably, acute promyelocytic leukemia
(APL) has much better prognosis due to the imple-
mentation of sensitive molecular diagnostic tools,
and to the introduction of all-trans retinoic acid
(ATRA) in combination with anthracycline into
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clinical practice. Clinical trials with patients with
APL have reported complete remission and long-
term disease-free survival rates of approximately
90% and 85%, respectively.® Other therapies tar-
geting specific molecular defects are being devel-
oped, such as small molecule inhibitors of FLT3
kinase in patients harboring the FLT3-ITD muta-
tion, and all-trans retinoic acid in patients with the
NPM1 mutation. However, despite some advances
in the treatment of AML, the overall outcome is still
dismal for most patients.

Cytogenetic and molecular aberrations
with prognostic relevance in AML

Several studies over the past decades have identi-
fied a large set of chromosome aberrations, muta-
tions and overexpressed genes with prognostic rel-
evance in AML, improving our understanding of
AML pathogenesis and risk stratification. AML pa-
tients can be classified into three different prog-
nostic subgroups according to presence or absence
of distinct cytogenetic abnormalities. Moreover,
in recent years, various molecular genetic markers
have been identified, especially in normal karyo-
type (NK) AML, where screening for mutations in
genes such as FLT3, NPM1, and CEBPA has allowed
better prognostic prediction (Table 1).%% At pres-
ent, most patients can be categorized into clinico-
pathological subgroups based on the presence of
genetic defects. Our increasing knowledge of AML
biology led to the establishment of the 2008 World
Health Organization classification, which consid-
ers morphologic features and recurrent cytogenetic
and molecular abnormalities.© In addition, an in-
ternational expert panel from the European Leu-
kemiaNet (ELN) has also recently proposed new
guidelines for the management and stratification of
therapies based on the strongest prognostic factors
identified to date such as cytogenetic or molecu-
lar defects.”
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Table 1. Relevant molecular markers in intermediate-risk cytogenetic AML (adapted from Patel et al., 2012!14)

Overall risk profile
FAVORABLE
FLT3-ITD negative
© Mutant NPM1 and IDH1 or IDH2
INTERMEDIATE

FLT3-ITD negative

© Wild-type ASXL1, MLL-PTD, PHF6 and TET2
FLT3-ITD negative or positive

© Mutant CEBPA
FLT3-ITD positive

© Wild-type MLL-PTD, TET2 and DNMT3A and trisomy 8 negative
UNFAVORABLE

FLT3-ITD positive
© Mutant ASXL1, MLL-PTD, PHF6 and TET2

© Mutant MLL-PTD, TET2, DNMT3A and trisomy 8 negative, without mutant CEBPA

However, a large number of AML patients lack any
of these abnormalities and there remains significant
heterogeneity in clinical outcome within current-
ly classified prognostic groups. These observations
suggested that there may be additional biomarkers
that can predict outcome in AML. In this regard, re-
cent genome-wide studies have identified an increas-
ing number of recurrent somatic mutations in AML
patients, such as mutations in ASXL1, DNMT3A,
IDH1, IDH2, PHF6 and TET2.“ Several of these new-
ly identified genetic abnormalities have prognostic
importance in AML. Moreover, the identification of
mutations at diagnosis has served as a tool for mini-
mal residual disease measurement. Interestingly, a re-
cent study has provided a large-scale insight into the
genetics of relapsed AML by performing whole-ge-
nome sequencing of 8 patients with relapsed AML.®
In all patients there was a founding clone that was
not ablated by chemotherapy and was still persis-
tent at relapse; thus, prospective identification of this
clone could be of great clinical utility.

Molecular markers in normal karyotype acute
myeloid leukemia

Mutational and wide-genomic studies have been es-
pecially useful to increasingly refine prognosis in pa-
tients with intermediate-risk and/or NK-AML, who
represent more than 45% of all AML cases. The
S-year survival rate of these patients varies from
24% to 42%, suggesting a genetic diversity with-
in this subgroup. As indicated above, previous stud-
ies have shown that mutational analysis of FLT3,
NPM1, and CEBPA can be used to risk-stratify these
patients®. However, more extensive mutational
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analyses indicate that other genes should be includ-
ed in the screening, and that mutations analysis of
at least ten genes: ASXL1, CEBPA, DNMT3A, FLT3,
IDH1, IDH2, MLL, NPM1, PHF6, and TET2, would
represent a useful tool, discriminating intermediate-
risk AML patients into robust, clinically relevant risk
groups (Table 1).®

About 20% to 25% of AML patients harbor inter-
nal tandem duplication (ITD) mutations in the RTK
Fms-like tyrosine kinase-3 (FLT3), which lead to con-
stitutive phosphorylation of FLT3 and activation of
its downstream signaling cascades, resulting ulti-
mately in aberrant proliferation and survival. FLT3-
ITD mutations have been consistently found to be
an adverse prognostic marker in NK-AML patients,
associated with an increased risk of relapse and in-
ferior overall survival.”) This has led to clinical tri-
als treating FLT3-ITD AML patients with small-mol-
ecule FLT3-selective tyrosine kinase inhibitors. To
date, however, FLT3 inhibitors used as a single agent
or in combination with chemotherapy for FLT3-ITD
AML have not demonstrated improved clinical effi-
cacy.!? Because FLT3 can crosstalk with a network of
various signaling pathways, identifying and analyz-
ing the interplay of constitutively active FLT3 with
aberrant signaling pathways may lead to the identi-
fication of novel therapeutic targets for treatment of
AML patients harboring constitutively active FLT3.

Several studies have shown that risk associated
with FLT3-ITD in AML may depend on mutational
burden and its interaction with other mutations.?'9
In the subset of patients with FLT3-ITD-negative in-
termediate-risk AML, there are 3 distinct risk groups
that are based on mutational status and have vast-
ly different outcomes. FLT3-ITD-negative, NPM1/
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IDH mutant patients have outcomes that are better
than patients with inv(16)or t(8:21)-positive AML,
suggesting that this represents a favorable-risk AML
subset defined by a specific mutational genotype. In
contrast, FLT3-ITD-negative NPM1 mutant patients
without concurrent IDH mutations have a much less
favorable outcome. Most importantly, the presence
of poor-risk mutations, specifically TET2, ASXL1,
PHF6, and/or MLL-PTD, is associated with very ad-
verse overall survival for FLT3-ITD wild-type, in-
termediate-risk patients.’” These data suggest that
NPM1 mutational status alone does not define a fa-
vorable subset of intermediate-risk AML, and that
the presence or absence of additional disease alleles
defines relapse risk in FLT3-ITD wild-type, interme-
diate-risk AML.%Y In addition, mutational studies
have allowed for improved prognostication in FLT3-
[TD-positive patients (Table 1).4% These results
have important clinical implications, because pa-
tients with mutationally defined favorable risk have
a better outcome with standard induction and con-
solidation than even patients with core binding fac-
tor—positive AML. In contrast, patients with muta-
tionally defined adverse-risk AML have an outcome
similar to patients with adverse karyotypic risk, and
standard therapies are not sufficient to offer curative
intent to the majority of these patients.*¥

Clinical impact of genetic aberrations
in acute myeloid leukemia

With the discovery of novel genes associated with
AML pathogenesis continuing at a high speed, the
challenge is to integrate this knowledge into the cur-
rent clinical understanding of AML.® Nevertheless,
in the clinical setting, most AML centers use cytoge-
netic abnormalities and a relatively small set of gene-
based tests to assign risk in AML and to determine
post-remission therapy. As Patel and Levine indicate,
the relative paucity of clinically used biomarkers is
due to several factors. First, most biomarker stud-
ies focus on a specific genetic lesion and its prognos-
tic relevance without considering the complete set
of known mutations in parallel to determine which
mutations predict outcome independently in AML.
Second, most studies consider each mutant allele as
a distinct variable without considering complex gen-
otypes in which the presence/absence of multiple
disease alleles has different effects on outcome than
individual mutations by themselves. Third, many
studies have focused on mutational “hotspots” or
have used less sensitive techniques to identify loss-
of-function mutations in large tumor suppressors. Fi-
nally and most importantly, until recently, most stud-
ies of AML were relatively small in size and/or were
not derived from clinical trial cohorts in which the
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effects of treatment on outcome can be controlled
and investigated. Thus, given the increasing number
of genetic abnormalities that have been identified in
AML patients, it has become important to determine
the prognostic relevance of all known recurrent ge-
netic abnormalities in a uniformly treated AML pa-
tient cohort.®

Conclusions and future perspectives

Recent advances in the research of AML, especially
the identification of novel genetic mutations, have
enabled us to stratify this heterogeneous disease en-
tity into distinct subtypes beyond the scopes of cy-
tomorphology and cytogenetics. However, to date,
most studies have failed to identify robust predic-
tors that modify outcome in patients with favor-
able or unfavorable cytogenetic risk, suggesting
that chromosomal lesions remain the best predictor
of outcome for the 40% of AML patients with fa-
vorable or unfavorable karyotype®™. Thus, there is a
common trend to characterize better AML subtypes
as soon as the diagnosis is made. This is exemplified
by the subgroup of patients with the monosomal
karyotype, who have a dismal outcome with stan-
dard treatment, including transplantation.®® How-
ever, in the group of intermediate AML the iden-
tification of mutations with impact on outcome
has clinical and biological importance, and molec-
ular screenings help to refine the treatment strate-
gies. Therefore, it is important to determine specif-
ic mutations or combinations of mutations in this
subgroup of patients, although the main goal of fu-
ture mutational studies should be to inform and im-
prove prognostic algorithms in AML. Moreover,
validation of these findings in other large, homoge-
neously treated patient cohorts is of utmost clinical
importance.®

As discussed above, application of whole-genome
sequencing to AML has already yielded important
discoveries, including the identification of common
gene mutations with prognostic impact in AML. In
the near future, it is likely that whole genome se-
quencing will become a routine part of the diagnos-
tic workup of patients with AML.!9 Therefore, fu-
ture clinical trials should aim to identify genetically
defined high-risk patients to offer them novel ther-
apies early in their disease course, in an effort to re-
duce relapse and increase cure.®

Finally, although hundreds of different genet-
ic lesions have been described in AML, this disease
shares common programs of self-renewal and trans-
formation downstream of leukemia-associated on-
cogenes. These findings argue for the presence of
common mechanisms of leukemia cell survival, and
suggest that mechanistically common therapeutic
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approaches to AML are likely to be possible.!”) Fur-
ther research is thus necessary to identify effective
agents and develop new individualized therapeutic
strategies for the treatment of this deadly disease.

References

1.

| 124 |

Ravandi E Cortes ], Faderl S, O'Brien S, Garcia-Manero G,
Verstovsek S, et al. Characteristics and outcome of patients
with acute myeloid leukemia refractory to 1 cycle of high-
dose cytarabine-based induction chemotherapy. Blood 2010
Dec 23;116(26):5818-23.

. Burnett AK. Treatment of acute myeloid leukemia: are we

making progress¢ Hematology Am Soc Hematol Educ Pro-
gram 2012;2012:1-6.

. Powell BL, Moser B, Stock W, Gallagher RE, Willman CL,

Stone RM, et al. Arsenic trioxide improves event-free and
overall survival for adults with acute promyelocytic leuke-
mia: North American Leukemia Intergroup Study C9710.
Blood 2010 Nov 11;116(19):3751-3757.

. Patel JP, Levine RL. How do novel molecular genetic mark-

ers influence treatment decisions in acute myeloid leukemia¢
Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2012;2012:28-
34,

. Schlenk RE Dohner K, Krauter ], Frohling S, Corbacioglu A,

Bullinger L, et al. Mutations and treatment outcome in cy-
togenetically normal acute myeloid leukemia. N Engl ] Med
2008 May 1;358(18):1909-1918.

. Vardiman JW, Thiele ], Arber DA, Brunning RD, Borowitz

M], Porwit A, et al. The 2008 revision of the World Health
Organization (WHO) classification of myeloid neoplasms
and acute leukemia: rationale and important changes. Blood

2009 Jul 30;114(5):937-951.

. Dohner H, Estey EH, Amadori S, Appelbaum FR, Buchner T,

Burnett AK, et al. Diagnosis and management of acute my-
eloid leukemia in adults: recommendations from an interna-
tional expert panel, on behalf of the European LeukemiaNet.
Blood 2010 Jan 21;115(3):453-474.

10.

11.

12.

18.

14.

15.

16.

17.

. Ding L, Ley TJ, Larson DE, Miller CA, Koboldt DC, Welch

JS, et al. Clonal evolution in relapsed acute myeloid leukae-
mia revealed by whole-genome sequencing. Nature 2012 Jan
11;481(7382):506-510.

. Stirewalt DL, Radich JP. The role of FLT3 in haematopoietic

malignancies. Nat Rev Cancer 2003 Sep;3(9):650-665.
Weisberg E, Barrett R, Liu Q, Stone R, Gray N, Griffin JD.
FLT3 inhibition and mechanisms of drug resistance in mutant
FLT8-positive AML. Drug Resist Updat 2009 Jun;12(3):81-89.
Park IK, Mishra A, Chandler ], Whitman SP, Marcucci G, Ca-
ligiuri MA. Inhibition of the receptor tyrosine kinase Axl im-
pedes activation of the FLT3 internal tandem duplication in
human acute myeloid leukemia: implications for Axl as a po-
tential therapeutic target. Blood 2013 Mar 14;121(11):2064-
2078.

Gale RE, Green C, Allen C, Mead AJ, Burnett AK, Hills RK,
etal. The impact of FLT3 internal tandem duplication mutant
level, number, size, and interaction with NPM1 mutations in
a large cohort of young adult patients with acute myeloid
leukemia. Blood 2008 Mar 1;111(5):2776-2784.

Pratcorona M, Brunet S, Nomdedeu J, Ribera JM, Tormo M,
Duarte R, et al. Favorable outcome of patients with acute
myeloid leukemia harboring a low-allelic burden FLT3-
ITD mutation and concomitant NPM1 mutation: relevance
to post-remission therapy. Blood 2013 Apr 4;121(14):2734-
2738.

Patel JP, Gonen M, Figueroa ME, Fernandez H, Sun Z, Racev-
skis J, et al. Prognostic relevance of integrated genetic pro-
filing in acute myeloid leukemia. N Engl ] Med 2012 Mar
22;366(12):1079-1089.

Estey E. High cytogenetic or molecular genetic risk acute
myeloid leukemia. Hematology Am Soc Hematol Educ Pro-
gram 2010;2010:474-480.

Welch JS, Link DC. Genomics of AML: clinical applications
of next-generation sequencing. Hematology Am Soc Hema-
tol Educ Program 2011;2011:30-35.

Kvinlaug BT, Chan WI, Bullinger L, Ramaswami M, Sears C,
Foster D, et al. Common and overlapping oncogenic path-
ways contribute to the evolution of acute myeloid leuke-
mias. Cancer Res 2011 Jun 15;71(12):4117-4129.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Integracion del diagnostico y la terapia en las neoplasias linfoides.
Aplicacion de la secuenciacion masiva

MIGUEL ANGEL PIRIS PINILLA
Jefe de Servicio de Anatomia Patologica. Hospital Universitario Marques de Valdecilla.
Director Cientifico de IFIMAV. Santander

Las neoplasias linfoides han sido objeto de numero-
sos estudios de secuenciacién del genoma/exoma,
publicados a lo largo de los dltimos afios. Como re-
sultado de los mismos, se ha confirmado la definicién
de entidades actualmente propuesta por la OMS,
ademads de identificarse marcadores precisos utiles
para el diagndstico, el prondstico y la seleccién de te-

ra

pia. Algunos ejemplos de lo mismo son:

e Tricoleucemia (leucemia de células vellosas): mu-
taciones de B-RAF en el 100% de los casos, ttiles
para el reconocimiento de la entidad, con marca-
dores subrogados inmunohistoquimicos (B-RAF-
P; ERK-P). Permite la seleccién de la terapia (ve-
murafenib)®.

¢ Linfoma linfoplasmacitico: mutacién L265 en el gen
MYDB88 en casi el 100% de los casos con produc-
cién de IgM. Presente también en MGUS-IgM®@.

e Linfoma de la zona marginal esplénica: mutacién
de NOTCH?2 en el 20-25% de los casos®.

Ademas, estudios de NGS (secuenciacién masiva)

han transformado nuestro concepto sobre la pato-
génesis de los linfomas, mostrando tres fenémenos
esenciales:
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* La sefalizacién desde BCR o TCR es diana de
mutaciones concurrentes en mdultiples tipos de
neoplasias linfoides®.

* Dindmica subclonal: los tumores estan constitui-
dos por mdltiples subclonas, que evolucionan de
forman dindmica, modeladas por el ambiente del
tumor y la terapia recibida®.

* La seleccién de la terapia basada en datos mutacio-
nales requiere, en los tipos comunes de neoplasias
linfoides, secuenciacién de decenas o centenares
de genes regulando multiples rutas entrelazadas®.
Se presentaran datos sobre la seleccién de terapia
en neoplasias de células B y células T.
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Alteraciones genéticas en la leucemia linfatica cronica:
nuevas dianas y estrategias terapéuticas
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Introduccion

La leucemia linfitica crénica (LLC) es la leucemia
mé&s comUn en adultos. En los Gltimos afios, la LLC
ha pasado de considerarse un tumor provocado por
la acumulacién de linfocitos B quiescentes con un
bajo indice de proliferacién, a un tumor con una pe-
quefia proporcidén de células en sangre periférica con
un fenotipo proliferativo procedentes del microam-
biente de los ganglios linfaticos. La historia natural
de la LLC generalmente implica la progresién hacia
un fenotipo més maligno, aunque es muy heterogé-
nea, incluyendo tanto a pacientes con enfermedad
estable durante aflos como a pacientes que progresan
rapidamente. Los predictores biolégicos de la evolu-
cién de la enfermedad son el estado mutacional de
la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV), la
expresion de ZAP-70 y de CD38. Estudios funciona-
les y moleculares del receptor de células B (BCR) su-
gieren la hipdtesis de que la estimulacién del BCR
estd implicada en la seleccién y expansién del clon
maligno de la LLC®. Ademds, los avances recientes
en el estudio genético de la LLC mediante la utiliza-
cién de next-generation sequencing (NGS) han caracte-
rizado una serie de alteraciones genéticas que pueden
tener importantes implicaciones en la estratificacién
de los pacientes y en la posibilidad de nuevos trata-
mientos. Ademds de las mutaciones ya conocidas en
genes de reparacién del DNA (TP53, AT/M), las mu-
taciones recurrentes mds frecuentes se hallan en las
vias de sefalizacién de Notch (NOTCH1), en las vias
de respuesta a inflamacién (MYDS88) y activacién de
NF-xB (BIRC3) y en la maquinaria de procesamien-
to del RNA (SF3B1)@%. Recientemente se ha descrito
que estas mutaciones pueden ser de dos tipos: clona-
les, que representan eventos tempranos en el proceso
de transformacién de la célula maligna, o mutaciones
subclonales, presentes en una pequefia proporcién de
células tumorales y que representan eventos tardios
en la historia de la LLC (Figura 1). Se postula que la
evolucidén de la LLC es un proceso complejo dindmi-
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Figura 1. Evolucion clonal de las principales alteraciones
genéticas en la LLC (modificado de Puente XS &, Lopez-Otin C.
Nat Genet. 2013;45(3):229-31.

co en el que los subclones con mutaciones especificas
pueden variar durante la evolucién y el tratamiento
de la enfermedad®.

BCR y microambiente

En los linfocitos B, la activacién del BCR por contacto
con el antigeno induce la fosforilacién de residuos de
tirosina en varios sustratos intracelulares, como son
las tirosina-quinasas de la familia SRC (LYN, FYN,
BLK), SYK y CD79A y CD79B. Dichos procesos de
fosforilacién son de importancia capital en la trans-
duccién de sefales activadoras al interior de la célu-
la e incluyen la movilizacién de calcio y la fosfori-
lacién de mudltiples quinasas. Particularmente, SYK,
BTK, PI3KS y la fosfolipasa Cy2 juegan un papel fun-
damental en este proceso. En las células de la LLC, la
sefializacién del BCR controla la supervivencia celu-
lar y se correlaciona con marcadores de mal pronds-
tico IGHV no mutadas y positividad para ZAP-70 y
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CD38) y peor respuesta clinica®. El papel propues-
to del BCR en la patogénesis de la LLC ha abierto
un nuevo horizonte en el tratamiento de esta enti-
dad. Asi, pequefas moléculas inhibidoras de algu-
nas quinasas de la via del BCR han demostrado ser
efectivas en la LLC. Entre ellas, el inhibidor de BTK
ibrutinib y el inhibidor de PI3K8 GS-1101 han induci-
do muy buenas respuestas en pacientes afectados de
LLC. Estas respuestas clinicas se caracterizan por una
disminucién muy importante de las adenopatias, que
frecuentemente va acompafiada de linfocitosis tran-
sitorias, debidas a movilizaciones de las células tu-
morales de los nichos proliferantes a la sangre peri-
férica®. En la medula ésea y en los tejidos linfoides,
los linfocitos de la LLC interactdan con células acce-
sorias, las células estromales, que constituyen el mi-
croambiente tumoral®. Este microambiente propor-
ciona las sefiales de crecimiento y supervivencia al
clon B maligno y puede ser uno de los principales res-
ponsables del fallo al tratamiento. In vitro, las célu-
las estromales protegen a las células de la LLC de la
apoptosis espontanea e inducida por firmacos de ma-
nera dependiente de contacto, pero también debido
a la secrecién de una serie de citoquinas. Ademds del
papel que juega en la respuesta inmune, la activacién
del BCR también modula la respuesta de las células B
a estas citoquinas, muchas de ellas implicadas en la
adhesidn celular y la quimiotaxis, como por ejemplo
CXCL12. Estudios in vitro demuestran que el inhibi-
dor de BTK ibrutinib y el inhibidor de PI3K8 GS-1101
inhiben la activacién del BCR y la proteccién del mi-
croambiente tumoral en células de LLC, asi como la
sefializacién de citoquinas. Nuestro grupo ha demos-
trado que el inhibidor multiquinasa sorafenib® y el
inhibidor de PI3K NVP-BKM120® también son capa-
ces de vencer el efecto protector ejercido por la esti-
mulacién de BCR y por el microambiente, e inhiben
tanto la migracién como la secrecién de citoquinas
de las células de la LLC, cada uno de ellos inhibiendo
unas proteinas especificas del BCR.

Senalizacion de Notch

La via de Notch regula diferentes procesos implica-
dos en el desarrollo y la sefializacién celulares. Los
ligandos de Notch (Jagged y Delta-like) interactian
con los receptores de Notch, induciendo su protedli-
sis mediante gamma-secretasas y la translocacién de
su dominio intracelular al ndcleo, dando lugar a la
transcripcién de diversos genes. Las mutaciones de
NOTCH1 se hallan aproximadamente en el 12% de
las LLCs®19. Estas mutaciones generan un codén de
stop prematuro, dando lugar a una proteina Notchl
truncada, que pierde su dominio PEST en el extremo
C terminal. Este dominio es critico para su degrada-
cién por el proteasoma, por lo que la proteina muta-
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da se acumula sin degradarse. Ademas de las muta-
ciones de NOTCH1, se han encontrado mutaciones
de FBXW?7, un regulador negativo de Notch1®. Por
otra parte, Notchl y sus ligandos estdn constitutiva-
mente expresados en la LLC e implicados en la re-
sistencia a la apoptosis y en la supervivencia de las
células tumorales™. Los pacientes de LLC con muta-
ciones de NOTCHI se asocian a estadios mds avan-
zados al diagnéstico, a los factores bioldgicos adver-
sos como son IGVH no mutadas y expresién alta de
ZAP-70 y CD38, asi como a una menor superviven-
cia global y una peor respuesta a la terapia*'?. Debi-
do al papel que pueda jugar la sefalizacién de Notch
en la patogénesis de la LLC, se estd evaluando la efi-
cacia de inhibidores de esta via, que se estan utilizan-
do en ensayos clinicos en la leucemia linfoblastica T
aguda (LAL-T), donde mas del 50% de los casos pre-
sentan mutaciones de NOTCH1%, Ya que la gam-
ma-secretasa es necesaria para el procesamiento y la
activacién de Notch, se han desarrollado pequefas
moléculas inhibidoras de gamma-secretasas (GSIs),
siendo MK-0752 y PF-03084014 los inhibidores en
fases mas avanzadas. Este tipo de compuestos indu-
cen una parada de crecimiento y apoptosis en célu-
las tumorales. Ademas, se han descrito sinergias en-
tre los GSI y otros farmacos como la dexametasona
enla LAL-T®. Uno de los problemas de los GSl en la
clinica es su toxicidad, debido a que no son inhibido-
res especificos de Notch1, por lo que, como una nue-
va alternativa terapéutica, se han desarrollado anti-
cuerpos especificos contra Notch1@9.

Vias de respuesta a inflamacion
y activacion de NF-xB

Se ha identificado una mutacién recurrente del gen
MYD88 (L265P) en el 3% de los casos con LLC, que
ocurre preferentemente en individuos jévenes en es-
tadios avanzados de la enfermedad y con IGHV mu-
tadas@. La mutacién de MYDS88 se ha descrito en
otros linfomas, preferentemente en el linfoma difuso
de célula grande®. MYD88 es una proteina adapta-
dora que participa en la sefializacién de los recepto-
res toll-like (TLR) durante la respuesta inmune. Nues-
tro grupo ha demostrado que la mutacién de MYD8$
aumenta su interaccién con las quinasas IRAK, dan-
do lugar a la activacién de la via de NF-xB y a la se-
crecién de citoquinas (IL1RA, IL-6, CCL2, CCL3 y
CCL4)@. El aumento en la produccién de estas cito-
quinas se ha implicado en el reclutamiento de macré-
fagos y linfocitos T por parte de las células de la LLC,
creando un microambiente favorable para su super-
vivencia. El complejo de sefalizacién regulado por
MYD88 representa una diana de interés. Asi, se han
desarrollado inhibidores de IRAK1/4 que pueden uti-
lizarse solos o en combinacién con farmacos inhibi-
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dores de la via de BCR o NF-xB. Cabe destacar que
se han detectado también de forma aislada casos de
LLC con mutaciones en genes que participan en la
via de los TLR®, senalando la relevancia de la res-
puesta inflamatoria en la patogénesis de la LLC. Ade-
mas, se ha descrito que la proteina BTK se une a di-
ferentes miembros de los TLR, asi como a MYD88 y
IRAK1%), sugiriendo que esta quinasa estaria parti-
cipando en la respuesta inmune y que los inhibido-
res de BTK podrian ser de utilidad para bloquear es-
tas interacciones.

Al igual que en otras neoplasias linfoides B madu-
ras, en la LLC también se han descrito mutaciones
de BIRC3, que estan asociadas a un peor prondsti-
co. BIRC3 es una proteina que coopera con TRAF2 y
TRAFS, para regular negativamente a MAP3K14, un
activador de la via no-candnica de NF-xB. Todas las
mutaciones descritas de BIRC3 eliminan el dominio
RING del extremo C-terminal, que es esencial para
la degradacién por proteasoma de MAP3K14 por
BIRC3, por lo que los casos con mutacién de BIRC3
presentan una activacién constitutiva de NE-xB(18.
Esto abre la posibilidad terapéutica de utilizar inhibi-
dores especificos de NF-xB en la LLC®.

Maquinaria de procesamiento del RNA

El gen SF3B1 es un componente critico del comple-
jo que promueve la escisién precisa de los intrones a
partir del pre-mRNA®@?. Este gen se halla mutado en
el 5-18% de las LLC®* y en sindromes mielodispla-
sicos®), pero no en otras neoplasias de célula B ma-
dura. Las mutaciones de SF3B1 se asocian a una peor
supervivencia, a una enfermedad mas agresiva®? y a
resistencia a fludarabina®. Por el momento no se co-
noce el papel de SF3B1 en la patégenesis de la LLC,
pero se postula que las mutaciones de este gen po-
drian estar asociadas a inestabilidad gendmica y a
modificaciones epigenéticas®. Ademads, se han de-
tectado mutaciones en otros genes relacionados tam-
bién con la maquinaria de procesamiento y transpor-
te del RNA, lo que sugiere que tratamientos dirigidos
contra estas vias podrian ser de gran interés®®. Se
estd analizando el efecto de compuestos que afectan
la maquinaria del procesamiento del RNA para el tra-
tamiento de estas entidades®.

Conclusiones

La LLC presenta una gran diversidad genética y mo-
lecular. Los distintos genes mutados identifican
subgrupos relativamente pequefos de pacientes con
caracteristicas diferentes en su enfermedad. De he-
cho, las mutaciones que mas se repiten se dan en sélo
el 15% de los pacientes. A partir de toda la informa-
cién generada es necesario conocer los mecanismos
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bioquimicos alterados por dichos cambios, y poder
disenar tratamientos mas especificos para esta enfer-
medad.
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La hematologia en tiempos de crisis
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En una época de grave crisis econémica con gran inestabilidad financiera, el crecimiento del gasto sa-
nitario durante las tres tltimas décadas ha sido superior a la del producto interior bruto. Esta situacién
estd condicionando una crisis del modelo sanitario que hace que exista una percepcién por parte de
los ciudadanos, de las instituciones y de los politicos de que el sistema sanitario precisa de una pro-
funda reforma. En este entorno, tanto los profesionales como las sociedades cientificas se estan vien-
do obligados a participar e implicarse en la sostenibilidad del sistema sanitario. Fruto de este com-
promiso es el origen de este simposio en el que se pretenden analizar nuevas formas de gestién y de
innovacién.

Para garantizar la sostenibilidad del sistema sanitario y preservar la calidad y equidad del mismo son
necesarias nuevas propuestas. Unas de las mejores herramientas es el cambio del centro de gravedad
de la gestién trasladando el peso de la misma de los equipos directivos a los profesionales sanitarios.
Asi, los clinicos, centrdndose en las necesidades y los problemas de los pacientes, gestionaran los re-
cursos disponibles buscando una asistencia de calidad y mas eficiente. En este sentido, la comunidad
auténoma de Andalucia es pionera en el desarrollo de Unidades de Gestién Clinica en estas nuevas
formas de gestién. De la experiencia de la Unidad del Hospital Regional Universitario Carlos Haya de
Malaga versara la exposicién de la Dra. Ana I. Heiniger. Asimismo el Dr. Ramén Salinas, del Banc de
Sang i Teixits del Hospital Mutua de Terrasa, analizard nuevos modelos de gestién en Hematologia y
Hemoterapia que se readapten a la situacién de crisis econémica actual.

Debido a que los modelos de gestién actuales son rigidos y poco competitivos, es necesario un cam-
bio en la forma de gestionar tanto los centros hospitalarios como de investigacién, introduciendo una
visién empresarial e innovadora. Para abordar estas interesantes propuestas contamos con el Dr. Lluis
Blanch, director de Investigacién e Innovacién de la Corporaciéon Sanitaria y Universitaria Parc Tauli
de Sabadell (Barcelona), que, contando con la experiencia de un centro pionero en esta materia, abor-
dard el interesante y actual tema del hospital innovador.

Se incluye en este simposio una ponencia , por parte del Dr. Adridn Alegre, presidente de la Comisién
Nacional, sobre la futura formacién de los MIR en el sistema de Troncalidad. El contenido de esta po-
nencia serd objeto de debate en la reunién conjunta con la EHA que tendra lugar en este Congreso.

Esperamos que este simposio permita a los profesionales en Hematologia y Hemoterapia tener un
mayor conocimiento acerca de la gestién clinica y sus nuevos modelos, que pueda conducir hacia una
forma de trabajar més innovadora. Obligatoriamente, nos ha de exigir el maximo compromiso con la
misma, como mejor herramienta de defensa de los intereses e integralidad de nuestra especialidad y,
al mismo tiempo, con nuestro tradicional ejercicio del rigor clinico, mantener los necesarios criterios
de eficiencia que han de caracterizar la practica cotidiana de los hematdlogos.
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El servicio de hematologia como unidad de gestion clinica

ANA ISABEL HEINIGER MAZO

Unidad de Gestion Clinica de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Regional Universitario Carlos Haya. Mdlaga

Introduccion

Desde hace méas de una década, los sistemas sani-
tarios del mundo occidental estan preocupados por
el crecimiento del gasto sanitario y se estan plan-
teando reformas orientadas hacia la busqueda de
una organizacién sanitaria mas flexible, eficiente y
que sea sostenible financieramente. En los dltimos
meses, con la agudizacién de la crisis econémica,
ha habido un descenso brusco de la financiacién de
los sistemas sanitarios, llevdndonos a una situacién
que nos obliga a priorizar y gestionar la escasez,
tratando de mantener la calidad y el nivel de pres-
taciones a los ciudadanos, pero esto dificilmente se
conseguird si no se implica en ello a los profesio-
nales sanitarios.

En este contexto, no hay un horizonte claramen-
te definido para la especialidad de Hematologia
y Hemoterapia. Probablemente los problemas de
competencias con las llamadas especialidades fron-
tera se incrementardn y tendremos que seguir lu-
chando por sobrevivir integrados en las tres ver-
tientes de la especialidad, ya que la unién de las
tres facetas, clinica, laboratorio y hemoterapia,
constituye la razén de ser de nuestra especialidad.
Los servicios de hematologia deberian disponer
de identidad propia e independencia organizativa,
pero los limites en sus competencias, como ocu-
rre con otras especialidades médicas, son dificiles
de definir y algunas actividades estan siendo reali-
zadas en ciertos entornos por otros especialistas.
La integracién/desintegracion de la especialidad de
Hematologia y Hemoterapia ya ha sido tema de
debate de numerosas reuniones de la Sociedad Es-
panola de Hematologia y Hemoterapia con varias
publicaciones al respecto® y algunos comunica-
dos de nuestra sociedad® culminando con la mag-
nifica edicién del Libro Blanco de la Hematologia y
Hemoterapia, donde prestigiosos companeros des-
criben la situacién actual de la especialidad a lo lar-
go y ancho del pais y su proyeccién de futuro.
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Modelos sanitarios en las distintas
comunidades autonomas

Nuestro Sistema Nacional de Salud terminé el proce-
so descentralizador de la asistencia sanitaria a las co-
munidades auténomas (CC. AA.) en el afno 2003 y
éstas han ido implantando diferentes modelos sani-
tarios, de lo que resulta un mapa sanitario heterogé-
neo con peculiaridades diferentes en materia sanita-
ria. Son las CC. AA. las que deciden el presupuesto
que destinan a Sanidad de entre el total que reciben
para el conjunto de las transferencias recibidas, lo
que, sumado a un desarrollo legislativo distinto y a
la presencia de diferentes tendencias politicas en sus
gobiernos, ha producido una gran disparidad de po-
liticas sanitarias entre ellas. En el afio 1997, la Ley
15/19977 habilité nuevas formas de gestién, abrien-
do la posibilidad de que los servicios sanitarios sean
prestados por personas juridicas privadas y que exis-
tan distintos modelos de provisién de servicios, sur-
giendo asi los conciertos con entidades privadas, las
fundaciones publicas sanitarias, los consorcios, las
empresas publicas, concesiones como el Hospital de
Alzira o los nuevos hospitales de Madrid.

En algunas CC. AA. la opcién elegida ha sido po-
tenciar el modelo de Unidades de Gestién Clinica,
basdndose en su capacidad de aumentar la eficien-
cia por la implicacién de los profesionales sanita-
rios en la gestién de los recursos utilizados en su
propia préctica clinica; en otras, la administracién
sanitaria ha propuesto la transferencia de una par-
te sustancial de la gestién sanitaria (prestacién de
servicios) a empresas privadas, generando una gran
oleada de rechazo entre la poblacién y el colectivo
sanitario®. En la Comunidad Valenciana eché a an-
dar en 1999 el Hospital de la Ribera y son ya cin-
co en total los hospitales valencianos gestionados
por empresas privadas (que cubren al 20% de la po-
blacién) una férmula extendida posteriormente a la
Comunidad de Madrid y otras regiones. En Cata-
lufa, el servicio publico de salud contrata con dis-
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tintas entidades proveedoras de salud, que pueden
ser desde empresas privadas, mutuas, fundaciones
o incluso grupos de médicos, como ocurre en algu-
nos centros de salud. En el Pais Vasco han disehado
un modelo centrado en el paciente crénico, conside-
rando que un buen control de estos pacientes puede
ahorrar dinero, visitas a urgencias y mejorar la efi-
ciencia del sistema. Andalucia, Galicia, Asturias, en-
tre otras, han apostado por las Unidades de Gestién
Clinica; Castilla y Leén regulara en breve el desarro-
llo de las Unidades de Gestién Clinica en sus hospi-
tales. Actualmente Galicia y Andalucia estdn avan-
zando en una nueva estructura de gestion integrada,
creando las Areas de Gestién Sanitaria, que son res-
ponsables de la gestién unitaria de los dispositivos
asistenciales tanto de la atencién primaria como de
la atencién hospitalaria, y las Unidades de Gestién
Clinica Intercentros, donde se integran varios ser-
vicios de la misma especialidad o de diferentes es-
pecialidades relacionadas entre si. A fecha de abril
de 2013 en Andalucia hay 993 Unidades de Gestién
Clinica, 418 en atencién primaria y 575 en hospita-
les; de ellas 158 son intercentros, y el objetivo para
el final de esta legislatura es que los hospitales de las
capitales de provincia tengan integradas la mayoria
de sus unidades.

En Espafa disponemos de un Sistema Nacional de
Salud ampliamente reconocido. A la préctica univer-
salidad de su cobertura se unen unos resultados ex-
celentes en los principales indicadores de salud, y los
propios usuarios del sistema expresan unos elevados
grados de satisfaccién con sus prestaciones. Resulta
dificil conocer en qué grado las diversas modalidades
de gestién se han traducido en diferencias en el fun-
cionamiento de los servicios sanitarios y mds aun su
repercusion en las prestaciones sanitarias y en los ni-
veles de salud de la poblacién.

La Gestién Clinica constituye un proceso de re-
disefio organizativo que incorpora a los profesio-
nales sanitarios en la gestién de los recursos uti-
lizados en su propia practica clinica. La Gestién
Clinica permite descentralizar progresivamente
las decisiones sobre la gestién de los recursos uti-
lizados en la practica clinica y dotar a las unidades
asistenciales de la capacidad e instrumentos para
planificar y gestionar sus actividades en un marco
de recursos limitado. Podriamos considerar la ges-
tién clinica como un posible marco de encuentro
entre gestores y clinicos. En los Gltimos tiempos y
poco a poco se ha producido una aproximacién en-
tre clinicos y gestores, las Administraciones Sani-
tarias han comprendido que sin la complicidad de
los profesionales es dificil gestionar eficientemen-
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te los servicios sanitarios, y gran parte de los colec-
tivos profesionales se han acercado en estos afios
a la gestidn, siendo conscientes de que no es sufi-
ciente con ser un buen médico sino que sus posi-
bilidades de desarrollo profesional estdn en buena
medida vinculadas a su capacidad de complemen-
tar clinica y gestién®.

Para su desarrollo, la Gestién Clinica necesita la
creacién de Unidades de Gestién Clinica o Areas de
Gestién Clinica en las que se agrupan un conjunto
de profesionales de diversos estamentos y categorias,
para trabajar con arreglo a los principios de autono-
mia, responsabilidad y participacién en la toma de
decisiones, bajo la direccién de un director/coordina-
dor, para el cumplimiento de unos objetivos inclui-
dos en el Acuerdo de Gestién Clinica, estableciéndo-
se incentivos orientados al logro de la excelencia en
calidad y eficiencia. La Gestién Clinica puede abarcar
a uno o varios servicios del hospital, a Atencién Pri-
maria o a toda el Area Sanitaria y pueden ser Inter-
centros y también Interniveles.

Frente a lo ocurrido con otras férmulas de gestion
sanitarias, como la colaboracién publico-privada, la
Gestién Clinica no ha sufrido un rechazo frontal a
su implantacién. La principal ventaja de la Gestién
Clinica frente a las otras modalidades de asisten-
cia sanitaria (fundaciones, empresas pUblicas, insti-
tutos, etc.) es la posibilidad de implantacién inter-
na, no siendo imprescindible un cambio normativo.
En Andalucia, hace un par de afos, el Servicio An-
daluz de Salud sacé un borrador de una normati-
va que regulaba el funcionamiento de las Unidades
de Gestién Clinica, pero el rechazo sindical fue tan
grande que el decreto no llegd a ver la luz. El Go-
bierno de la Nacién, en el dltimo Consejo de Minis-
tros de abril 2013, ha anunciado la definicién de un
nuevo marco legal para el modelo de Gestién Cli-
nica, de aplicacién en todos los centros del Siste-
ma Nacional de Salud. EI Gobierno no ha detalla-
do su contenido pero parece que estara en linea con
el acuerdo firmado entre el Ministerio de Sanidad y
36 sociedades cientificas, entre las que estd la Socie-
dad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia, para
identificar procedimientos ineficaces o innecesarios
y contribuir a la sostenibilidad del Sistema Sanita-
rio Publico.

En general, el modelo de gestidn clinica incrementa
la motivacién entre el personal, mejora las relaciones
con los usuarios y aumenta la eficiencia. La necesi-
dad de tener que trabajar con un Contrato Progra-
ma, de saber los costes de los procesos que se reali-
zan, asi como la actividad del conjunto de la unidad
clinica, aporta una informacién de gran valor. El he-
cho de conocer esta informacién estimula a los gru-
pos asi constituidos a proponer lineas de actuacién y
objetivos de mejora.
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El aumento de la eficiencia obtenido mediante la
implantacién de la Gestién Clinica esta limitado por
una insuficiente autonomia de gestién. En Madrid, la
Federacion de Asociaciones Cientifico-Médicas Es-
pafolas (FACME) ha propuesto al Ministerio de Sa-
nidad y a la Comunidad Auténoma una alternativa
a la privatizacién, mediante la creacién de Unida-
des Asistenciales de Gestién Empresarial, teniendo
como ndcleo fundamental el desarrollo de la auto-
nomia de gestién clinica pero con una personalidad
juridica propia que permita la transferencia de res-
ponsabilidad y riesgos, con el objetivo de aumentar
la eficiencia de la gestién clinica. FACME considera
que las Unidades Asistenciales de Gestién Empresa-
rial pueden ser como minimo tan eficaces y eficientes
como los hospitales privatizados, que garantizan la
calidad, preservan los principios generales que inspi-
ran el funcionamiento del Sistema Nacional de Salud
y son menos traumaticas de implantar®.

Un inconveniente de las Unidades de Gestién Cli-
nica puede ser la desestructuracién organizacional de
los servicios cldsicos. En el caso de los servicios de
hematologia y hemoterapia, cuya organizacién no es
uniforme en todos los hospitales, y en algunos casos
estd siendo condicionada por las direcciones de los
centros o por la influencia o poder de otros servicios,
nos podemos encontrar con algunas situaciones con-
flictivas, que describo a continuacién:

e La tendencia centralizadora de los laboratorios y
la organizacién funcional en una sola Unidad de
Gestién Clinica estd poniendo en peligro la ver-
tiente analitica de la Hematologia (hemogramas
y coagulacién bésica).

* Los Centros Regionales de Transfusién Sangui-
nea han ido haciéndose cargo progresivamen-
te de la actividad transfusional de algunos hospi-
tales, dejando a éstos como meros depdsitos de
sangre.

* La propuesta del Ministerio de Sanidad de incre-
mentar la atencién pediatrica a los 18 afios puede
favorecer el desarrollo de especialidades pediatri-
cas que quieran atender las patologias que veni-
mos tratando hematdlogos dedicados a la hema-
tologia infantil.

* La expansion de la especialidad de oncologia y
su apetencia por los linfomas es otro frente a te-
ner en cuenta.

En Andalucia, donde llevamos mds de una década
con la Gestién Clinica, existen 16 Unidades de Ges-
tién Clinica de Hematologia, 5 en los 5 hospitales re-
gionales, 8 en los 9 hospitales de especialidades, en
uno de ellos estd integrada en el laboratorio (Unidad
de laboratorio) y en otros dos, estdn fusionadas con
el laboratorio (Unidad de Laboratorio y Hematolo-
gia) o con Anatomia Patoldgica (Unidad de Hema-
toncoldgica y Anatomia Patolégica). De los 15 hos-
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pitales comarcales, sélo en los dos de la provincia de
Cadiz existen con personalidad propia, en uno de
los casos como Unidad Intercentros fusionada con la
unidad del hospital de referencia, los 13 Servicios de
Hematologia restantes estan integrados en la Unidad
de Laboratorio, dependiendo habitualmente de ana-
listas. A pesar de ello, la figura del hematdlogo en los
hospitales comarcales sigue siendo fundamental en
los Servicios de Transfusién, en el apoyo al labora-
torio, y sobre todo en las consultas externas de Pa-
tologia Hematoldgica (LLC, SMD, anemias, coagulo-
patias, filtrado diagnéstico de hemopatias malignas,
etc.) y como consultores de otras especialidades.

El Servicio Nacional de Salud en Espafa se encuen-
tra en una encrucijada. En los Gltimos 50 afios pocas
veces han sido tan fuertes las presiones para limitar
el gasto publico. Serd necesario seguir impulsando la
transformacién de nuestro sistema sanitario pablico
con el fin de asegurar su adaptacién a los retos del fu-
turo, siendo los maés significativos la demografia, la
cronicidad y la sostenibilidad econémica del mismo.

La polémica sobre la conveniencia de la colabora-
cién publico-privada o el camino de la Gestién Cli-
nica estdn en el debate sanitario actual; sin embargo,
tal vez no sea tan importante quién gestione los hos-
pitales sino que seamos capaces de dar respuestas a
las necesidades reales de la poblacién. Frente al siste-
ma de privatizaciones, el camino de la Gestién Cli-
nica, con una visién territorial y en colaboracién con
otros hospitales, no sélo centrado en pacientes agu-
dos sino adaptado a los distintos perfiles de pacientes
e integrado en una red de cuidados coordinada, nos
puede llevar a hacer los cambios necesarios para con-
seguir un modelo de salud més eficiente y con mejo-
res resultados de calidad.

La gestién clinica puede suponer un riesgo o una
oportunidad para la integracién de la especialidad. Si
seguimos las directrices del Plan Estratégico de la He-
matologia y Hemoterapia®®, potenciando la influencia
de la especialidad en la sociedad y en la Administra-
ci6én Publica, mejorando la interlocucién sobre las es-
pecialidades frontera, demostrando nuestro alto con-
tenido cientifico y de investigacién, nuestro elevado
nivel de protocolizacién y nuestra capacidad de coo-
peracién y coordinacién con otros servicios y niveles
asistenciales, conseguiremos convencer a las Adminis-
traciones Puablicas de los valores destacados de nues-
tra especialidad. Unir nuestras fuerzas fusionando ser-
vicios de Hematologia y Hemoterapia, a nivel local o
provincial, para ser mas eficientes, sin perder calidad
y con un coste menor, puede transformar el riesgo de
desestructuracién en una oportunidad de integracién
de la especialidad de mano de la Gestién Clinica.
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readaptarse a la actual situacion de crisis economica
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* Hospital Universitari Sagrat Cor. Barcelona

Introduccion

La actual situacién que estamos viviendo en Espa-
fla pone de manifiesto que no se estd viviendo una
simple crisis, sino que se estd viviendo un verdadero
cambio de época. La Fundacién Encuentro (Salaman-
ca) en su informe Espafa 2012 analiza en profundi-
dad algunas de las claves de este cambio. El impacto
de internet en el sistema econdémico, la degradacién
del lenguaje publico y del debate de ideas, la crisis
de la emprenduria, la desigualdad de oportunidades
educativas y la continuidad o no de la misma como
canal de movilidad social, las TIC y su acelerado de-
sarrollo, las infraestructuras desarrollan un capitulo
especifico “El impacto de la crisis en sanidad: recortes
estructurales asimétricos con altos costes diferidos”,
que utilizo en la introduccién de este documento.

Valorar el impacto de la crisis econdémica en sani-
dad va mas alla de analizar la politica sanitaria. Re-
quiere un andlisis mds complejo, que tenga en cuen-
ta:

e El impacto en la salud, asociado a la fragilidad pre-

via de la estructura y el bienestar social (asi como
a la magnitud de la crisis).

* La estructura social (o distribucién del empleo, la
educacién y la riqueza), mds fragil ante el embate
de la crisis cuanto menos igualitaria sea.

o El bienestar y la redistribucion (fiscalidad, Estado de
bienestar, Sistema Nacional de Salud -SNS-), cla-
ves para apuntalar la estructura social y la salud.

® Las respuestas politicas a la crisis, y en concreto su
efectividad o capacidad para prevenir (a bajo cos-
te) secuelas diferidas en la igualdad, el bienestar
y la salud.

Los efectos de la crisis en sanidad, educacién y
bienestar (pensiones, rentas minimas, servicios socia-
les) son complejos y persistentes. Se producen a través
de una doble via, en varias fases y afectan tanto a los
usuarios de los servicios como a sus descendientes y
a su red social. De modo inmediato, la crisis impacta
en la estructura social (por ejemplo, aumento del des-
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empleo y la pobreza), lo que genera problemas de sa-
lud (enfermedad y discapacidad) en los afectados, y
un aumento automadtico del gasto social y sanitario
(por la via de la demanda). De modo diferido, el dete-
rioro en la salud inicial, si no se trata adecuadamen-
te, genera paro y pobreza crénica en los afectados, lo
que debilita ain mas su salud y deprime a largo pla-
zo la tasa de empleo agregada. El impacto social final
de la crisis depende de en qué medida las respuestas
del Gobierno (por la via de la oferta de atencién sani-
taria y de las politicas de salud y bienestar) afronten
de un modo responsable el aumento de la necesidad,
de manera que se minimicen los costes sanitarios di-
feridos, la mortalidad prematura y las posibles secue-
las permanentes en la salud y el empleo.

El impacto de la coyuntura econémica en sanidad
depende de cuatro factores:

e Estructura social (distribucién del empleo, la edu-

cacién y la riqueza).

* Redistribucién y bienestar publico (fiscalidad, Es-

tado de bienestar, SNS).

* Respuestas politicas y sociales a la crisis.

* Impacto en la salud de la poblacién (que depende

de los tres anteriores).

Estos factores cambian a ritmos diferentes; el gra-
do en que responden a la intervencién publica tam-
bién varia. Hay escasos estudios que analicen los cua-
tro efectos. El modelo més completo (centrado en lo
estructural) es el de los determinantes sociales de la sa-
lud (DSS). Los mas adaptados a nuestros objetivos
son los modelos dindmicos, que evaldan el impacto en
el tiempo (Cuadro 1).

En el Cuadro 2 se muestra el despliegue dindmico
del proceso causal que vincula crisis y salud. Existe
evidencia sélida de que los problemas de salud men-
tal como la ansiedad y la depresién detectan el im-
pacto inmediato y amplifican el impacto diferido de
la crisis en la salud (a través del aumento de la severi-
dad y de los costes de las enfermedades crénicas maés
comunes). Son, por ello, un factor mediador clave del
impacto de la crisis no sélo en salud fisica y la dis-
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Cuadro 1. Marco conceptual de los determinantes sociales de la salud (DSS).

Cuadro 2. Modelos de impacto dinamico en sanidad y salud mental.
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capacidad sino también en la sanidad. Tan relevante
es, que al final de la exposicién detallaremos el “Mo-
delo de gestién y organizacién de Kaiser permanen-
te”, que posiblemente marcard la tendencia en nues-
tro modelo sanitario en los préximos afios.

Los modelos dindmicos subrayan que los factores
que median entre crisis y salud varian a ritmos dife-
rentes:

e La estructura social (como la mortalidad y la espe-
ranza de vida) cambia mas lentamente y refleja
en mayor medida inercias histéricas.

* El Estado de bienestar (y el SNS) es fruto de poli-
ticas redistributivas previas que cambian a ritmo
lento (y, en menor medida, de las respuestas a la
crisis).

e Las respuestas politicas y sociales, que pueden trans-
formarse a un ritmo relativamente rapido, y que
segln su orientacién pueden amplificar o paliar
los posibles efectos permanentes de la crisis.

En resumen, la medicién adecuada del impacto de

la crisis en sanidad requiere:

e Estudiar las interacciones entre economia, politi-
ca, sociedad y salud.

 Desagregar por colectivos y areas vulnerables.

* Combinar factores estructurales con modelos di-
namicos.

e Identificar impactos inmediatos, diferidos y per-
manentes.

* Incluir indicadores objetivos y subjetivos.

La primera medida de recorte en sanidad es el cierre de
un 25% de los centros de atencién primaria en Catalu-
fia. En 2011 el Gobierno baja un 5% los salarios y sus-
pende sustituciones y contratacién de interinos, lo que
reduce el gasto en 1.500 millones. En 2012, el Gobier-
no anuncia recortes del 20% para 2012-2014. En 2012
son del 14% en sanidad y del 40% o mds en campos
complementarios clave, como infancia, dependencia
y servicios sociales. En marzo, la reforma laboral re-
corta el poder sindical y los derechos de seguridad y
salud laboral y abarata y facilita los despidos. El Real
Decreto-ley 16/2012 de medidas urgentes para garanti-
zar la sostenibilidad del Sistema Nacional de Salud, de 20
de abril, introduce recortes estructurales. El 3 de agos-
to se aprueba el Real Decreto 1192/2012 que regula la
condicién de asegurado. El 7 de agosto se envia a las
comunidades auténomas una orden que regularia la
asistencia de los grupos excluidos. Las respuestas au-
tonémicas dependen del partido politico en el gobier-
no. En comunidades auténomas gobernadas por parti-
dos de centro-derecha, los recortes son en servicios de
bajo coste, sensibles y mas efectivos para contrarrestar
su impacto en salud, como salud mental, enfermeria,
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atencién primaria, promocién de la salud, salud labo-
ral y prevencién de enfermedades infecciosas, crénicas
y conductas de riesgo. Las cinco comunidades auténo-
mas no gobernadas por el Partido Popular (Andalucia,
Asturias, Catalufia, Canarias y Pafs Vasco) presentan
demandas juridicas contra la legislacién central de re-
cortes; dos mas, Galicia y Comunidad Valenciana, de-
claran que atenderan a los inmigrantes pobres. Anda-
lucia y Pais Vasco revierten ademas las medidas mas
controvertidas mediante normativa autonémica, a lo
que el Gobierno central responde presentando un re-
curso contra estas medidas ante el Tribunal Constitu-
cional. Los datos muestran que en 2008-2011 se dispa-
ra la preocupacién por la economia y el paro: menos
del 4% consideran la sanidad un problema en 2008, en
septiembre de 2011 son ya un 6%. En mayo de 2012,
la sanidad es ya el cuarto problema de la lista, y en
junio estd ya en tercer lugar; en julio, un 10% de la
poblacién la considera el principal problema del pais

Las principales debilidades del SNS espafiol son:

* Las desigualdades territoriales, que tienen como
consecuencia una mayor mortalidad prematura
en determinadas areas.

El déficit de personal y gasto en atencién comu-
nitaria, que se paga en incremento del uso de las
urgencias y de los medicamentos.

La infrapresupuestacién crénica, que se traduce
en aumentos del déficit, del aseguramiento priva-
do y de las listas de espera. Los enfermos crénicos
severos aumentan en Espafia tras la crisis; presen-
tan comorbilidades. La comorbilidad entre dia-
betes y depresidn (dos patologias cuya tendencia
ascendente se acelera con la crisis) es la que mds
gastos genera en Espafia y, segin el King’s Fund,
puede multiplicar por 8 los costes.

La discapacidad es la secuela més temida de la enfer-
medad crénica. Mas de dos tercios de la discapacidad
en los paises avanzados se debe a condiciones cré-
nicas no tratadas adecuadamente. Las enfermedades
crénicas que causan mds discapacidad son el infarto
cerebral (un 60% de los enfermos quedan discapaci-
tados); la depresiéon mayor, el Parkinson y otros tras-
tornos motores (40%); la migrafa, los dolores lum-
bares y el trastorno bipolar (30%); y la osteoporosis
y la esclerosis mdultiple (20%). A ellas hay que anadir
los traumatismos craneoencefélicos y el sida, espe-
cialmente en nifos.

Otros problemas persistentes son la baja satisfac-
cién con la informacién sanitaria no clinica, con las
listas de espera en atencién especializada, con la co-
bertura de los servicios sociales y con la coordina-
cién de la atencién entre niveles y sectores.

En los se muestra el grado de satisfac-
cién con la sanidad por comunidades auténomas y el
gasto sanitario publico total por partidas en porcentaje.
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Cuadro 3. Impacto de las medidas aplicadas en el Sistema Sanitario Espanol. Fuente Pricewaterhouse Coopers, S.L.

Cuadro 4. Evolucion de la satisfaccion con la sanidad por comunidades auténomas (2002-2011).
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Cuadro 5. Evolucién del gasto sanitario por partidas, en porcentaje del gasto sanitario publico total (1960-2008).

Impacto de la crisis economica en la salud

Podemos identificar cinco puntos problematicos cla-
ves y cinco posibles acciones de mejora de bajo coste
y alto impacto en salud.

* Segln el indicador de mortalidad y tomando como
referencia la evolucién del periodo 1990-20011, se
puede afirmar que en Espafia los 4 primeros afios de
la crisis dejan un saldo de muertes evitables y afios
de vida potenciales perdidos entre la poblacién me-
nor de 65 afos. Este saldo es menor que en otros
paises similares en cuanto a magnitud de la crisis y
desigualdad previa (como EE. UU. o Irlanda), pero
superior a paises (como Suecia, Canad4 o Australia)
con altos niveles de inversién en bienestar puablico,
que amortiguan su impacto social y en salud. Au-
mentan, ademads, correlativamente la actividad y las
esperas en atencion a la cronicidad, salud mental y
enfermedades del corazén.

Es importante estimar impactos diferidos, dado
que pobreza y mala salud tienen efectos multipli-
cadores acumulativos que se transmiten de una
generacién a otra.

La situacién de inmigrantes y nifios también gene-
rard importantes costes diferidos: pueden aumen-
tar en la préxima década los muertos por tuber-
culosis y sida, la mortalidad infantil, bajo peso al
nacer y la desnutricién y la violencia en la infancia.
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Acciones de mejora

Para evitar secuelas permanentes y costes diferidos,
se pueden potenciar cinco dreas de intervencién pu-
blica de bajo coste y alta efectividad para garantizar
un SNS universal sostenible:

o Inversion en atencion comunitaria (atencién prima-
ria, salud mental, cronicidad, discapacidad) inte-
grada de calidad.

® Promocién e incentivos al acceso de inmigrantes a la
atencion primaria y salud mental.

® Refuerzo de la salud piiblica, en especial de proyec-
tos, unidades y acciones anticrisis econémica.

e Inversion en formacion de sanitatios y compensacion
por formacion de sanitarios extracomunitarios publicos
a los paises de origen.

o [nversion en un modelo nérdico de bienestar.

Medidas destinadas a permitir la
sostenibilidad del sistema sanitario

El porcentaje del PIB destinado a sufragar el gasto sa-
nitario ha crecido afo tras afio, abriendo el debate so-
bre la sostenibilidad financiera a medio y largo plazo
de los sistemas de salud.

Las principales causas de este crecimiento son:

1. La introduccién de nuevas tecnologias sanitarias.

2. El incremento de la inflacién sanitaria por enci-
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ma de la inflacién general, que se explica por los
mayores costes:
* de las nuevas tecnologias (medicamentos, dis-
positivos, protesis, etc.)
° de los profesionales sanitarios, debido a su
creciente escasez.

3. La mayor utilizacién de los servicios de salud por
parte de la poblacién, provocada por los cam-
bios:

e del patrén de morbilidad: envejecimiento y
enfermedades crénicas;

¢ de los habitos de vida menos saludables y la
menor tolerancia a las enfermedades;

e por la modificacién del concepto de “calidad
de vida” y consumerismo médico.

4. Las ineficiencias sistémicas en el modelo de aten-
cién sanitaria como:

* la escasa integracion entre los niveles asistenciales;

Cuadro 6. Acciones y medidas para promover la calidad,
equidad, cohesion y sostenibilidad del Sistema Nacional de
Salud (SNS). Fuente: Consejo Interterritorial del SNS. 18 de
marzo de 2010.
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e la variabilidad clinica;
* los costes crecientes de administracién y coor-
dinacién.

En Espafa, la reciente crisis econdémica ha provo-
cado una fuerte caida de la recaudacién fiscal, gene-
rando un déficit del 11,4% del PIB (cerca de 100.000
millones de €) en 2009. En este contexto, el Con-
sejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud
(CISNS), en su reunién del 18 de marzo de 2010 apro-
b6 un conjunto de medidas para promover la sosteni-
bilidad del sistema.

Antares Consulting, desde el analisis de las pro-
puestas, analiza y propone 10 medidas estructura-
les para garantizar la sostenibilidad del SNS a lar-
go plazo. Lo que pretenden es contribuir al debate
sobre la sostenibilidad del SNS. Las medidas que
sugieren actian sobre las causas que provocan el
crecimiento del gasto sanitario por encima del cre-
cimiento de la riqueza nacional afio tras afio (Cua-
dro 7). La aplicacién de estas medidas permitird al
sistema un ahorro de 63.768 millones de € (Cua-
dro 8).

De estas medidas, algunas estdn claramente vin-
culadas con los servicios de hematologia y hemote-
rapia. Entendiendo como servicio de hematologia y
hemoterapia todas las dreas que componen el mis-
mo: banco de sangre, laboratorio bésico, trombosis,
hematologia clinica, diagndstico biolégico complejo,
etc.

Por su repercusion en nuestra especialidad, analiza-
remos con algo de detalle las propuestas 4, 5,7 y 8.

Cuadro 7. Medidas estructurales para garantizar la sostenibilidad
del Sistema Nacional de Salud. Fuente: Antares Consulting.
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Cuadro 8. Impacto econémico estimado de las medidas de
ahorro propuestas por Antares Consulting.

Propuesta 4: Desarrollar el modelo
de atencion a pacientes cronicos

Numerosos informes aconsejan el cambio del mo-
delo asistencial actual, basado en la atencién a la
enfermedad aguda, a un modelo de atencién basa-
do en la atencién a la enfermedad crénica, ya que
ésta supone hasta el 75% del gasto sanitario y el
6,77 % del PIB del pais. Existen varios modelos teé-
ricos de atencién a la enfermedad crénica y varias
experiencias practicas implantadas en diversos pai-
ses. Conviene resaltar que practicamente todos ellos
incorporan el principio de la segmentacién de la po-
blacién segin el grado de su patologia y aplican di-
ferentes modos de atencién a cada grupo. Estos mo-
delos emplean de forma intensiva la prevencién
(primaria, secundaria y terciaria), el autocuidado
por parte del paciente, los hospitales de procesos
subagudos frente a los hospitales de agudos, la asis-
tencia ambulatoria, la atencién en el domicilio del
usuario y la telemedicina como nuevas formas de
prestar servicios a los pacientes, introduciendo un
trabajo multidisciplinar y nuevos roles profesiona-
les, como la gestién de casos.

La mejora de la atencién al paciente crénico reduce:

* La hiperfrecuentacién de la atencién ambulatoria,

principalmente en la atencién primaria.
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e Las visitas a los servicios de urgencias.

* La utilizacién de los servicios de hospitalizacién

de procesos agudos.

El ejemplo paradigmatico seria la aseguradora
americana Kaiser Permanente. Kaiser Permanen-
te integra la funcién de aseguramiento (health plan)
y diversas estructuras de provisién, incluyendo sus
30 hospitales y The Permanent Medical Group (PMG),
que emplea a los 11.000 profesionales médicos que
trabajan en Kaiser, junto con otros 135.000 trabaja-
dores.

La poblacién asegurada ronda los 8 millones y me-
dio de personas en Estados diferentes y en el distrito
de Columbia. E1 70% del colectivo de asegurados se
ubica en California.

La financiacién estimada para 2004 era de 25.000
millones de délares, que proceden en un 64% de sus
miembros, 28% de fondos publicos (principalmente
via Medicare), un 4% de copagos y el resto de fuen-
tes diversas.

Kaiser Permanente opera en un entorno altamen-
te competitivo con presiones simultdneas de con-
tencién de costes y de mejora de la calidad de la
atencién. La respuesta estratégica de Kaiser es un
enfoque de mejora de la salud poblacional, tratan-
do de minimizar la utilizacién y prestando servi-
cios en el nivel de atencién mds coste-efectivo.
Como consecuencia de este enfoque, las barreras
tradicionales entre niveles se difuminan y surge un
modelo de atencién integrada con soluciones inno-
vadoras, donde se potencia al maximo la capacidad
resolutiva en el nivel de Atencién Primaria y comu-
nitaria y se presta especial atencién a la minimiza-
cién de las hospitalizaciones, que son vistas como
un "fallo del sistema", en palabras del director eje-
cutivo de PMG.

Para los directivos de Kaiser los rasgos que definen
el éxito de su modelo son:

1. Enfoque de salud poblacional.

2. Liderazgo clinico.

3. Practica profesional en equipos que colabo-
ran de forma integrada.

4. Profesionales médicos contratados por una
misma organizacién (PMG) y que trabajan en
exclusividad.

5. Compromiso con la gestién del conocimien-
to, con la difusién de las mejores précticas y
con el aprendizaje organizativo.

6. Enfasis en la prevencién, deteccién precoz y
educacién sanitaria.

7. Gestién activa y coordinada de las enferme-
dades crénicas.

8. Importancia de la investigacién clinica.

9. Atencién sanitaria basada en la evidencia.

10. Enfasis en la calidad clinica.
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Propuesta 5: Desarrollar un espacio sociosanitario
alternativo a la hospitalizacion de agudos

Las ventajas de la atencién integrada pueden ser:

e Evitar duplicidades en los recursos empleados

° Menor sobreexplotacién de recursos

* Aumentar la calidad de la prestacién social y sa-
nitaria

° Mejorar la calidad de vida de las personas y los re-
sultados en salud

* Mejorar la satisfaccién de las personas

* Reducir costes

Crear el espacio sociosanitario supone:

* Construir 6rganos conjuntos para elaborar y ges-
tionar

e Las politicas sociosanitarias; administrar una fi-
nanciacién Unica y suficiente del nuevo espacio

° Gestionar los recursos actuales de manera dife-
rente, de forma integrada, basdndose en la ges-
tién de casos y equipos multidisciplinares

e Utilizar las TIC como una herramienta para faci-
litar y para hacer més eficientes los costes

Propuesta 7: Generalizar los servicios compartidos
entre proveedores, especialmente los de soporte
clinico

En otros sectores, la implantacién de modelos de ser-
vicios compartidos mediante la alianza de distintas
organizaciones ha contribuido a reducir costes, incre-
mentar la eficiencia y optimizar la calidad desde hace
afios. Estos modelos permiten racionalizar el rendi-
miento y mejorar los resultados en diferentes aspec-
tos:

* Reduciendo de forma neta los costes directos

* Minimizando la duplicacién de actividades y la

burocracia

* Desarrollando economias de escala

* Optimizando la gestién de recursos y procesos

e Fortaleciendo la calidad y la eficiencia de forma

objetiva

En los hospitales podemos diferenciar tres grandes
categorias de servicios y recursos:

* De asistencia directa: hospitalizacién, urgencias,

bloque quirtdrgico, cuidados intensivos, etc.

* De soporte a la asistencia clinica: laboratorios cli-

nicos, diagnéstico por la imagen, farmacia, etc.

* Generales: logistica, mantenimiento, seguridad,

vigilancia, lavanderia, cocina, etc.

El principio bésico de estos modelos es establecer un
solo proveedor del “servicio” para una red de “centros-
clientes”, desarrollando de forma centralizada las dife-
rentes actividades relacionadas con la cadena de valor
de dicho servicio, en vez de tener multiples unidades
operativas. Estos procesos compartidos parecen dirigir-
se, tanto administrativa como fisicamente, desde las di-
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ferentes unidades operativas hacia una organizacién in-
tegrada, de gestién y funcionamiento separados.

Un posible punto clave para los hospitales pablicos
pueden ser las férmulas de concesién administrativa,
como mecanismo que les permitan desarrollar estos
servicios sin incrementar la deuda publica y estabili-
zar en un coste fijo la ratio por capita de gasto, trans-
firiendo los riesgos econémicos y de disponibilidad a
los concesionarios bajo riesgo de penalizacién por fa-
llos. Para los hospitales concertados, en cambio, este
punto podria ser la creacién de una alianza estratégi-
ca entre proveedores.

Propuesta 8: Reordenar la medicina de tercer nivel
y la oferta hospitalaria

La medicina de tercer nivel concentra una parte im-
portante de los recursos del SNS, no sélo en términos
econdmicos (presupuesto), sino también a nivel de
competencias profesionales (médicos, enfermeras)
y tecnologia. Aunque no existe una definicién clara,
ésta afecta:

° A los tratamientos de alta complejidad médica

° A los trasplantes

* A los equipamientos de alta tecnologia

° A las unidades especializadas en enfermedades
raras o poco prevalentes

° A las unidades de criticos muy especializadas
(neonatos, quemados, etc.)

La regulacién de dichas actividades (mayor o me-
nor descentralizacién dentro de la oferta hospitalaria
del SNS) supone un reto importante, pues tiene re-
percusiones:

* Econémicas: una mayor dispersién de recursos
de tercer nivel en hospitales universitarios y hos-
pitales generales grandes supone un mayor pre-
supuesto

* De accesibilidad: una mayor concentracién pue-
de suponer un riesgo de accesibilidad

La reordenacién obliga a proponer una serie de me-
didas concretas:

* Definir niveles minimos de actividad para deter-

minadas patologias y equipamientos

* Reordenar la oferta de hospitales universitarios,
separando el concepto de hospital terciario y hos-
pital docente

* Realizar un mapa de hospitales por autonomia,
que tienda a ajustar el tamafio de los centros (efi-
ciencia) y la proporcién de camas de agudos y so-
ciosanitarios (necesidades)

* Definir y acreditar unidades de referencia, y su al-
cance en términos de poblacién (comunidad, su-
pracomunidad, nacional), y ajustar los recursos a
dichos requerimientos (equipamientos, guardias,
tecnologia, etc.)



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

El dibujo de la atencién hematolégica en nuestro
pais, muy bien estudiado en el recientemente publi-
cado por la SEHH Libro Blanco de la Hematologia, se
puede resumir en los siguientes tipos de centro:

* Grandes hospitales universitarios, con servicio de
hematologia y hemoterapia, en algunos de ellos,
los menos, el servicio de hematologia y hemote-
rapia estd integrado y, aunque los miembros del
servicio trabajen en dreas de conocimiento espe-
cifico, existe un concepto identitario Gnico. En
otros hospitales universitarios el laboratorio se
encuentra integrado en un core lab que desvincu-
la el laboratorio del resto del servicio; en otros el
area clinica se ha desvinculado del resto del ser-
vicio unificdndose con dreas de oncologia clinica;
y en otros se ha desvinculado el servicio de trans-
fusién. Las dreas de trombosis se pueden encon-
trar vinculadas a los laboratorios o al servicio de
transfusion.

Hospitales provinciales. En estos hospitales el
servicio de hematologia y hemoterapia suele es-
tar integrado, formando un todo con una estruc-
tura unificada y sin fisuras.

Hospitales comarcales. En el modelo clasico del
antiguo INSALUD han podido mantener la estruc-
tura de los hospitales provinciales, entendiendo el
servicio de hematologia y hemoterapia como un
todo indivisible. En otros, en cambio, el drea de la-
boratorio depende jerdrquicamente, y en ocasio-
nes funcionalmente, de un jefe de servicio no espe-
cialista en hematologia y hemoterapia.

* Nuevos hospitales. En los nuevos hospitales, ya
sean de gestién publica o privada, predomina la
disgregacién de las distintas dreas, el laboratorio
de hematologia se integra en un core lab, que pue-
de estar in house o en otro lugar distante y que
suele disponer de un médico hematdlogo respon-
sable, pero que no es el del hospital. La gestién de
la hemoterapia depende siempre, por ley, del mé-
dico hematdlogo del hospital pero los técnicos o
diplomados de Enfermeria responsables son de-
pendencia jerdrquica del jefe de laboratorio o del
area de enfermeria. El drea clinica, que suele in-
cluir la trombosis y hemostasia, se encuentra vin-
culada a la medicina y/u oncologia. En estos cen-
tros no suele existir la figura del jefe de servicio
de hematologia y hemoterapia, pero puede exis-
tir una jefatura de seccién vinculada al laborato-
rio de analisis clinicos o al servicio de medicina
interna que hace de interlocutor con la direccién
médica en los aspectos que afectan a la hemato-
logia y hemoterapia.

En un entorno como el actual es dificil prever cué-

les serdn las tendencias organizativas en Sanidad.
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Queda claro, tanto desde el punto de vista juridico
como administrativo y organizativo, que los hospita-
les publicos espafioles han dado de si mas de lo que
podia esperarse, pero su transformacién resulta nece-
saria para que sean organizaciones eficientes y efica-
ces, lo que les permita abordar con garantias los nue-
VOs retos.

Cualquier reforma de los hospitales ptblicos espa-
fioles debe ir encaminada a dotarles de una capacidad
de gestion de la que ahora carecen y que deberia sus-
tentarse en los siguientes ejes:

* Gobernabilidad

* Autonomia de gestién

° Alianzas y creacién de redes

e Integracién entre niveles asistenciales

e Creacién de procesos transversales

* Externalizacién de servicios

Las dos primeras dependen de cambios juridicos
que progresivamente se irdn imponiendo y poco o
nada se puede hacer desde el punto de vista de la he-
matologia y hemoterapia.

En conclusién, el papel de los médicos hematdlo-
gos ha de ser relevante para poder crear:

* Alianzas: creacién de redes. Las alianzas estraté-
gicas permiten afrontar los rdpidos y frecuentes
cambios tecnolégicos, compartir conocimiento o
reducir el riesgo financiero. Las alianzas que fraca-
san suelen hacerlo en la mayoria de las ocasiones
porque no han definido claramente los objetivos o
no han tenido la capacidad de gestionar la relacién
entre las organizaciones implicadas. El desarrollo
de una alianza puede concretarse, por ejemplo, en
la creacién de una red de centros, para lo que se
tendrian que cumplir tres condiciones previas:

—La decisién estratégica de impulsar o utilizar

la alianza como una forma para desarrollar el
hospital

—La autonomia y capacidad de gestién contras-

tada de las instituciones implicadas

— El compromiso y el acuerdo explicito entre las

partes
Integracion entre niveles asistenciales. La
falta de integracién entre la primaria y la es-
pecializada es la gran asignatura pendiente de
nuestro sistema. Diversos factores favorecen
una mayor integracién entre los distintos nive-
les asistenciales: la presién ejercida por los pro-
pios usuarios de los servicios asistenciales, el
acceso generalizado a nuevas tecnologias de
informacién que facilita la comunicacién en-
tre los niveles de atencién y posibilita nuevas
formas de relacién entre ellos, las innovacio-
nes diagnésticas y terapéuticas, que difuminan
las fronteras tradicionales entre atencién prima-
ria y hospitalaria. No debe extrafiar que las ex-
periencias de éxito en integracién de servicios



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

| 144 |

se den mayoritariamente en organizaciones con
personalidad juridica propia. Son procesos que
han sido impulsados desde los hospitales, que
asumen la gestién de dreas bésicas de salud en
su ambito geografico de influencia. Este proceso
de integracién de servicios impulsado desde los
hospitales cabe interpretarlo también como la
consecuencia del desarrollo de una mentalidad
estratégica, derivada de su capacidad de gestién
para abordar sus problemas organizativos, eco-
némicos y de cartera de servicios. Por tanto, la
integracién asistencial puede considerarse como
una forma de respuesta estratégica de los hospi-
tales involucrados para garantizarse un flujo re-
gular de pacientes y, por consiguiente, econémi-
co en un entorno de incertidumbre.

Procesos transversales. La estructura bdésica
tradicional de los hospitales basada en los servi-
cios clinicos no es suficiente por si misma para
garantizar la atencién adecuada a las nuevas de-
mandas. Los servicios clinicos se fundamentan en
la ordenacién del conocimiento médico, compar-
timentado en el &mbito de las especialidades. No
obstante, la preponderancia de las patologias cré-
nicas y la pluripatologia de unos pacientes pro-
gresivamente de mds edad requieren de la inter-
vencién simultdnea de més de un especialista. En
hematologia y hemoterapia el ejemplo paradig-
matico serian las unidades de enfermedad trom-
boembdlica.

Externalizacion de servicios. La capacidad de
gestién de los hospitales debe permitir que algu-
nos de los servicios los preste una organizacién
ajena al mismo. Esta externalizacién de servicios
pretende aprovecharse del mayor grado de expe-
riencia de la organizacién contratada, Las pregun-
tas son: 5Un servicio de hematologia y hemote-
rapia tal como lo entendemos puede dar servicios
a otra institucién¢ sEstamos preparados para ser
profesionales que ofrezcan servicios a otras ins-
tituciones¢

Trabajar en mHealth, definida como la presta-
cién de servicios sanitarios o de informacién re-
lativa a la salud a distancia a través de dispositi-
vos méviles.

La mHealth serd importante para:

° Los pacientes: mayor acceso a su médico/
provisor, mejor control de su salud...

* Los médicos y provisores: mejora de la ca-
lidad asistencial, mejora de la eficiencia, me-
jor manejo de los pacientes con enfermedades
crénicas. ..

* Las aseguradoras: reduccién de costes de la
asistencia, promocién de habitos de vida salu-
dables, diferenciacién del producto respecto a
la competencia...

* La industria farmacéutica: oferta de estrate-
gias de adherencia al tratamiento, mejora de
las relaciones con los pacientes...

° Los proveedores de tecnologias sanita-
rias: un negocio de gran volumen y rapido
crecimiento

e Utilizar la medicina personalizada, definida
como aquellos productos y servicios que permi-
ten aplicar, de manera directa o indirecta, los co-
nocimientos derivados de los avances en gené-
mica y protedmica, permitiendo el disefio de
estrategias “a medida” en términos de preven-
cién y tratamiento.
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El hospital innovador

LrLuis BLANCH TORRA

Investigacion e Innovacion. Corporacion Sanitaria 'y Universitaria Parc Tauli. Sabadell (Barcelona)

A menudo vemos en los medios noticias relacionadas
con descubrimientos cientificos que llevardn, a me-
dio o largo plazo, a mejoras en el tratamiento de las
enfermedades en forma de nuevos procedimientos o
avances tecnolégicos en el diagnéstico y cuidado del
paciente. Y es I6gico pensar que la sociedad en algin
momento podrd beneficiarse de ellos, ya que nadie
estd libre de caer enfermo durante su existencia.

La investigacién es consustancial a la atencién a los
pacientes. El acto de diagnosticar y tratar una enfer-
medad va en paralelo a su estudio, a la formacién y
docencia que van asociadas y también al cuestiona-
miento sobre los mecanismos que la provocan o por
qué afecta a unas y no a otras personas o como pode-
mos incidir en su prondstico. Por tanto, la labor de los
profesionales de la salud conlleva no sélo curar o ali-
viar la enfermedad, sino también mejorar, descubrir
y ensefar. La investigacidn, tanto para los pacientes
como para los profesionales, instituciones y socie-
dad, se traduce en una mejor asistencia, mayor moti-
vacion, satisfaccién y, en definitiva, retorno a la pro-
pia sociedad. Sin embargo, también debe significar
riqueza y retorno tangible, tanto en el futuro inme-
diato (profesionales e instituciones) como a medio
plazo (captacién de talento, descubrimientos, paten-
tes y desarrollo empresarial propio). Y es por todo
ello por lo que es necesario introducir el concepto de
innovacién en el dmbito de la salud y no tener mie-
do a su aplicacién.

Tradicionalmente la investigacién se ha hecho en
dos entornos: universidad e industria. La universi-
dad desarrolla una investigacién basada en el conoci-
miento en beneficio del propio conocimiento, donde
la revelacién abierta y la libertad académica son habi-
tuales. La industria gestiona el conocimiento para ob-
tener beneficios y, por tanto, se mueve en un entorno
de confidencialidad y revelacién publica limitadas.
En este esquema tradicional, instituciones como los
hospitales o centros de salud, que tienen un capital
humano altamente cualificado y un poder econémi-
co muy grande —a pesar de ser publicos— estan poco
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representados. Por lo tanto, hablamos de un cambio
de paradigma: hospitales como garantes del conoci-
miento y de la mejora de la salud de nuestra sociedad
pero, a la vez, con visién empresarial para proteger
los proyectos de investigacién que tengan un caracter
innovador. No estamos hablando de no revelar o ra-
lentizar el proceso de llegada de un avance que puede
mejorar la salud, sino de proteger antes de revelar y,
por tanto, garantizar que el retorno econémico per-
manezca y repercuta en toda la sociedad.
Investigacién e innovacién comparten los principios
basicos de cualquier proyecto de investigacion: a partir
de unos conocimientos se plantea una hipétesis, luego
se describen los objetivos para demostrar, o no, si esta
hipétesis se cumple y, finalmente, se disefia el estudio
con todas las garantias cientificas y éticas. Un proyec-
to de innovacién en el campo de la salud debe cum-
plir todos estos principios, pero si ademads es suscep-
tible de producir un resultado que puede interesar en
el mercado, se ha de proteger la propiedad intelectual
del investigador y la institucién, asi como los derechos
futuros de su explotacién. Una vez protegido, serd el
momento de revelarlo cientificamente en congresos,
publicaciones, etc., ya que nosotros, como investi-
gadores, tenemos el deber de diseminarlo a la socie-
dad cientifica. Los resultados de la investigacién pue-
den ser susceptibles de ser protegidos, o no, a partir
de su grado de novedad y, por tanto, de su capacidad
de interés para el mercado. Los profesionales de la sa-
lud valoramos mucho esta transversalidad de la inves-
tigacién. Si revelamos sin proteger algo transferible al
mercado, tendremos un buen papel y un merecido re-
torno en forma de prestigio cientifico, que no es nada
despreciable. Sin embargo, si protegemos el resultado
de nuestra investigacion, su desarrollo es satisfactorio
y éste llega al mercado, aseguramos igualmente el re-
conocimiento cientifico y afiadimos retorno econémi-
co que, como sociedad, necesitamos para ser competi-
tivos y alcanzar un buen desarrollo econémico. Por lo
tanto, tenemos por delante un camino a recorrer: in-
troducir los conceptos de investigacién e innovacién
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de forma asociada y no como hechos independientes
o, incluso, organizativamente independientes dentro
de las instituciones.

Los centros de salud y los hospitales se convierten
en excelentes territorios para la innovacién. Innovar
no sélo es desarrollar una nueva tecnologia o una mo-
lécula, es también innovar en servicios, en organiza-
ciény en cuestiones de cardcter social y cultural. En to-
dos estos ambitos trabajan profesionales que en su dia
a dia deben tomar decisiones sobre aspectos muy di-
versos ya que tratan con los enfermos, se enfrentan di-
rectamente a los problemas cotidianos y tienen ideas
para encontrar soluciones. Sin embargo, pocas veces
se les pregunta cudles son estas ideas nuevas para ha-
cer mejor lo que hacen o bien qué problemas tienen, a
fin de encontrar una solucién. La innovacién es poco
jerdrquica y se implementa de abajo a arriba, muy di-
ferente a como estan organizados nuestros hospitales
y universidades. Nuestras instituciones ya tienen pro-
fesionales que participan y son lideres en proyectos de
investigacién e innovacién, pero lo que tenemos que
conseguir es introducir la cultura de la innovacién a to-
dos los niveles de una organizacién. En otras palabras,
de tener hospitales donde grupos aislados hacen inno-
vacién, debemos alcanzar hospitales innovadores en
todos los aspectos, donde esta cultura sea transversal a
toda la organizacién.

El pais est4 bien posicionado en los diferentes ran-
kings de produccién cientifica y, mdas concretamen-
te, en publicaciones relacionadas con ciencias de la
salud. Este hecho nos da prestigio y reconoce el es-
fuerzo de muchos profesionales a lo largo de las ul-
timas décadas. Gracias a este esfuerzo tenemos uno
los mejores modelos de atencion sanitaria del mun-
do. Pero cuando examinamos comparativamente
nuestras universidades frente a las mejores del mun-
do, estamos lejos. Es obvio que un factor claro de me-
jora es la colaboracidn entre el conocimiento, la Uni-
versidad, la Administracién y la empresa, y que ésta
es fundamental para llevar a cabo innovacién. Y todo
esto funciona cuando el modelo es abierto, colabora-
tivo, liberal y rigurosamente evaluado, en definitiva,
lejos de nuestra realidad actual. Medios cientificos de
mucho prestigio, como la Confederacién de Socieda-
des Cientificas de Espafia (COSCE) o internacionales,
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como la revista Nature, han criticado duramente el
decremento sufrido en la inversién en innovacién y
desarrollo que se ha producido a partir del afio 2008.
Y este decremento se ha producido cuando peor es
nuestra posicién en los rankings mundiales de paten-
tes concedidas y de exportaciones de productos de
alta tecnologia. Sin cambiar el modelo, con pocos re-
cursos y sin apoyo a la emprendeduria, esto no pue-
de hacer més que seguir empeorando.

Por lo tanto, squé hay que hacer en este contexto¢
En primer lugar, considerar los hospitales como agen-
tes de desarrollo econdémico con capacidad de retor-
no y con un efecto multiplicador con resultado final
de aumento de ingresos. Los hospitales tienen una
capacidad muy buena de generar portafolios de pro-
yectos de éxito y de colaboracién con empresas de
muchos sectores, no sélo el sector salud, y desarro-
llar conjuntamente empresas (spin off, start up), licen-
ciar explotacién de conocimiento o bien acuerdos de
codesarrollo.

En conclusién, debemos buscar rendimiento eco-
némico en lo que hasta ahora nos daba rendimien-
to social y progreso cientifico. En un entorno inesta-
ble como el actual, necesitaremos retorno econémico
para seguir avanzando cientificamente. Y todo esto
se puede hacer, ya que tenemos buenos profesiona-
les; debemos trabajar para recuperar el espiritu em-
prendedor, pero se necesita un poco de todo lo si-
guiente: la implicacién convencida y decidida de la
Administracién, pactos universidad / hospital con
empresas que promuevan innovacién y progreso,
la colaboracién del sector empresarial con modelos
publico-privados muy bien definidos —consideran-
do siempre la internacionalizacién— y una cultura de
evaluacién mucho mas rigurosa que la actual.

Un reputado cientifico cataldn tiene la siguiente
frase de Charles Darwin en una hoja de papel colga-
do en la pared de su despacho: "Quienes sobrevivi-
ran no seran los mds fuertes, ni los mds inteligentes,
sino aquellos con capacidad de reaccionar al cambio.
No estamos ante nada nuevo, pero atn tenemos mu-
cho por aprender.
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La troncalidad en la formacion MIR de Hematologia:
retos y oportunidades. Informe de la Comision Nacional

ADRIAN ALEGRE

Jefe del Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de La Princesa. Madrid
Presidente de la Comision Nacional de Hematologia y Hemoterapia

Introduccion: el sistema MIR. La formacion
en Hematologia y Hemoterapia

El sistema de formacién especializada MIR viene re-
gulado desde el afio 1979, fecha en la que se constitu-
y6 el primer Consejo Nacional de Especialidades Mé-
dicas. Este hecho supuso un cambio profundo en la
formacién de especialistas médicos en Espafia, pues
se trataba de una regulacién formal y una ordenacién
de la actividad formativa. El examen tGnico nacional
MIR para la eleccién de especialidad y la vinculacién
laboral de los posgraduados a un centro acreditado
docente en el que el aprendizaje se basaba en la ad-
quisicién de conocimientos tedricos y habilidades
practicas han sido la base de este sistema. Los resul-
tados obtenidos con los programas MIR son eviden-
tes. Desde sus inicios la formacién MIR fue un siste-
ma muy aceptado y con gran reconocimiento a escala
internacional. En nuestra opinién, es una de las prin-
cipales claves de la calidad profesional de los especia-
listas médicos espafioles y del Sistema Nacional de
Salud. La situacién profesional de los MIR viene re-
gulada por el Real Decreto 1146/2006, de 6 de octu-
bre, por el que se regula la relacién laboral especial
de residencia para la formacién de especialistas en
Ciencias de la Salud. La especialidad de Hematologia
y Hemoterapia viene asi definida en el Real Decreto
183/2008, de 8 de febrero, por el que se determinan
y clasifican las Especialidades en Ciencias de la Salud
y se desarrollan determinados aspectos del sistema
de formacidn sanitaria especializada. Es una especia-
lidad a la que sélo se puede acceder desde la licencia-
tura de Medicina y Cirugia. Los contenidos formati-
vos, las acreditaciones de centros, homologacién y la
asesoria sobre la convocatoria de plazas estan super-
visados por la Comisién Nacional de la Especialidad.

Desde el afio 2003 el Consejo de Especialidades
Médicas pas6é a denominarse Consejo Nacional de
Especialidades en Ciencias de la Salud (CNECS). En
este Consejo se integran las Comisiones Naciona-
les de la Especialidad, entre las que se encuentra la
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Comisién Nacional de Hematologia y Hemoterapia
(CNHH). La principal funcién de esta Comisién es
la elaboracién y aprobacién del Programa Formati-
vo de la especialidad asi como la aprobacién de los
centros docentes acreditados. El programa vigente en
la actualidad es el que fue oficialmente publicado en
el BOE de 21 de octubre de 2006 y que fue elabora-
do por la CNHH. En esa fecha ya se solicité por parte
de la CNHH el incremento de la duracién del progra-
ma a 5 afos para dar cabida al aumento de conoci-
mientos, técnicas y complejidad de nuestra especia-
lidad. Tras mas de tres décadas de formacién MIR la
administracién consideré revisar el sistema MIR in-
troduciendo el concepto de troncalidad de forma si-
milar a otros paises. Presentaremos en esta ponencia
de forma general la situacién de este nuevo modelo
y las implicaciones, retos y oportunidades que pue-
de suponer para nuestra especialidad incluyendo las
alegaciones al Gltimo borrador publicado de la nor-
mativa de troncalidad. Resumiremos también la evo-
lucién de las plazas MIR de Hematologia y Hemote-
rapia en estos 35 afios y presentaremos un resumen
de los Programas Formativos de la especialidad.

Troncalidad en la formacion médica.
Retos y oportunidades

Desde la publicacién en el afio 2003 de la Ley
44/2003 de 21 de noviembre de Ordenacién de las
Profesiones Sanitarias (LOPS), se viene trabajando
en un nuevo modelo de formacién MIR basado en la
Agrupacién de las Especialidades Sanitarias en Areas
Troncales. Esta ley establece, en su articulo 19, Pun-
to 1, lo siguiente: “Las Especialidades en Ciencias de
la Salud se agruparén, atendiendo a criterios de tron-
calidad. Las especialidades de un mismo tronco ten-
drdn un periodo de formacién comdn de una dura-
cién minima de dos afos”, y en su punto 3 indica:
"El Gobierno, al establecer los titulos de Especialis-
ta en Ciencias de la Salud, determinard el titulo o ti-
tulos necesarios para acceder a cada una de las espe-
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cialidades, asi como el tronco en el que, en su caso,
se integren".

Para trabajar en este objetivo se creé un Grupo
de Troncalidad en el Ministerio de Sanidad. Como
muestra de la enorme dificultad que conlleva el cam-
biar un sistema tan arraigado como es el sistema
MIR actual baste decir que han transcurrido mds de
10 afios y la normativa final del nuevo modelo de
troncalidad atn no estd desarrollada ni el sistema
estd implantado.

Con fecha 5 de julio de 2013 se ha publicado el bo-
rrador del Real Decreto de Troncalidad, que incluye
el desarrollo casi final de esta norma. El contenido
completo estd accesible en la pagina web de la SEHH
(www.sehh.com). Este borrador incluye varias mo-
dificaciones respecto al anterior, como es la limita-
cién de la reespecializacién, la posible variabilidad de
la duracién del periodo troncal, la posible modifica-
cién del ejercicio previo para obtener un ACE (Area
de Capacitacién Especifica), entre otros cambios. La
fecha prevista de publicacién de este Real Decreto es
el primer semestre de 2014, no estando definida la
convocatoria MIR con este sistema, pendiente de la
adaptacién y acreditacién de las unidades docentes.

Respecto a nuestra especialidad, por motivos que
se definieron en un documento de consenso elabo-
rado por parte de las tres sociedades cientificas So-
ciedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia
(SEHH), Sociedad Espafiola de Transfusién Sangui-
nea (SETS) y Sociedad Espafiola de Trombosis y
Hemostasia (SETH) junto con la CNHH, se decidié
nuestra inclusién en el Tronco Médico, preservando
su parte procedimental de laboratorio con sus com-
petencias especificas y exigiendo la ampliacién del
programa a 5 afios. Este documento de consenso esta
ubicado en la web de la SEHH y en el recientemen-
te publicado Libro Blanco de la Hematologia en Espafa,
por lo que no entraremos en mas detalles. Resumire-
mos varios aspectos del modelo de troncalidad.

Este sistema pretende ofrecer nuevas oportunida-
des a un sistema que puede considerarse algo rigido y
que impide las transferencias entre diversas especiali-
dades con contenidos afines. Entre estas oportunida-
des destacarian las siguientes:

e Diversificar la formacién, ampliarla y favorecer
el aprendizaje de la resolucién de los problemas
desde diferentes perspectivas.

° Mejorar la continuidad de la atencién y la coor-
dinacién externa e interna en los diferentes ambi-
tos sanitarios.

° Mejorar las perspectivas del desarrollo profesional.

e Favorecer la coalicién y el trabajo en equipo evi-
tando el conflicto de competencias.

* Proporcionar una formacién mads orientada a la
atencién integral del paciente que a la enfermedad.

e Favorecer la formacién multidisciplinar.
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e Favorecer la adaptacién del especialista a diferen-
tes entornos asistenciales y sociales y al conoci-
miento cientifico-técnico.

° Permitir la flexibilizacién del sistema formativo.

Por tanto, los objetivos principales del nuevo mode-
lo de troncalidad podrian resumirse en los siguientes:

e Fortalecer el aprendizaje de la resolucién de los
problemas clinicos desde diferentes perspectivas
y desde distintos niveles asistenciales.

* Mejorar la competencia final de los especialistas,
favoreciendo el proceso de formacién especiali-
zada de forma equilibrada entre los conocimien-
tos especificos y los comunes.

e Favorecer la continuidad asistencial en el itinera-
rio del paciente y la coordinacién externa e inter-
na en los diferentes equipos sanitarios.

* Favorecer la elasticidad de la oferta profesional.

e Favorecer el desarrollo profesional.

e Favorecer una organizacién asistencial acorde con
las nuevas técnicas y procedimientos asistenciales.

Este nuevo modelo no estd exento de criticas y ha
suscitado un gran debate en los Gltimos afios siendo
muchos los escépticos que entienden que un sistema
que ha sido eficaz durante muchos afios se puede re-
visar, modificar y adaptar pero opinan que un cambio
radical del modelo MIR actual ha de hacerse con gran
consenso entre todos los agentes implicados, con una
definicién clara y con medios suficientes. Los princi-
pales obstaculos para desarrollar el nuevo modelo de
troncalidad se podrian resumir en los siguientes:

e Dificultades logisticas

e Evaluacién del coste presupuestario que conlleva-
ria el nuevo sistema

e Carencia de evaluaciones globales del sistema ac-
tual y del sistema a implantar

* Complejidad organizativa en las unidades docen-
tes acreditadas

* Complejidad de los procesos de acreditacién

e Compartimentos estancos de la formacién

* Necesidad de prolongacién de la duracién de los
programa por el incremento de competencias y/o
progreso cientifico-tecnolégico

* Resistencia al cambio

° Mapas competenciales heterogéneos

Por otra parte, no todas las especialidades son sus-
ceptibles de ser agrupadas en troncos, y la delimita-
cién clésica de especialidades médicas, quirdrgicas y
procedimentales no es un criterio suficiente de agru-
pacién, debiendo confeccionarse siempre con una
orientacién medicalizada.

A pesar de estas dificultades, el Grupo de Troncali-
dad del Ministerio de Sanidad ha seguido desarrollan-
do el proyecto y se han presentado dos borradores de
normativa, que esta publicados en la web de la SEHH.

En las especialidades troncales existirfa un examen
MIR nacional Gnico pero el MIR no elegiria plaza tras
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Tabla 1. Especialidades que integran el sistema formativo troncal

Tronco de Laboratorio

Tronco de Imagen

Tronco médico (TCM) Tronco quiriirgico (TCQ) y Diagnéstico Clinico Clinica (TCIC) Tronco de Psiquiatria (TP)
(TCLDC)

- Alergologia - Angiologia y Cirugfa Vascular - Andlisis Clinicos - Medicina Nuclear - Psiquiatria

- Anestesiologfa y Reanimacion - Cirugfa Cardiovascular y Bioquimica Clinica - Radiodiagndstico - Psiquiatria del Nifio

- Aparato Digestivo - Cirugia General y del Aparato - Genética Clinica y del Adolescente

- Cardiologia Digestivo - Inmunologia

- Endocrinologia y Nutricion  Cirugia Oral y Maxilofacial - Microbiologia

- Farmacologia Clinica - Cirugia Ortopédica y Parasitologia

- Geriatria y Traumatologfa

- Hematologfa y Hemoterapia
- Medicina del Trabajo

- Cirugfa Pediatrica
-+ Cirugia Plastica, Estética

- Medicina Familiar y Reparadora

y Comunitaria + Cirugia Toracica
- Medicina Fisica - Neurocirugia

y Rehabilitacién - Urologia

- Medicina Intensiva
- Medicina Interna
- Medicina Preventiva
y Salud Pdblica
- Nefrologia
- Neumologia
- Neurofisiologfa Clinica
- Neurologia
- Oncologia Médica
- Oncologia Radioterapica
- Reumatologia

Nota: Especialidades que no se adscriben en principio al sistema formativo troncal: Anatomia Patoldgica, Dermatologia, Obstetricia y Ginecologia, Oftalmologia, Otorrinolaringologia,

Pediatria, Radiofarmacia y Radiofisica
Fuente: Borrador del Real Decreto de Troncalidad. 05-07-2013

dicho examen sino que elegiria tronco, existiendo un
periodo de 2 afios con formacién troncal transversal de
contenidos comunes. Se crearian las Unidades Docen-
tes Troncales (UDT), que desarrollarfan y controlarian
cumplimiento de los contenidos formativos troncales.
Tras estos 2 afios, tras superar una evaluacién inter-
media troncal, se elegiria una especialidad sélo dentro
del tronco elegido en el mismo centro u otro centro.
Esta eleccién estaria basada en el nimero del examen
nacional MIR precedente. Las especialidades que inte-
gran los diferentes troncos se resumen en la Tabla 1.
Un resumen del modelo de eleccién de especialidad en
el sistema de troncalidad se refleja en la Figura 1.
Presentamos a continuacién las alegaciones de la

CNHH al dltimo borrador publicado.

Alegaciones de la Comision Nacional de
Hematologia al ultimo Decreto de Troncalidad

Con fecha 19 de diciembre de 2012 se remitié a la
Comisién Nacional de Hematologia y Hemoterapia
el Proyecto de Real Decreto (fechado a 11 de diciem-
bre de 2012) sobre el nuevo modelo de Troncalidad
en la Formacién de Especialistas Médicos, publicado
por parte de la Secretaria del Consejo Nacional de Es-
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pecialidades, Subdireccién General de Ordenacién
Profesional del Ministerio de Sanidad, Servicios So-
ciales e Igualdad. Con dicha fecha se comunicé a la
Comisién que se iniciaba el tramite de audiencia para
presentar las alegaciones correspondientes ante dicha
Secretaria finalizando el plazo el 20 de enero de 2013.
Se trataba de la segunda version de un Real Decreto
en esta materia. Para la primera versién, publicada en
julio de 2011, ya se presentaron unas alegaciones me-
diante registro oficial con fecha 16 de septiembre de
2011 por parte esta Comisién.

Al suponer un cambio sustancial en la formacién
de los futuros especialistas de Hematologia y Hemo-
terapia, la Comisién Nacional de la Especialidad re-
vis6 este nuevo documento con detalle y mantuvo
la comunicacién con los presidentes de la SEHH, la
SETH y la SETS, asi como con los responsables de los
Servicios de varios centros acreditados, sus tutores y
otros agentes con amplia experiencia en la formacién
MIR de la especialidad. El texto del proyecto fue re-
visado a fondo para evaluar su potencial impacto en
el futuro de la especialidad tanto en sus aspectos for-
mativos como profesionales.

Se encontraron algunos aspectos que pueden supo-
ner una pérdida en el nivel minimo exigido para la
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Figura 1. Esquema preliminar de Sistema Troncal de Eleccion de Especialidad Médica. UDT: Unidad Docente Troncal.

formacién de los futuros especialistas de Hematolo-
gia y Hemoterapia. Por este motivo, se presenté por
parte de la Comisién Nacional en los plazos previs-
tos un escrito con las alegaciones que se resumen a
continuacién.

Consideraciones generales
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1. La Especialidad de Hematologia y Hemoterapia

tiene una gran vertiente clinica como rama de la
Medicina Interna, pero ademas tiene una serie de
competencias especificas y exclusivas procedi-
mentales que incluyen también el laboratorio de
Hematologia y de Hemostasia y Trombosis, jun-
to con la Medicina Transfusional. Por este moti-
vo es muy importante delimitar con precisién en
el programa formativo de nuestra especialidad
las competencias en las que pueda existir con-
fusién o injerencia con el resto de especialidades
y/o troncos, especialmente con el Tronco de La-
boratorio y Diagnéstico Clinico.

.Dadas las caracteristicas de la especialidad de

Hematologia y Hemoterapia, con un nacimien-
to, desarrollo y razén de ser vinculados de forma
inseparable desde hace mas de 60 afios al area de
Diagnéstico y a la Clinica en todo el mundo, la
Comisién Nacional expresé en su momento sus
reservas respecto a la idoneidad de su troncali-

zacioén radical en un area concreta. Sin embar-
go, considerando la importancia de adquirir una
adecuada formacién clinica, finalmente se acep-
té su integracién en el Tronco Médico, puesto
que su actividad predominante es la asistencial
médica con el paciente como eje principal. Esta
eleccién en ningdn momento significé dejar en
un segundo plano o relegar la parte de laborato-
rio, que constituye un elemento también cardi-
nal y diferenciador de la especialidad de Hema-
tologia-Hemoterapia.

3. Tal como hemos sefalado, las competencias pro-

pias y exclusivas postroncales del periodo espe-
cifico de formacién especializada de la Hemato-
logia y Hemoterapia se pueden resumir en las
siguientes areas:
¢ Area de Hematologifa Clinica
e Area de Citomorfologia, Diagnéstico Biolégi-
co de Hemopatias y Eritropatologia (Labora-
torio de Diagndstico y Clinica)
* Area de Hemostasia y Trombosis ( Laborato-
rio de Diagnéstico y Clinica)
* Area de Hemoterapia-Banco de Sangre, Medi-
cina Transfusional e Inmunohematologia
e Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos
y Terapia Celular

Los futuros especialistas en Hematologia y Hemo-
terapia deben recibir, de forma imprescindible, una
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formacién adecuada y completa en todos los conte-
nidos en Servicios de Hematologia y Hemoterapia
acreditados.

Resumen de las principales alegaciones formuladas

1. Debido al contenido actual de la Hematologia y
Hemoterapia y dada la complejidad y extensién
de las competencias especificas a adquirir por
los futuros especialistas, es imprescindible, tras
cumplir el periodo de formacién troncal de dos
afios, la ampliacién a tres aflos como minimo del
periodo formativo post-troncal (periodo de for-
macién especializada), lo que supone disponer
de un periodo completo de al menos 5 afios. Este
requisito se considera irrenunciable para partici-
par en el nuevo sistema de troncalidad y para ga-
rantizar la formacién adecuada, pues resultard
imposible elaborar y llevar a cabo el programa
especifico en un periodo de dos afios postron-
cales. La ampliacién a 5 afios minimos de for-
macién en Hematologia y Hemoterapia es im-
prescindible para adaptarse a los minimos que
exige el Curriculum Europeo. El Decreto ha de
pronunciarse de una forma clara sobre la necesi-
dad ineludible de ampliacién de la duracién del
Programa Formativo de la Especialidad.

2. El examen y el método de acceso a la especializa-
cién médica deben clarificarse. Se ha de mante-
ner el actual sistema de acceso para los médicos
mediante el examen MIR, que ha de ser nacio-
nal, simultdneo y Unico; y con preguntas obje-
tivas de tipo test cuyo resultado servird para la
eleccién del tronco y la especialidad. En estas
preguntas se pueden incluir cuestiones objeti-
vas que valoren habilidades clinicas, comunicati-
vas y actitudes. Debe evitarse la introduccién de
nuevos métodos, con pruebas subjetivas no va-
lidables, que pueden distorsionar la evaluacién
correcta y justa de los candidatos.

3. Debido a las dificultades de puestos laborales
para los futuros MIR espafioles, no se debe re-
servar cupo para médicos extracomunitarios, sal-
vo que en un andlisis de las necesidades reales
de los especialistas se objetive una carencia de li-
cenciados espafioles. Por este motivo la cifra del
10% que figura en este RD deberia suprimirse.

4. Se ha de tener en cuenta el informe de la Comi-
sién Nacional de Hematologia para fijar la oferta
de plazas anuales que se incluyan en cada convo-
catoria. La aceptacién de todas las plazas presu-
puestadas por las CC. AA. puede originar una
situacién excedentaria con problemas de desem-
pleo, como ya esta ocurriendo.

5. No se deberia realizar ninguna convocatoria de
examen MIR con el nuevo modelo hasta que no
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se elaboren los nuevos Programas Formativos
Troncales y Especificos en los que se defina con
claridad su contenido y duracién. Las comisiones
han de conocer los programas de los otros tron-
cos para evitar confusién o injerencia en conte-
nidos especificos posteriores. A la hora de elegir
tronco y especialidad, los futuros MIR deben po-
der conocer con detalle los programas especifi-
cos de la especialidad.

6. El acceso a la especialidad de Hematologia y He-
moterapia se realiza sélo a través de la licenciatu-
ra de Medicina, como figura en el BOE de 2008
que define las especialidades en Ciencias de la Sa-
lud. Las ACE relacionadas con la especialidad han
de desarrollarse sélo para los especialistas de He-
matologia y Hemoterapia y asi deberia recogerse.

7. En cuanto a la reespecializacién, se ha de indicar
la necesidad de haber realizado la formacién es-
pecifica completa para garantizar la preparacién
adecuada acorde con el programa oficial.

8. No ha de permitirse que en el periodo de forma-
cién especifica los tutores modifiquen o adectien
el programa formativo oficial de la especialidad,
aprobado por la Comisién Nacional.

9. Se demanda la posibilidad de que los especialis-
tas de Hematologia y Hemoterapia, tras su for-
macién troncal médica, tengan la opcién de ac-
ceder al ACE de Urgencias y Emergencias.

10. Los hematdlogos con experiencia profesional
acreditada de forma amplia en un laboratorio de
Genética deben poder acceder de forma regula-
da a la nueva especialidad de Genética Clinica.
Se ha de permitir a los Servicios de Hematolo-
gla y Hemoterapia, con acreditada experiencia
en Genética, el poder participar en la formacién
de los futuros especialistas de Genética Clinica.

11. En los informes a solicitar por la Secretaria Ge-
neral Técnica referentes a la ampliacién del tra-
mite de audiencia de los presidentes de las so-
ciedades cientificas relacionadas con las nuevas
especialidades reguladas en este RD se ha de in-
cluir a la SEHH, debido a la importante implica-
cién y vinculacién de la Hematologia en la Ge-
nética Clinica.

Evolucion de las plazas MIR de Hematologia
y Hemoterapia

En la actualidad existen 131 plazas acreditadas en 76
centros hospitalarios diferentes (Tabla 2). Las plazas
adjudicadas a lo largo de los afios de existencia del
sistema MIR se reflejan en la Tabla 3. Respecto a la
eleccién de la especialidad, aunque ha mejorado en
el Gltimo ano, sigue estando en una mediana de or-
den elevada, algo que no ocurria en los primeros afios
del sistema MIR. Esta situacién tiene muchas lectu-
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ras, pues afecta a muchas especialidades médicas por
igual debido a las preferencias cambiantes de los li-
cenciados, principalmente por las dificultades de ex-
pectativas laborales y en parte también por la falta de
atractivo y el desconocimiento general de la especia-
lidad (Tabla 4). Para mejorar esta situacién es preci-
so continuar divulgando el potencial y la relevancia
asistencial de nuestras funciones. En la misma Ta-
bla 2 se refleja el elevado porcentaje de médicos ex-
tracomunitarios que eligen nuestra especialidad, he-
cho que precisard de un analisis detallado respecto a
su impacto laboral en nuestro pais, pues supone entre
el 25% y 40% del total. La cifra de plazas convoca-
das ha sido creciente en los Gltimos afos. Las diferen-
tes CNHH han tratado de adaptarse a las necesida-
des futuras de especialistas, con la complejidad que

Tabla 2. Centros acreditados para Formacion MIR. Plazas
acreditadas y ofertadas

Oferta docente MIR en Hematologia y Hemoterapia. Convocatoria 2013

Centros acreditados 76 hospitales
Plazas totales acreditadas 136 plazas
Plazas totales ofertadas 118 plazas

esto conlleva debido a la ausencia de registros y es-
tudios precisos, incluyendo la incertidumbre laboral
y el impacto del cupo de médicos extracomunitarios,
que por la situacién actual regresan a sus paises. En
este sentido, debido al incremento poblacional, con
apertura de nuevos hospitales, y a varios informes
publicados hace unos afios en los que se alertaba de
la falta futura de hematdlogos junto con otras espe-
cialidades, la CNHH acepté el incremento de oferta
de plazas. No obstante, el nimero de plazas convo-
cadas en los tltimos 6 afios ha sido superior al reco-
mendado por la CNHH, como consta en sus actas,
debido a exigencias de las autonomias. La situacién
actual, con descenso poblacional, limitacién de recur-
sos y reposicién parcial de las jubilaciones, obliga a
convocar un menor nimero de plazas y a basarse en
los resultados de los registros de especialistas que es-
tdn en marcha para evitar una situacién excedentaria.
Ademas, el Estudio de Necesidades de Especialistas
Médicos en Espafia (2010-2025) del Ministerio de Sa-
nidad, Servicios Sociales e Igualdad indica un supera-
vit de especialistas de Hematologia en los préximos
afios. Por otra parte, creemos que la oferta docente
ha de revisarse respecto a los criterios de acredita-
cién, siendo éste uno de los objetivos de la actual co-
misién para mejorar la formacién de nuestros futu-
ros especialistas. Otro objetivo futuro importante es
la adaptacién de nuestra especialidad de adaptar la
formacién troncal dentro del Tronco Médico. En este
sentido, es preciso desarrollar un programa de 5 afios

Tabla 3. Formacion Especialista MIR en Hematologia 1979-2012.

| 153 |



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Tabla 4. Adjudicacion y nimero de orden MIR en Hematologia y Hemoterapia

EVOLUCION DE LA ADJUDICACION DE PLAZAS DE LA ESPECIALIDAD DE HEMATOLOGIA Y HEMOTERAPIA, EN LAS CONVOCATORIAS DE PRUEBAS SELECTIVAS

DE 2006 A 2013
Plazas adjudicadas
Espanoles  Comunitarios comu:?tarios ADJJgI(A:kDAs
2006-07 84 3 9 96
2007-08 88 5 22 115
2008-09 91 6 24 121
2009-10 70 6 50 126
2010-11 86 7 30 123
2011-12 871 3 34 124
2012-13 90 3 25 118

Primer n.° Ultimo n.° Media de los n.° Mediana de los
orden orden orden n.° orden
134 4.836 3.208 3.442
18 4927 3.324 3.762
21 5.124 3.003 3.236
81 6.035 3.466 3815
56 5.270 3.391 3.792
88 5.822 3.333 3.732

11 4.820 2.892 3.222

Informacidn actualizada a 17 de mayo de 2013 por el Servicio de Gestidn de Formacion Sanitaria Especializada del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad

tanto en el escenario de troncalidad, en el que seria
imprescindible mantener los 3 afios de formacién es-
pecifica, como en el escenario de no troncalidad para
adaptar los contenidos a los avances clinicos y biolé-
gicos de la especialidad. En la Figura 2 reflejamos los
principales pilares de los contenidos especificos de la
Hematologia y Hemoterapia, y en las Tablas 5-7) se
presenta un resumen de los programas formativos de
4y 5 anos de duracién en los diferentes escenarios.

Nuevo curriculum europeo de Hematologia

El comité de formacién de la European Hematolo-
gy Association (EHA), integrado por representantes
de 23 paises, formul6 una Declaracién de Bruselas en
marzo de 2011 en la que se recogen los requisitos mi-

Figura 2. Resumen de contenidos especificos de la especialidad
de Hematologia y Hemoterapia.
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nimos para la formacién en Hematologia y Hemote-
rapia. Como se indica en las alegaciones a la tronca-
lidad, es imprescindible adaptarse a estos contenidos
y a su duracién minima de 5 afios para poder lograr la
homologacién laboral en todos los paises europeos.

Recientemente se ha actualizado el Curriculum
Europeo de Hematologia, que ha de servir de guia
para los programas formativos. Toda la informacién
se encuentra disponible en la pagina web de la EHA:
www.eha.com.

Conclusiones: el futuro de la formacion MIR
en Hematologia y Hemoterapia

La formacién de especialistas en Hematologia y He-
moterapia ha de continuar realizindose mediante el
sistema MIR tras la licenciatura de Medicina. A pesar
de la implantacién de la troncalidad y de la integra-
cién de nuestra especialidad en el Tronco Médico,

Tabla 5. Resumen del Programa MIR actual de 4 anos
(total: 44 meses). Programa oficial actual (BOE 2006)

Afios ROTACION Meses
1.° Medicina Interna y Especialidades Médicas 11
Hematologia Clinica
(incluye: hospitalizacion, TPH autélogo 11
y alogénico y consulta externa)
Citomorfologia y Biologia Hematoldgicas
2.0 (incluye citomorfologia, hematimetria, 13
3.0 eritropatologfa, citometria, citogenética
4.0 y biologia molecular)
Hemostasia y Trombosis 4

5 (1 en Centro

Banco de Sangre e Inmunohematologia de Transfusion)
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Tabla 6. Programa Formativo de Hematologia y Hemoterapia.
Propuesta de ampliacion del Programa MIR a 5 afos SIN
TRONCALIDAD (total: 55 meses). Propuesta inicial/Borrador

Afios ROTACION Meses
1.° Medicina Interna y Especialidades Médicas 11
Hematologia Clinica
) o 12
(incluye: hospitalizacion y consulta externa)
Citomorfologfa y Biologia Hematoldgicas
(incluye citomorfologia, hematimetria, 12
eritropatologfa, citometria)
Hemostasia y Trombosis 5
[
;'0 Banco de Sangre, Medicina Transfusional 6 (1 en Centro
" Inmunohematologia de Transfusion)
4,
5.0 Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos 3

y Terapia Celular

Biologia Hematoldgica Especial

Citogenética y Biologia Molecular 3
en Hematologia

Gestion Clinica, Gestion de Laboratorio,
Investigacion Bésica y Clinica 3
en Hematologia

Nota: Se recomienda el incremento a 5 afios para incluir los nuevos contenidos
de la especialidad imprescindibles para adaptarse al curriculum europeo EHA

los programas formativos de Hematologia y Hemo-
terapia han de preservar las competencias especificas
de la especialidad mantenidas en los tltimos aflos,
integrando los nuevos conocimientos diagnésticos
y terapéuticos. Estos contenidos han de preservar
las competencias clinicas como especialidad deriva-
da de la Medicina Interna y las competencias espe-
cificas del Laboratorio de Diagnéstico Hematolégi-
co, en Hemostasia y en la Medicina Tansfusional. Ha
de desarrollarse un nuevo programa formativo basa-
do en las competencias asistenciales de los hematd-
logos y considerando las recomendaciones del CV-
EHA que contemple 5 afios minimo para equipararse
al de otros paises y a la normativa europea e inter-
nacional. Respecto a las ACE, el borrado del nuevo
RD regula su desarrollo, y nuestra especialidad debe
definir cudles son las ACE que coviene ofrecer en
el area de la Hematologia y Hemoterapia. Por otra
parte, los centros acreditados han de ser revaluados
para que los futuros hematdlogos se formen prefe-
rentemente en centros en los que se mantenga la es-
pecialidad de forma integrada. Es muy importante
mantener un debate abierto para que, independien-
temente del modelo hospitalario o del centro de tra-
bajo posterior, se mantenga siempre en la etapa for-
mativa de posgrado la especialidad de forma integral
en sus tres vertientes, clinica, laboratorio y banco de
sangre. El futuro modelo de troncalidad ha de con-
templar estas consideraciones respecto a nuestra es-
pecialidad, exigiendo la aceptacién por parte de la
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Tabla 7. Programa Formativo de Hematologia y Hemoterapia.
Propuesta de ampliacion del Programa MIR a 5 aios CON
TRONCALIDAD MEDICA de 2 aiios (total: 55 meses)
Propuesta inicial/Borrador

Afios ROTACION Meses
Lo Medicina Interna y Especialidades Médicas
2'0 Formacidn Troncal General en el Tronco 22
' Médico
Hematologia Clinica
(incluye: hospitalizacion, TPH autélogo 12
y alogénico y consulta externa)
Citomorfologia y Biologia Hematoldgicas
3.0 (incluye citomorfologia, hematimetria,
: . . o . 10
4.0 eritropatologia, citometria, citogenética
5.0 y biologia molecular)
Hemostasia y Trombosis 5

6 (1 en Centro

Banco de Sangre e Inmunohematologia de Transfusion)

Nota: Es imprescindible el aumento a 5 arios en el escenario de la Troncalidad para
poder mantener el programa formativo actual de 3 afios de Formacion Especifica en
Hematologia y Hemoterapia. En caso contrario, con 2 afios especificos seria imposible
adaptar el programa oficial actual

administracién del informe consensuado por todos
los agentes implicados: la CNHH y la SEHH, junto
conla SETS y la SETH.

A este respecto es necesario participar en los pro-
gramas y comisiones docentes troncales y evaluar los
programas formativos de las especialidades frontera,
sobre todo del Tronco de Laboratorio, en el que in-
cluso se permiten licenciados no médicos. Es necesa-
rio evitar la formacién de otros especialistas que asu-
man el ejercicio de la Hematologia en cualquiera de
su facetas sin una formacién adecuada que les permi-
ta la atencién de calidad y el nivel clinico-cientifico
que siempre ha mantenido la Hematologia y Hemo-
terapia en nuestro pais.

Alegre A. Manual para Tutores MIR. Capitulo 17. El tutor del su-
per-especialista o de las dreas de capacitacion especifica. Ma-
drid: Editorial Panamericana; 2007. p. 231-45.

Alegre A, Boqué C. El Sistema MIR en Hematologia y Hemote-
rapia: situacién actual y directrices de futuro. Madrid: Edito-
rial Accién Médica; 2004.

Alegre A, Villegas A. Formaciéon MIR en Hematologia y Hemote-
rapia. Libro Blanco de la Hematologia y Hemoterapia en Es-
pana. SEHH. EDIMSA. Madrid; 2012. p. 117-24.

Alegre A, Villegas A, Barbolla L. La Comisién Nacional de la Es-
pecialidad de Hematologia y Hemoterapia en la historia de
la Asociacién Espaniola de Hematologia y Hemoterapia. Aso-
ciacién Espanola de Hematologia y Hemoterapia: 50 afios de
Historia. Madrid: Editorial Accién Médica; 2009. p. 129.

Barber P, et al. Oferta y necesidad de especialistas médicos en
Espafia (2010-2025). Ministerio de Sanidad, Politica Social e
Igualdad, 2011. http://www.msssi.gob.es/profesionales/for-
macion/necesidadEspecialistas/home.htm.

Decreto por el que se determinan y clasifican las especialidades
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en Ciencias de la Salud y se desarrollan determinados aspec-
tos del sistema de formacién sanitaria especializada. Real
Decreto 183/2008, de 8 de febrero. BOE N.° 45, de 21 de fe-
brero de 2008. p. 1020-35.

Primer borrador del Real Decreto de Troncalidad de la Formacién
MIR. Grupo de Troncalidad. Secretaria del Consejo Nacional
de Especialidades en Ciencias de la Salud. Ministerio de Sa-
nidad, Igualdad y Politica Social, 11/12/2012.

Programa Formativo Oficial de la Especialidad de Hematolo-
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gia y Hemoterapia. BOE de 21 de octubre de 2006. Or-
den del Ministerio de Sanidad y Consumo de 2 de octu-
bre 2006.

Segundo borrador del Real Decreto de Troncalidad de la For-
macién MIR. Grupo de Troncalidad. Secretaria del Con-
sejo Nacional de Especialidades en Ciencias de la Salud.
Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad; 05/
julio/2018.
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Trasplante hematopoyético haploidéntico: su utilidad y su tiempo
han llegado

COORDINADORES: JORGE GAYO0SO CRrUZ. Servicio de Hematologia-UTMO.

Hospital General Universitario Gregorio Marafion. Madrid
ALVARO URBANO ISPIZUA. Servicio de Hematologia.
Hospital Clinic. Barcelona

-

N

El trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos es un procedimiento médico que se asocia a
un elevado nimero de complicaciones que comporta una alta incidencia de mortalidad. A pesar de
ello, cada afio se realizan en el mundo un nimero mayor de trasplantes alogénicos respecto al afio
anterior. Este hecho se debe a que es un procedimiento curativo en pacientes que padecen hemopa-
tias malignas que no son curables en el momento actual con quimioterapia o radioterapia convencio-
nales. El procedimiento en si es relativamente sencillo: se trata de sustituir una hemopoyesis enferma
por otra proveniente de un donante sano. El donante ideal es un hermano HLA idéntico al paciente,
pero esta opcién sélo estd disponible en un 25-30% de los casos. Si no hay un hermano HLA idénti-
co, se puede utilizar un donante no emparentado HLA idéntico, que estd disponible para un 60% de
los casos. A pesar de la simplificacién en el proceso internacional de bisqueda de un donante no em-
parentado, gracias al esfuerzo de los registros nacionales y mundiales, continda siendo un procedi-
miento relativamente lento cuando la situacién médica requiere un trasplante urgente, y en ocasio-
nes se hace dificil de utilizar de nuevo el mismo donante si fuera preciso por un fallo de implante o
por recidiva de la enfermedad que indicd el trasplante. La disponibilidad de unidades de cordén um-
bilical solventa en parte estas carencias: se puede obtener para un gran numero de casos y de forma
rapida, pero a un 10% de los pacientes no se les puede ofrecer una unidad adecuada debido a una ce-
lularidad escasa en la misma o porque hay poca compatibilidad en el HLA con el potencial receptor.

El trasplante haploidéntico a partir de un familiar del paciente tiene la gran ventaja de que practica-
mente e] 100% de los pacientes en los que se indica un trasplante alogénico dispone de un donante, y
de que se puede acceder a él de forma inmediata. Ademas, en caso de fallo de implante o de recidiva
seguiria estando accesible con prontitud, y muy probablemente a favor de una segunda donacién. El
gran inconveniente del trasplante haploidéntico es que precisamente por las muchas diferencias en el
HLA entre el donante y el receptor la probabilidad de EICH severa es muy alta. Por este motivo des-
de hace muchos afos se vienen utilizando trasplantes a partir de donantes haploidénticos en los que
se procede a una deplecién masiva de los linfocitos T del inéculo. Ello ha conllevado una probabili-
dad de fallo de implante y de recaidas superior al del trasplante convencional. Ademads, por la elimi-
nacién de la celularidad linfoide, la reconstitucién inmune postrasplante es muy lenta y, por tanto, la
incidencia de infecciones graves, muy alta. A pesar de todo ello, y gracias a los trabajos pioneros del
grupo de Peruggia, es un procedimiento muy establecido, sobre todo en nifios, y con unos resulta-
dos que en algunos grupos internacionales son similares a los obtenidos cuando se somete al pacien-
te a un trasplante con cordén umbilical. Recientemente se ha incorporado al arsenal de modalidades
de trasplante alogénico la administracién de ciclofosfamida postrasplante para eliminar los linfocitos
T alorreactivos preservando los linfocitos T memoria capaces de montar una respuesta antiinfeccio-
sa. Su aplicacién en el contexto del trasplante haploidéntico para evitar la EICH severa ha tenido una
répida diseminacién. En este simposio se tratara el trasplante haploidéntico con las dos aproximacio-
nes actuales: con deplecién linfoide T y con la administracién de ciclofosfamida postrasplante, con
especial énfasis en la reconstitucién inmune y en los resultados clinicos obtenidos con las dos moda-
lidades de trasplante haploidéntico.

/
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The role of NK cell alloreactivity on haploidentical transplantation

LOREDANA RUGGERI

Division of Hematology and Clinical Immunology. Department of Clinical
and Experimental Medicine. University of Perugia. Perugia, Italy

Introduction

Cure of leukemia by allogeneic hematopoietic trans-
plantation relies on the action of donor T cells in
the allograft which are vital for promoting engraft-
ment, eradicating malignant cells (graft versus leuke-
mia, GVL, effect), and reconstituting immunity. Un-
fortunately, they mediate Graft versus Host Disease
(GVHD) which, in spite of progress in prophylaxis,
is still responsible for significant morbidity and mor-
tality.

In full haplotype-mismatched stem cell transplan-
tation with donor and recipient pairs identical for
one HLA haplotype and incompatible at the HLA
class I and I loci of the unshared haplotype, all cases
are at high risk of T cell mediated alloreactions in the
host-versus-graft (HvG) as well as in the graft-versus-
host (GvH) direction. These T cell-mediated respons-
es can be controlled to a large extent by a) appropri-
ate immunosuppressive intensity of the conditioning
regimen followed by a graft containing a “mega-
dose” of hematopoietic cells, both of which togeth-
er prevent graft rejection, and b) extensive T cell de-
pletion of the graft which prevents GvHD®. Unlike
matched transplants, haploidentical transplants can
rely on another type of alloreactivity, mediated by
natural killer (NK) cells, which is triggered by MHC
mismatches between killer cell Ig-like receptors (KIR)
on donor NK cells and HLA class I molecules on re-
cipient cells@.

NK cell alloreactivity

Several years ago an inverse correlation was estab-
lished between expression of surface MHC class I
molecules on target cells and susceptibility to NK
cell-mediated lysis suggesting MHC molecules pro-
tect normal cells from NK cell-mediated lysis®. The
lack of expression of self MHC molecules on target
cells resulted in susceptibility to NK cell-mediated ly-
sis (“missing self” recognition).
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NK cells are primed to kill by signals delivered
through several different activating receptors (re-
viewed in refs. no. 4 and 5). However, NK killing
of autologous cells is prevented as each NK cell co-
expresses at least one inhibitory receptor for self-
MHC class I molecules. Human NK cells discrimi-
nate between allelic forms of MHC molecules via
clonally-distributed receptors, termed KIRs (from
Killer Cell Ig-like Receptor), that are specific for
epitopes that are shared by MHC class I alleles,
i.e. group 1 and group 2 HLA-C alleles, and HLA-
Bw4 alleles.

Although HLA and KIR genes are inherited inde-
pendently most individuals possess a full comple-
ment of KIR genes for inhibitory receptors for the
3 major class I ligands (group 1 and group 2 HLA-C
alleles, and HLA-Bw#4 alleles)® and can thus make
an NK repertoire which is as diverse as the class I
KIR ligands of the individual. In the 162 individ-
uals we screened for KIR genotyping, 97% bore
KIR2DL1 which is the receptor for HLA-C group
2 alleles; 100% expressed KIR2ZDL2/3 receptors
which are specific for HLA-C group 1 alleles and
94% bore KIRSDL1 which is the receptor for HLA-
Bw4 alleles (7!, and Mancusi et al., unpublished ob-
servations).

The HLA class I genotype imposes selection dur-
ing development of the NK-cell receptor repertoire
by dictating which KIRs are to be used as inhibito-
ry receptors for self HLA class I. In addition, the HLA
class I genotype on the NK-cell KIR repertoire de-
termines the frequencies of cells expressing a given
KIR®.

The CD94-NKG2A inhibitory receptor complex is
expressed primarily in NK cells that do not express
an inhibitory KIR for self HLA class I, so it fills the
gaps in the KIR repertoire. Alloreactive NK cells are
not found among CD94-NKG2A positive NK cells
because HLA-E, the ligand for this receptor, is ex-
pressed on cells from all individuals (reviewed in refs.
no. 4 and 5).
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Thus, in every individual, NK cell gene expression
of different KIR and CD94/NKG2 receptors gener-
ates the NK cell repertoire of that person. As KIRs are
clonally distributed, each cell in the repertoire bears a
different receptor or, less frequently, two or more re-
ceptors. However, every mature NK cell expresses at
least one receptor that is specific for self HLA class I
molecules (because the individual’s HLA selects the
self-tolerant repertoire). Consequently, when faced
with mismatched allogeneic targets, NK cells in the
repertoire will sense the missing expression of self
HLA class I alleles and will mediate alloreactions.

The great diversity of KIR expression ensures the
generation of alloreactive NK cells between indi-
viduals who are mismatched for either one of the
two subgroups of HLA-C alleles and/or the HLA-
Bw4 allele group. For example, individuals who ex-
press Group 2 HLA-C alleles and possess NK cells
that express KIR specific for Group 2 HLA-C al-
leles (KIR2DL1) are alloreactive against cells from
individuals who do not express Group 2 HLA-C al-
leles (who are homozygous for Group 1 HLA-C al-
leles). Individuals who express Group 1 HLA-C al-
leles possess NK cells with KIR specific for Group 1
HLA-C alleles (KIR2DL2 and/or KIR2DL3) and are al-
loreactive against cells from individuals who do not
express Group 1 HLA-C alleles (who are homozy-
gous for Group 2 HLA-C alleles). Likewise, HLA-
Bw4 positive individuals expressing the Bw4-specific
KIR3DL1 receptor may possess NK cells that are allo-
reactive against Bw4-negative cells.

Donor-vs-recipient NK cell alloreactivity
in haploidentical transplants

In HLA haplotype-mismatched hematopoietic trans-
plantation with a potential for GvH NK-mediated re-
actions, the engrafted stem cells give rise to an NK cell
wave of donor origin which regenerates the same rep-
ertoire as the donor’s, and so includes high-frequen-
cies of donor-vs-recipient alloreactive NK cells®. Do-
nor-versus-recipient NK cell alloreactivity reduced the
risk of leukemia relapse in 57 acute myeloid leukemia
(AML) patients at high risk of relapse, while improv-
ing engraftment and protecting against GvHD®.

Experimental evidence confirmed NK cells were di-
rectly involved in controlling relapse of AML. In vitro
studies showed 100% myeloid leukemias were killed
by alloreactive NK cells but only a minor fraction of
common phenotype acute lymphoblastic leukemias
were lysed. This was the only non-susceptible target
in all the primary tumors of lympho-hematopoietic
lineage we have tested to date. Moreover, transfer of
NK cells into NOD/SCID mice eradicated transplant-
ed human AML provided that the NK cells were allo-
reactive towards the transplanted AML®.
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An updated analysis of transplantation out-
comes of 130 AML patients transplanted from
haploidentical donors from 1993 through Janu-
ary 2013 demonstrates transplantation from NK
alloreactive donors does not increase the risk of
GvHD and exerts a remarkable control of leuke-
mia relapse and is associated with improved leu-
kemia-free survival.

Donor-vs-recipient NK cell alloreactivity in
unrelated-donor hematopoietic transplantation

As approximately 50% of unrelated-donor trans-
plants are performed in the presence of one or
more HLA allele-level mismatches, NK cell allo-
reactivity may be expected to occur in this set-
ting. Results from retrospective studies addressing
this issue are now available®%19 but several show
no advantage of transplantation from donors with
potential to exert NK cell alloreactivity. Common
to these reports is the lack of functional assess-
ment of donor-vs-recipient NK cell alloreactivi-
ty and transplant protocols which differ from the
haploidentical: they are heterogeneous in terms of
patient populations, underlying diseases (includ-
ing ALL which is resistant to alloreactive NK kill-
ing, see above), conditioning regimens, graft com-
position, and post-transplant immunosuppressive
regimens. Unlike the “megadose” of extensively
T cell-depleted stem cells in haploidentical grafts,
unrelated-donor transplants generally use un-ma-
nipulated bone marrow harvests (or, less frequent-
ly, peripheral blood progenitors) which contain ~4
log more T cells and up to 1 log fewer stem cells.
Furthermore, they depend on post-transplant im-
mune suppression to help prevent and/or con-
trol GvHD. The relatively few transplanted stem
cells, immune suppressive GvHD prophylaxis,
and the further immune suppression given when
GvHD develops, all combine to adversely affect
NK cell maturation from their bone marrow pre-
cursors. Indeed, under these conditions a recent
study demonstrated a very delayed and poor re-
constitution of potentially alloreactive KIR-bear-
ing NK cells®".

Even under these adverse conditions, some of
these studies documented an increased GvL effect
in transplants from donors with potential to exert
NK cell alloreactivity®!319. Interestingly, the one
report that demonstrated a dramatic survival ad-
vantage for patients transplanted from donors with
potential to exert donor-vs-recipient NK cell allore-
activity administered ATG pre-transplant (which
provided in vivo T cell depletion) and a graft con-
taining 2-3-fold more nucleated cells than usual in
unrelated-donor transplants®?.
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Selection of NK alloreactive donors

One consequence of the haloidentical transplant
studies is revision of current criteria for donor selec-
tion. Donor selection for AML now involves a search
for the donor who is able to mount donor-vs recipi-
ent NK cell alloreactivity.

The search for NK alloreactive donors may require
extension from the immediate family (parents and
siblings) to other family members such as aunts, un-
cles and cousins. An extended search raises the chance
of finding an NK alloreactive donor from the random
30% to > 60% (which is close to the maximum, bear-
ing in mind that HLA type of about 30% of the popu-
lation makes them resistant to alloreactive NK killing.

HLA typing. For NK alloreactive donor selection, first
HLA type the recipient by high resolution molecular
techniques. Recipients who express class I alleles be-
longing to the 3 major class I groups (HLA-C group 1,
HLA-C group 2, and HLA-Bw#4 alleles) will block all
NK cells from every donor. Recipients who express al-
leles belonging to 1 or 2 of these three class I groups
have the chance of finding NK alloreactive donors. Do-
nor HLA typing will identify the relative who express-
es the allele in the class I group that is not expressed
by the patient. Most of these donors will possess NK
cells that are alloreactive against the recipient’s.

KIR genotyping. As we have observed 3% of the
population lack KIR2ZDL1 and 6% lack KIR3DL1
while 100% have KIR2DL2/3, KIR genotyping of the
donors is necessary to make sure the donor possess-
es the relevant KIR gene and, thus, to improve accu-
racy of NK alloreactive donor identification.

NK cloning. In some individuals allelic variants in
the HLA-Bw4 inhibitory NK receptor gene KIR3DL1
may not allow full receptor expression at the cell
membrane®. Others may express the correspond-
ing NK clones in very low frequencies”. Direct func-
tional assessment of the donor alloreactive NK rep-
ertoire through the generation of large numbers of
donor NK clones and cytotoxicity assays against re-
cipient target cells may be necessary to identify these
donors.

Therapeutic perspectives from mouse models

NK alloreactivity favors engraftment as our murine
transplant models show®@. Even after mild host im-
mune suppression, infusion of donor alloreactive NK
cells ablated the host lympo-haematopoietic cells,
thus preventing rejection of the MHC-mismatched
BMT.

Experimental evidence suggests NK cells attack
predominantly the hematopoietic cells of the host
but not other tissues which are common targets for T
cell-mediated GvH disease. Murine alloreactive NK
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cells, even when infused in large numbers, do not
cause GVHD®. Interestingly, alloreactive NK cells kill
host-type dendritic cells which prevents presentation
of host antigens to donor T cells, i.e. the crucial step
that initiates GvH reactions. Indeed, alloreactive NK
cells in a pre-transplant conditioning protected mice
from GvHD to such an extent as to allow a safe infu-
sion of otherwise lethal doses of allogeneic T cells®.

Even in the overt absence of acute systemic GVHD,
the NK conditioning itself, or the transfer of allogene-
ic T cells might still cause acute thymic GVHD, i.e.,
damaged stroma, and impaired thymopoiesis and se-
lection of the T cell repertoire®™. However, the use
of an alloreactive NK-based conditioning regimen in
conjunction with the adoptive transfer of large num-
bers of allogeneic T cells affected neither the archi-
tectural organization nor the cellular composition of
the thymic stromal compartment nor did it impair
regular thymopoiesis©@.

Therefore, conditioning with alloreactive NK cells
might protect from post-transplant infections be-
cause it allows T cell-replete mismatched transplants
without GVHD and does not endanger long-term
thymic T cell reconstitution. Indeed, the time-kinet-
ics of donor-type T cells and dendritic cell recovery
were much faster after NK-based than standard con-
ditioning. Thus, mice responded immediately to in-
fectious challenges and mounted a protective T cell-
mediated immunity which allowed them to survive
later high-virulence challenges and, concomitantly,
were protected from GVHD®Y.

In conclusion, unlike T cell alloreactivity, NK al-
loreactivity combines all the features which make
it uniquely suited for mismatched hematopoietic
transplantation. In mice, alloreactive NK cells erad-
icate leukemia and favor engraftment by killing host
lympho-hematopoietic cells. By eliminating host-
type dendritic cells they reduce GvHD, to such an
extent that T cell-replete mismatched bone marrow
can be transplanted without GvHD. We envisage
harnessing the potential of NK cell alloreactivity to
enhance the graft-versus-leukemia effect and reduce
transplant-related mortality and the incidence of in-
fection-related deaths, thus offering survival to more
leukemia patients.
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Trasplante haploidéntico de pacientes pediatricos

MARTA GONZALEZ-VICENT, MIGUEL ANGEL Diaz PEREZ
Unidad de Trasplante Hematopoyético y Terapia Celular. Hospital Infantil Universitario Nifio Jesis. Madrid

Introduccion

El trasplante hematopoyético es la Gnica opcién curati-
va para determinadas enfermedades hematolégicas ma-
lignas y no malignas. Sélo el 25-30% de estos pacientes
tienen un donante familiar (hermano) idéntico. En el res-
to de los casos, se deberd utilizar un donante alternati-
vo como es un donante no emparentado HLA-idéntico,
sangre de cordén umbilical (inico o doble) o un donante
haploidéntico. La busqueda de un donante no emparen-
tado es un procedimiento largo, con una mediana de 3-4
meses desde su inicio. Los pacientes con enfermedades
de alto riesgo pueden progresar o incluso fallecer duran-
te este tiempo de espera. Este inconveniente es evitado
con el uso de un donante familiar haploidéntico.

Ventajas

1. Disponibilidad inmediata: en el caso del tras-
plante haploidéntico el paciente acude a la con-
sulta con su donante. El familiar haploidéntico
estd altamente motivado y permite disponibili-
dad inmediata sin tiempos de espera.

2. Seleccion del donante: el mejor donante ha-
ploidéntico puede ser escogido en funcién de la
disparidad KIR, el haplotipo KIR o la madre en
casos de no disparidad KIR.

3. Manipulacion del inéculo: el injerto puede ser
manipulado para evitar la enfermedad injerto
contra receptor (EICH) y el fallo de prendimiento.

4. Estudios de quimerismo: la disparidad HLA
facilita los estudios de quimera postrasplante.

5. Terapia celular: la disponibilidad del donante
permite la realizacién de terapia celular postras-
plante en el caso de infecciones virales o quime-
rismo mixto/recaida, lo que no se puede realizar
en el caso del trasplante de cordén.

6. Segundo trasplante: puede realizarse inmedia-
tamente en caso de fallo primario o secundario
de injerto del mismo donante o de otro donan-
te haploidéntico
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Inconvenientes

1. Retraso en la reconstitucion inmune: el retra-
so de la recuperacién linfocitaria facilitara el desa-
rrollo de infecciones, principalmente virales.

2. Fallo de injerto: la disparidad HLA puede faci-
litar el fallo de prendimiento, que se puede evi-
tar con la manipulacién del indculo (infusién de
altas dosis de CD34+, deplecién CD3/CD19).

Seleccion de donante
Disparidad KIR

Las células NK expresan receptores inhibidores en su
superficie llamados killer immunoglobulin-like receptor
(KIR) que reconocen KIR ligandos en alelos HLA-clase I
(HLA-C1, HLA-C2 y HLA-Bw4). Las células NK estdn
“licenciadas” para ejercer alorreactividad contra dianas
alogénicas que no expresan sus ligandos KIR (HLA-I).

La seleccién de donante basada en la disparidad KIR
disminuye el EICH y la recaida y mejora la supervi-
vencia libre de eventos, principalmente en la leucemia
mielobléstica aguda, segin fue publicado inicialmen-
te por la Dra. Ruggeri. De acuerdo a la hipétesis inicial
“ligando-ligando”, una célula NK del donante recono-
ce a una del receptor como extrafa y la mata cuando
ésta carece de uno o mas alelos HLA de clase I especi-
ficos para sus receptores KIR. Este modelo asume que
cada individuo tiene que expresar al menos un KIR
para cada alelo HLA propio y sélo estudia los ligan-
dos KIR.

El modelo “receptor-ligando” se basa en la deter-
minacién directa del repertorio de receptores KIR del
donante y los ligandos del paciente para predecir la
alorreactividad NK.

Uso de la madre como donante

El desarrollo de tolerancia inmune durante el emba-
razo entre la madre y el feto impacta en el resultado
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del trasplante mejorando la supervivencia. Por eso,
en el caso de no existir disparidad KIR, si estd dispo-
nible, se recomienda usar a la madre como donante.

Asimismo, cuando el haplotipo que no comparten
en el trasplante haploidéntico es el de origen materno
(NIMA: antigenos maternos no heredados) el pronds-
tico es mejor que si es el de origen paterno.

Haplotipo KIR

El uso de donantes de haplotipo B, es decir, con un
alto nimero de receptores activatorios KIR, confie-
re un menor riesgo de recaidas postrasplante. En caso
de varios donantes con haplotipo B se optaria por
aquel con mds receptores activarios o aquel con re-
ceptores centroméricos.

Nimero de disparidades HLA

El ndmero de disparidades HLA (3 o 4 antigenos) no
parece influir en el prondstico.

Fuente de progenitores
Sangre periférica manipulada

¢ Seleccion CD34+: Las células CD34+ a dosis
altas tienen actividad veto, que significa que su-
prime los linfocitos T precursores dirigidos con-
tra sus propios antigenos, pero no contra antige-
nos de una tercera parte. Esto permite sobrepasar
la barrera del HLA en el trasplante haploidénti-
co. El uso de altas dosis (“megadosis”) de célu-
las CD34+ obtenidas de sangre periférica movili-
zada con factores de crecimiento de granulocitos
(G-CSF) como fuente de progenitores fue publi-
cado por Aversa y el grupo de Perugia. La inci-
dencia de EICH era muy baja, asi como la tasa de
recaidas (16%). Sin embargo, la mortalidad téxi-
ca alcanzé el 40% debido al aumento de infec-
ciones por el retraso de la reconstitucién inmune.

Deplecion CD3/CD19: con la deplecién CD3/

CD19 se infunden células facilitadoras del injerto

(células natural killer, células dendriticas) ademas

de progenitores CD34+. Con este procedimiento

se facilita el prendimiento, pero la incidencia de

EICH es mas elevada (48%), puesto que la canti-

dad de linfocitos T infundidos es mayor que con

la seleccién CD34+.

* Deplecion TCR of}: este procedimiento ha
sido recientemente utilizado por el grupo de Tu-
binga liderado por el Dr. Handgretinger. La de-
plecién T obtenida es comparable a la de la se-
leccién CD34+ y se infunden linfocitos 9, que
son no reactivos y tienen importantes propieda-
des antiinfecciosas y antitumorales.
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* Deplecién in vivo: el anticuerpo anti-CD52
(alemtuzumab) se puede usar para deplecién de
las células T in vivo facilitando el injerto. Sin em-
bargo, se acompafa de una alta tasa de recaidas e
infecciones virales.

* Sangre periférica movilizada con plerixafor:
la combinacién de G-CSF y plerixafor en la movi-
lizacién puede incrementar la cantidad de células
CD34+ recolectadas.

Médula osea sin manipular

La médula ésea se puede utilizar como fuente de
progenitores sin manipular asociando altas dosis
de ciclofosfamida (CF) postrasplante. La CF pos-
trasplante elimina los linfocitos T alorreactivos y
facilita el injerto de las células del donante sin da-
farlas, ya que las células progenitoras son quies-
centes y resistentes a las altas dosis de CF por sus
altos niveles de aldehido dehidrogenasa. Luznik y
su grupo (Johns Hopkins) han utilizado este mé-
todo con una incidencia muy baja de EICH agu-
do (6%) y crénico (5%), pero una alta tasa de re-
caida (58%).

Médula osea movilizada y sangre periférica

Varios grupos de investigadores chinos han utili-
zado un indéculo combinando sangre periférica y
médula ésea movilizada con G-CSE La inciden-
cia de EICH aguda y crénica fue elevada (46%
y 54% respectivamente), pero con baja recaida
(20%) y una supervivencia libre de eventos cer-
ca del 70%.

Acondicionamiento

* Mieloablativo: inicialmente en el grupo de Peru-
gia el acondicionamiento era mieloablativo, ba-
sado en irradiacién corporal total y con elevada
toxicidad.

* De intensidad reducida (AIR): con el uso de
altas dosis de CD34+ en la seleccién y deplecién
CD3/CD19, se vio que no era necesario el acon-
dicionamiento mieloablativo para el prendimien-
to y se empez6 a usar AIR basado en fludarabina
para disminuir la toxicidad y acelerar la reconsti-
tucién inmune.

Profilaxis de EICH

La mayoria se basaba en el uso de seroterapia con
globulina antitimocito (ATG) u OK-T8. Otros grupos
asocian rapamicina porque mejora la reconstitucién
inmune, con aumento de las células T reguladoras en
sangre periférica.
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Terapia celular
Inmunoterapia antiinfecciosa

Consiste en la generacién de clones de linfocitos T
CD4+ del donante antipatégenos (citomegalovirus,
Aspergillus), no alorreactivos. Asi se consigue con-
trolar las infecciones sin producir EICH, pero el pro-
cedimiento es laborioso y muy costoso. También se
puede utilizar como fuente de linfocitos un tercer do-
nante o mediante seleccién con sistema Clinimacs.

Inmunoterapia adoptiva

Consiste en la deplecién ex vivo de células T alorreac-
tivas del donante mediante inmunotoxinas, selec-
cién inmunomagnética (anti-CD25) o con deplecién
fotodindmica para infundirlas al paciente sin produ-
cir EICH. Se puede insertar el gen suicida de timidin-
quinasa del virus herpes simple en las células T para
hacerlas susceptibles a ganciclovir en caso necesario.

Infusion de células T reguladoras (Tregs)

La infusién de células Tregs del donante coinfundi-
das con linfocitos T convencionales ha demostrado
en modelos murinos que previene la EICH. Por ello
el grupo de Perugia ha utilizado la infusién de 2 x 105/
kg de Tregs y 4 dias después 1 x 10%kg de linfocitos T
convencionales y 10 x 10kg de CD34+ del donante
haploidéntico. Asi se promueve el injerto, con una ra-
pida reconstitucién inmune, consiguiendo un amplio
repertorio de células T y una baja incidencia de EICH.

Infusion de células NK

Las infusiones de células NK se pueden utilizar des-
pués del trasplante para mejorar la inmunidad inna-
ta y la actividad antitumoral. Para mejorar su efecti-
vidad se someten a incubacién con IL-15.

Conclusiones

Los avances en el trasplante haploidéntico han me-
jorado los resultados del mismo en los Gltimos afos,
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por lo que no se debe demorar un trasplante con in-
dicacién cuando no se dispone de donante familiar
idéntico.

Son necesarias nuevas estrategias para mejorar la re-
constitucién inmune, disminuyendo asf las infecciones
y para prevenir la recaida en este tipo de trasplantes.
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Trasplante haploidéntico sin deplecion T
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Introduccion

Sélo el 25-30% de los casos de tumores hematoldgi-
cos en los que se indica trasplante alogénico (TPH)
disponen de un hermano HLA idéntico. Adicio-
nalmente, se encuentra donante no familiar adul-
to (DNE) compatible en un 60% de las basquedas,
pudiendo aumentar hasta casi el 90% cuando se in-
cluyen las busquedas de sangre de cordén umbilical
(SCU), aunque sélo el 40% llegan a ser trasplanta-
dos a partir de un DNE o SCU en los primeros 6 me-
ses tras el inicio de la busqueda (Memoria REDMO
2010).

Debido a lo anteriormente expuesto, existen casos
que precisan un trasplante alogénico y no tienen un
donante éptimo a tiempo, por lo que son necesarias
nuevas estrategias para ofrecerles esta opcidn.

Entre ellas estd el trasplante haploidéntico a
partir de donantes familiares, con las ventajas de
rapida disponibilidad, implicacién del donante y sim-
plicidad logistica respecto al donante no familiar.

Existen diferentes plataformas de TPH ha-
ploidéntico que se han venido desarrollando basi-
camente desde los afios 90 empleando diversos pro-
cedimientos de deplecién T in vitro, que van a ser
revisadas por otros autores dentro de este simposio,
con los inconvenientes iniciales de elevadas tasas de
fracaso de injerto, mortalidad téxica (MRT) debida
fundamentalmente a infecciones oportunistas, enfer-
medad injerto contra huésped (EICH) y frecuentes re-
cidivas, por lo que su difusién y aceptacién han sido
limitadas.

En los dltimos afios, los grupos de Baltimore y
Seattle®?, han desarrollado un procedimiento de
TPH haploidéntico submieloablativo emplean-
do progenitores de médula 6sea con profilaxis de
la EICH con ciclofosfamida en dosis altas pos-
tinfusién de progenitores, que ofrece una platafor-
ma accesible, sencilla y econémica al TPH para casi
cualquier paciente, que serd el objeto de esta comu-
nicacién.
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Profilaxis de la EICH con ciclofosfamida
post-TPH

El empleo de ciclofosfamida en dosis altas post-
TPH para la profilaxis de la EICH (50 mg/kg/dia
los dias +3 y +4) se basa en el efecto citotdxico que la
ciclofosfamida ejerce sobre los linfocitos T alorreac-
tivos que se expanden tras la infusién de progenito-
res haploidénticos. Estos clones alorreactivos son eli-
minados por efecto de la ciclofosfamida mientras los
clones de linfocitos de memoria no activados y las cé-
lulas progenitoras son respetados debido a su estado
quiescente y al mayor contenido en aldehido-deshi-
drogenasa, respectivamente®?.

EI TPH haploidéntico con profilaxis de la EICH con
ciclofosfamida en dosis altas (50 mg/kg i.v.) los dias
+3 y +4 postinfusién de progenitores y una combina-
cién de tacrolimus y micofenolato, descrito por L. Luz-
nik et al.? es un procedimiento muy bien tolerado, con
una MRT del 15% en el primer afo, incidencia acumu-
lada de EICH aguda II-IV del 36% y formas graves III-
IV del 6%, permitiendo una SLP a 2 afios del 30-35%
debido a una alta tasa de recaidas (50-60%), con una SG
del 36%, algo mejor para neoplasias linfoides.

Entre los hallazgos maés relevantes asociados a este
procedimiento, es preciso destacar expresamente los re-
sultados en pacientes con enfermedad de Hodgkin
recaida/refractaria”, con SG, SLP e incidencia de recai-
da/progresién del 58%, 51% y 40%, respectivamente,
con mediana de seguimiento de 25 meses, que compa-
ran favorablemente con los obtenidos en casos similares
trasplantados a partir de donante hermano HLA idénti-
co o0 DNE en una comparacién retrospectiva, en especial
por disminucién de la TRM y baja incidencia de EICHa
[II-IV (11%) y EICH crénica extensa (35 %).

De igual forma, el mismo procedimiento de inten-
sidad reducida con la adicién de ATG se ha ensayado
en pacientes con enfermedades hematologicas
no malignas (HPN y drepanocitosis) con buena
tolerancia y baja incidencia de EICH, con la limita-
cién de alta tasa de fracaso de injerto”®.
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En nuestro centro desde diciembre de 2007 hemos
adaptado el procedimiento para el tratamiento de
pacientes con neoplasias hematolégicas de alto
riesgo e indicacion de realizar TPH alogénico
que no disponen de un donante 6ptimo para rea-
lizarlo en el momento apropiado de la evolucién de
su enfermedad.

Sobre el esquema original, hemos incluido di-
ferentes modificaciones con el propdsito de re-
ducir las recaidas (emplear busulfdn i.v. en dosis
crecientes hasta un esquema mieloablativo, reducir
la duracién de la profilaxis de EICH hasta el dia +90,
empleo de sangre periférica [SP] como fuente de pro-
genitores), que son las que se recogen en el presente
documento.

Con una estrategia parecida empleando un esque-
ma mieloablativo con fludarabina + busulfan
i.v., progenitores de SP y ciclofosfamida post-
TPH, el grupo de Atlanta ha comunicado una serie
de 20 pacientes con neoplasias de alto riesgo, princi-
palmente leucemias agudas, con resultados promete-
dores: TRM 10% a 1 afio, SG 69% y SLE 50% a 1 afio
e incidencias de EICH aguda III-IV del 10% y EICH
crénica del 35% con seguimiento de 20 meses®.

De forma similar, el grupo de Génova ha empleado
la MO como fuente de progenitores con un esquema
de acondicionamiento mieloablativo con fludarabina
+ thiotepa + busulfan i.v. y ciclofosfamida post-TPH
con resultados precoces muy interesantes en pacien-
tes con LMA, en especial pacientes en RC1 y RC2
con SLE del 68% a 1 afio frente al 37% en pacientes
en fases avanzadas!!?.

El TPH haploidéntico con esquema submieloa-
blativo y ciclofosfamida en dosis altas post-TPH
ha mostrado resultados equiparables al TSCU de
doble cordén en la comparacion no aleatorizada de
2 estudios multicéntricos de fase II del Blood and Ma-
rrow Transplant Clinical Trials Network publicada por
Brunstein et al.!V donde los pacientes recibian el mis-
mo acondicionamiento con ciclofosfamida, fludarabi-
nay TBI 200 cGy, alcanzando SLP y SG al afio del 54%
y 46% para el TSCU y del 62% y 48% para el TPH ha-
ploidéntico, respectivamente, con incidencia acumula-
da de EICH aguda II-IV del 40% y del 32% (p = NS),
compensando la menor MRT a 1 afio del TPH haploi-
déntico (7% vs. 24%) con una mayor incidencia acu-
mulada de recidiva (31% vs. 45%) respecto al TSCU.
La mayor ventaja desde el punto de vista clinico
del THP haploidéntico con ciclofosfamida post-TPH
es la buena reconstitucion inmunoldgica de esta
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estrategia respecto a los procedimientos de deple-
cién T e incluso frente al empleo de DNE o SCU,
lo que disminuye de forma significativa las complica-
ciones infecciosas, fundamentalmente viricas y fun-
gicas, traduciéndose en una disminucién de la MRT.
El grupo de Génova ha comparado la reconstitucién
inmune tras el TPH haploidéntico con ciclofosfami-
da a dosis altas y presenta resultados similares a los
TPH de hermano HLA idéntico en cifras de linfoci-
tos CD3+ y sus diferentes subpoblaciones entre los
3-6 meses, francamente mejores que los de los DNE
y SCU.

Existen ya en la literatura series de TPH haploi-
déntico que comparan sus resultados con los
de DNE y/o SCU e incluso con los de herma-
no HLA idéntico, con nimeros limitados de pacien-
tes y experiencias especificas de un solo centro. Asi,
el grupo de Atlanta ha publicado una serie® compa-
rando 117 THP de hermano HLA idéntico y 101 TPH
de DNE frente a 53 casos de TPH haploidéntico con
ciclofosfamida post-TPH contemporaneos realizados
en su centro, obteniendo resultados globales super-
ponibles para las tres modalidades de TPH (MRT a 2
afios del 13%, 16% y 7 %, respectivamente, con inci-
dencia acumulada de EICH aguda de grados III-IV del
8%, 11% y 11% a los 6 meses, SG a 2 afos del 76%,
67% y 64% y SLE a 2 afos del 53%, 52% y 60%,
respectivamente, sin diferencias significativas en los
eventos clinicos analizados). En el dltimo EBMT de
Londres 2013, el grupo de Génova ha presentado la
comparacién de los resultados en su centro del TPH
de hermano HLA idéntico, DNE, SCU y TPH haploi-
déntico™ donde los resultados del TPH haploidénti-
co con empleo de médula ésea y ciclofosfamida post-
TPH en los dias +3 y +5 seguido de ciclosporina y
micofenolato son equiparables en MRT, SLE y SG a
los del resto de TPH tanto en pacientes en primera o
segunda remisién como en fases mds avanzadas de la
enfermedad, presentando incluso menores inciden-
cias de EICH agudo (14% en HAPLO y SCU vs. 30%
en hermanos y DNE) y crénico (12% en HAPLO vs.
24% en el resto de donantes).

Nuestro centro ha sido pionero en el pais en el em-
pleo del TPH haploidéntico con ciclofosfamida en
dosis altas post-TPH, iniciando la utilizacién de di-
cho procedimiento en pacientes con neoplasias de
muy alto riesgo sin donante alternativo y proponien-
do modificaciones del esquema original encaminadas
a reducir las recaidas (emplear busulfan i.v. en dosis
crecientes hasta un esquema mieloablativo, reducir
la duracién de la profilaxis de EICH hasta el dia +90,
empleo de SP como fuente de progenitores). Dentro
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del subcomité de TPH haploidéntico del GETH se ha
analizado la casuistica de TPH haploidéntico con ci-
clofosfamida post-TPH (datos no publicados, pen-
dientes de aceptacién como comunicacién oral en el
presente congreso), que incluye 60 casos (edad me-
diana: 34 afios; rango: 16-65) procedentes de 11 cen-
tros, con empleo de progenitores de MO en el 48% y
SP en el 52%, 81% submieloablativos, 68% con TPH
previo, 60% en fases visibles de su enfermedad, con
resultados superponibles en los end-points fundamen-
tales a lo descrito en la literatura (MRT a los 12 meses
del 15-20%, SLE a 1 afio del 50-60%, SG a 1 afio del
40-50%, recaidas 40-60%, EICH aguda II-IV 38% y
[II-IV 15-20% al dia +180). Estos resultados son me-
jores en pacientes con enfermedad de Hodgkin (SLE a
1 afio 60-65%) que en el resto de patologias, no pare-
ce existir diferencias entre el empleo de MO y SP res-
pecto al prendimiento e incidencia de EICH aguda/
crénica y los pacientes cuyo TPH haploidéntico es su
primer TPH son los de menor MRT (< 10%).

Se pueden encontrar las recomendaciones pro-
puestas dentro del GETH para el procedimiento
de TPH haploidéntico con ciclofosfamida en do-
sis altas post-TPH, disponibles integramente en
la pagina web del GETH (www.geth.es). Los puntos
principales se resumen a continuacién.

Indicaciones

El TPH haploidéntico se considera indicado en pa-
cientes con neoplasias hematoldgicas de alto riesgo
que no disponen de donante idéntico en el momento
ideal de proceder al TPH, independientemente de si
ha iniciado o no una basqueda de DNE/SCU.

Como en el resto de procedimientos de TPH, se de-
ben considerar la edad, la comorbilidad, el prondstico
de la enfermedad de base y la disponibilidad de trata-
mientos alternativos, conforme a la practica habitual
de cada centro.

Seleccion de donantes

La seleccién del donante haploidéntico la realiza-
mos en funcién de multiples factores coexistentes o
no en el mismo, dado que cada paciente puede dis-
poner de multiples donantes HLA haploidénticos en-
tre sus familiares (padres, madres, hermanos o inclu-
SO primos).

En primer lugar, se realizard al paciente un estudio
de anticuerpos anti-HLA para evitar a donantes
frente a los que pueda estar sensibilizado.

Seleccionamos aquellos donantes que presen-
ten alorreactividad KIR, evaluados segin el mo-
delo ligando-ligando y la informacién facilitada por
inmunologia, para tratar de explotar la alorreactivi-

dad NK®>17),
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Siempre que esté disponible, tratamos de utilizar a
la madre como donante, dado que Perugia descri-
bié menor tasa de recaidas en casos de LMA que em-
pleaban a la madre como donante®, probablemente
debido a la exposicién antigénica feto-materna du-
rante la gestacién.

En ausencia de la madre, emplearemos criterios
de seleccién habituales en el resto de TPH alo-
génicos (mejor donantes varones, mas joévenes, com-
patibilidad ABO, CMV).

Este tépico ha sido recientemente revisado por
S. Ciurea en BBMT® aunque su algoritmo de selec-
cién de donantes difiere del descrito, considerando
de forma prioritaria la presencia de anticuerpos anti-
HLA en el paciente, el empleo de donantes comple-
tamente haploidénticos, la compatibilidad ABO, do-
nantes varones y jévenes, dejando en tltimo término
la alorreactividad frente antigenos maternos no here-

dados (NIMA) y la compatibilidad KIR.
Fuente de progenitores

El procedimiento original empleaba médula sea como
fuente de progenitores, pero debido a condicionantes
logisticas y a la disponibilidad de algunos donantes, ini-
ciamos el uso indistinto de progenitores de SP en un
intento de disminuir las recaidas. El grupo de Seattle
presentd en la reunién del ASBMT 2012 una serie con
idénticos resultados empleando SP, sin aumento de la
incidencia de EICH aguda/crénica®’, y el grupo de At-
lanta ha publicado en 2013 una serie® con similares
conclusiones. En la actualidad nuestra preferencia es
el empleo de progenitores de SP entre 4-6 x 10°
CD34+/kg, con un maximo de 8 x 10° CD34+/kg.

Esquema de acondicionamiento submieloablativo

El acondicionamiento submieloablativo (BUX2),
modificado del original, consiste en fludarabina 30
mg/m? i.v. (dias -6 a -2), ciclofosfamida 14,5 mg/kg
iv. (dias -6 y -5) y busulfadn 3,2 mg/kg i.v. (dias -4 y
-3) en lugar de 200 c¢Gy de irradiacién corporal total
del esquema original.

Este procedimiento lo empleamos preferentemen-
te en pacientes en RC, con comorbilidades, segundos
TPH o pacientes con enfermedad de Hodgkin, en los
que los prometedores resultados del TPH haploidén-
tico con dosis altas de ciclofosfamida no parecen de-
pender de la intensidad del acondicionamiento.

Esquema de acondicionamiento mieloablativo

El acondicionamiento mieloablativo ajustado
(BUX3) consiste en fludarabina 30 mg/m? i.v. (dias
-6 a -2), ciclofosfamida 14,5 mg/kg i.v. (dias -6 y -5) y
busulfan 3,2 mg/kg i.v. (dias -4 -3 y -2).
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Adicionalmente empleamos un esquema mieloa-
blativo estandar (BUX4) con fludarabina 40 mg/m?
i.v. (dias -6 a -3) y busulfan 3,2 mg/kg i.v. (dias -6 a -3).

Este procedimiento lo empleamos preferentemente
en pacientes sin comorbilidades, primeros TPH, pa-
cientes que no estan en RC o con leucemias agudas,
en los que los resultados del TPH haploidéntico con
dosis altas de ciclofosfamida estdn penalizados por
una alta tasa de recaidas.

Profilaxis de la EICH

Se emplea como profilaxis de la EICH un esquema ba-
sado en el empleo de ciclofosfamida en dosis altas tras
la infusién de progenitores: ciclofosfamida 50 mg/
kg i.v. (dias +3 y +4) con hiperhidratacién, MESNA
y diuréticos, seguido de ciclosporina o tacrolimus
en dosis estdndar desde el dia +5 hasta el dia +90, y
micofenolato mofetilo (MMF) desde el +5 hasta el
+35, suspendiendo MMF en ausencia de EICH.

En casos con neoplasias de muy alto riesgo con en-
fermedad visible al TPH, iniciamos la retirada de la
inmunosupresion desde el dia +45 0 +50 si no han te-
nido manifestaciones de EICH.

En la actualidad, cualquier paciente que precise un
TPH alogénico puede acceder al mismo. El TPH ha-
ploidéntico con profilaxis de la EICH con ciclofos-

famida en dosis altas post-TPH es una alternativa
adecuada para pacientes con neoplasias hematolé-
gicas de alto riesgo que precisen un TPH alogénico
y no dispongan de un donante apropiado en el mo-
mento éptimo para proceder con el TPH. La recons-
titucién inmunoldgica parece mas precoz y eficiente
que la de los procedimientos con deplecién T, aun-
que estd por determinar si puede traducirse en un
mayor efecto de injerto contra tumor. Los resulta-
dos de este procedimiento se aproximan a los de los
TPH de donantes alternativos (DNE y SCU) e in-
cluso a los de los TPH de hermano HLA idéntico
si se realizan en la situacién adecuada del pacien-
te y su enfermedad. Quedan por establecer los pro-
cedimientos que puedan mejorar los resultados, en
especial en lo que respecta a disminuir las recaidas
(empleo de SP, acondicionamientos mieloablativos,
inmunoterapia post-TPH, etc.).
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! HAPLO deplecion 42% 36%
Ciurea
Tvs. VS. VS.
et al.*?
HAPLO CTX 16% 34%
0
10% 34%
Hermano vs. s VS.
Bashey DNE 10,;/ 34%
etal™ vs. s ° vs.
HAPLO CTX 49{'] 33%
@ 24 meses
Hermano 17%
vS. vS.
0
Bacigalupo DV':E 3‘26 26-36%
(14) : :
etal. scU 3% (p NS)
VS. vS.
HAPLO CTX 17%

EICH aguda EICH crénica

IV extensa SLP @1 aiio SG @1 aio
0, 0
0% 25% 46% 54%
Vs. vs. vs. V.
32% 13% 48% 62%
11% 18% 30% 21%
vs. vs. vs. vS.
20% 7% 64% 50%
0,
21% 10% 53% 118
s vs. vs.
200 12% 5% 67%
s vs. vs. vS.
30('% 4% 60% 64%
@ 24 meses @ 24 meses @ 24 meses
30% 41%
s vs.
* 0,
30% 24% global G
vs.
VS. vs. 36% NR
14% 12% HAPLO CTX s
vS. .
43%
0
) @ 3 aios

CTX: ciclofosfamida, DNE: donante no emparentado, EICH: enfermedad injerto contra huésped, HAPLO: TPH haploidéntico, MRT: mortalidad relacionada con el trasplante, NR: no
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Immune reconstitution after high dose cyclophosphamide

in haploidentical transplantation
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Department of Oncology. Sidney Kimmel Comprehensive Cancer Center at Johns Hopkins University. Baltimore,
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Background

Allogeneic stem cell transplantation (alloSCT) is a po-
tentially curative treatment for a wide variety of dis-
eases, including hematologic malignancies, hemo-
globinopathies, immunodeficiency, and autoimmune
disorders, and can be used to induce tolerance in sol-
id organ allografts. Only about 50-60% of patients in
need of alloSCT have an HLA-matched sibling or un-
related donor?. In recent years, there has been a vast
improvement in the outcomes of HLA-mismatched
SCT resulting in reduced toxicities and death.

The kinetics of immune reconstitution and risk of
infectious complications appear to be directly corre-
lated. Perhaps the best evidence for this comes from
the impact of T cell depletion on immune reconsti-
tution and infections. In the haploSCT setting, rig-
orous T cell depletion of the graft is associated with
less acute graft versus host disease (aGVHD) but is
accompanied by profoundly delayed lymphocyte re-
covery and an increased incidence of both severe in-
fections and non-relapse mortality (NRM)®2. Nu-
merous studies have also shown a strong correlation
between the absolute lymphocyte count (ALC) after
SCT and a variety of outcomes including risk of late
cytomegalovirus (CMV) infection, relapse, overall
survival (OS), and progression-free survival (PES).©

Over the past ten years, we have focused on re-
ducing the toxicity of haploSCT while preserving the
GVT effect to the ~40% of patients who lack an HLA-
matched donor!!?. Previous studies at Johns Hopkins
with high-dose, posttransplantation cyclophospha-
mide (PT/Cy) have demonstrated low rates of NRM
and serious infections!”. We characterized IREC in
forty-nine consecutively engrafting hematologic ma-
lignancies patients after nonmyeloablative condition-
ing, T cell-replete, haploSCT and GVHD prophylaxis
including PT/Cy.M In vivo and in vitro results discussed
below support our hypothesis that PT/Cy’s selective
killing of alloreactive, rapidly proliferating naive T
cells over resting memory T cells accounts, at least in
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part, for superior IREC and low infectious morbidity
and mortality after haploSCT. Patients with advanced
hematologic malignancies (median age 51, range 14-
71;5 AML, 2 ALL, 4 MDS, 2 CML, 4 CLL, 1 CMML,
25 NHL, 7 Hodgkins, 3 mantle cell) received Cy 14.5
mg/kg/day IV on days -6 and -5, fludarabine 30 mg/
m2/day IV on days -6 to -2, 200 cGy of TBI on day -1.
T cell replete bone marrow was collected from donors
with a median age of 44 (range 14-68). GVHD prophy-
laxis consisted of Cy (50 mg/kg/day) on days 3 and 4,
mycophenolate mofetil (MMEF) for 30 days, and tacro-
limus for 6 months.

Post-transplantation recovery of lymphocyte subsets
was notable for the following: 1) The median lympho-
cyte count at day 30 after transplantation is 250/pl and
recovers to over 850/pl by day 60 (Figure 1). This is favor-
able as ALC’s >200 early after SCT have been correlat-
ed with superior outcomes; 2) Overall, 74% of patients
recover an ALC of >1000/pl after haploSCT. This is fa-
vorable as the incidence of patients with ALC recovery
>1000/ul has been significantly lower in prior publica-
tions; 3) By day 60, CD4+ T cell counts recover to levels
in the recipient prior to SCT (Figure 1); 4) CD8" T cells,
and CD19* B cells recover to pre-transplant donor lev-
els at 1 year post-transplant (Figure 3). CD4* and CD8*
T cell recovery are favorable as compared to other hap-
[oSCT"1 and cord regimens®>'9 and are comparable to
that seen after matched related SCT®19 (Figures 1 and 3);
5) CD56* T cells recover to pre-transplant donor levels
by day 60 post-transplant (Figure 3); and 6) Recovery of
CD31* recent thymic emigrants and CD45RA+ naive T
cells is delayed compared to recovery of memory T cells
(Figure 2). Additionally, we saw a statistically improved
OS (Figure 4, left panel) and a trend towards an improved
PES (Figure 2, right panel) with an ALC above the median
as compared to below the median, which remained sig-
nificant in multivariate analysis.

Recovery of donor-derived CMV specific immunity by
Day 60 in 12/17 patients after haploSCT with PT/Cy.
Human cytomegalovirus (CMV) is an important
pathogen in the setting of hematopoietic SCT, and



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

assays of CMV-specific T cell frequencies can be
used to determine the kinetics of post-transplanta-
tion immune reconstitution. Protection from active
CMV infection in the alloSCT setting is critically de-
pendent on reconstitution of functional CMV-spe-
cific CD8* and CD4* T cells" or the generation
of de novo (or new) responses. Using interferon-y
elispot, we analyzed the frequency of CMV specif-
ic T cells after haploSCT with PT/Cy in 17 patients
with CMV+ donors and found that the frequency
of CMV-specific T cells returned to the level of the
donor pre-transplant by day 60 post-SCT (Figure 5).

GVHD, infection, or relapse affect reconstitution of the
T cell repertoire after haploSCT with PT/Cy. Defects in
reconstituting a broad diversity of T-cell populations
may limit the T cell response to infections and the T
cell-based graft-versus-leukemia effect®. We used T
cell receptor B chain variable region, complementari-
ty determining region 3 spectratyping to analyze the
diversity of the T cell receptor repertoire at 6 months
and 12 months after haploSCT in 3 separate popula-
tions of patients, 1) those without relapse or GVHD;
2) those with GVHD but no relapse; and 3) those
with late relapse. We found that in patients without
GVHD, relapse, or active infections, that their T cell
receptor repertoire at 6 months post-SCT was as di-

verse as that of the pre-transplant donor’s (Figure 6). Figure 1. Phenotypic immune reconstitution (ALC, CD4"* T cells).

Figure 2. Phenotypic immune reconstitution (naive and memory T cells).

| 171 |



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

Figure 3. Phenotypic immune reconstitution (B cells, T cells, NK cells).

Figure 4. ALCs and outcomes.

Figure 5. CMV-specific T cell frequency. Figure 6. V [ spectratyping.

[172]
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Incidence of severe infections after haploSCT with PT/
Cy. Morbidity and mortality from severe infec-
tions have been particularly problematic after hap-
[oSCT® employing extensive T cell depletion. In
contrast, none of the haploSCT patients that Hop-
kins performed IREC studies in (n=49) died from in-
fection. As well, there were low rates of severe infec-
tions as follows: Definite or probable viral infections
included: Hemorrhagic cystitis (BK+): 37% (18/49)
and) other (HSV, RSV, influenza, parainfluenza, VZV:
18% (9/49). Proven or probable invasive fungal infec-
tions included lower respiratory: 8% (4/49) and dis-
seminated: 2% (1/49).%® The incidence of severe bac-
terial, viral, and fungal infections on the BMT CTN
haploSCT trial was 28% .

Ciurea et al. has also shown improved NRM after
T cell replete (TCR) haploSCT as compared with T
cell deplete (TCD) haploSCT.®» The T cell replete
group was accompanied by a better immune recon-
stitution of T cell subsets in the first 6 months post-
transplantation . On day 30 posttransplan-
tation, a 20-fold greater number of CD4* and CD8*
T cells were observed among evaluable patients in
the TCR group (N=18) compared to the TCD group
(N=7). The median number of absolute CD4* cells in
the TCR group was 26 versus 1/mL (P =.00084; N =
25), and the median number of absolute CD8* cells
was 22 versus 1/mL (P = .006; N = 25), respectively.
The CD4* T cells remained significantly lower in the
TCD group until after day 180, when the median ab-
solute CD4* count was 194/mL in the TCR compared
with 69/mL in the TCD group (P =.04). The absolute
CD8* counts also seemed to be higher at day 180 in
the TCR group (median 167 versus 54/mL); howev-
er, it did not reach statistical significance (P =.40). Im-
proved immune reconstitution was also noted for
naive and memory T cells in the TCR group. The
median absolute numbers of CD4*CD45RA* (naive
T cells) and CD4*CD45RO* (memory T cells) were
higher at day 30 and at day 90 posttransplantation,
3.4 versus 0.7/mL and 7.3 versus 0.55/mL for the na-
ive T cells, and 24 versus 2.6/mL and 97 versus 16/
mlL for the memory T cells between the TCR and the
TCD groups, respectively. Interestingly, there was a
higher proportion of CD3-:CD56* NK cells at all time
points in the TCD group, although these differenc-
es were not statistically significant. The number of
CD19* B cells was similar between the 2 groups dur-
ing the first 6 months posttransplantation. After day
180, there were no significant differences in any lym-
phocyte subsets.

Additionally, the incidence of viral and fungal in-
fections was significantly lower when compared
to the TCD group. There was a trend for a lower
probability of developing any infection in the first 6
months posttransplantation in the TCR group (P =
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.06). Viruses were the most common cause of infec-
tion in both groups. During the first 180 days post-
transplantation, there were 22 episodes per 1000 pa-
tient-days in the TCD group and 11 episodes per
1000 patient-days in the TCR group during the first
180 days posttransplantation. Patients in the TCD
group were 1.5 times (95% confidence interval [CI]:
1.03-2.1) more likely to develop a viral infection (P
= .035) during this time period. Among the viral in-
fections, CMV reactivation and human polyomavi-
rus BK cystitis were the most frequent. Fourteen of
38 patients (42.2%) had CMV reactivation with a to-
tal of 30 episodes in the TCD group compared with
15 of 32 patients (46.8%) with 24 episodes in TCR
group. For human polyomavirus BK cystitis, 15 of 33
cases (45.4%) were found in the TCD group versus
11 0£ 32 (34.4%) in the TCR group. There was no sig-
nificant difference in the incidence of bacterial infec-
tions between the 2 groups. Thirty-two bacterial in-
fections occurred in the TCR group compared with
38 episodes in the TCD group. On average, 7 and 10
episodes occurred per 1000 patient-days for the TCR
and TCD group, respectively. Invasive fungal infec-
tions were third in frequency, with 12 episodes in 11
of 33 patients (33%) in the TCD group, and only 3
episodes in 3 of 32 patients (9%) in the TCR group.
The TCR group had a significantly lower probability
of having a fungal infection (P 5 .008). Patients in the
TCD group were 5.6 times (95% CI: 1.6-20.2) more
likely to have an invasive fungal infection within 6
months posttransplantation than those in the TCR
group. Survival analysis revealed a significantly low-
er probability of death from an infection in the TCR
group. The NRM attributed to infections was 24% in
the TCD group and 9% in the TCR group (P = .01)

We have hypothesized that PT/Cy’s selective kill-
ing of alloreactive, rapidly proliferating naive T cells
over resting memory T cells accounts, at least in part,
for superior IREC and low infectious morbidity and
mortality after haploSCT. To examine the differen-
tial sensitivity of memory T cell subsets to Cy, pe-
ripheral blood lymphocytes (PBL) from human vol-
unteers vaccinated with live attenuated Yellow
Fever (YF) vaccine were incubated for 30 minutes
with 4-HC, the active metabolite of Cy. FACS anal-
ysis demonstrated a significant reduction in both T
(CD45RA*CD62L*) and central memory (TC,)) cells
(CD45RACD62L%) , leaving a population
that was largely CD45RA*CD62L". Surviving CD8*
T cells (and to a lesser extent CD4* cells; not shown),
were enriched for cells expressing the co-stimulatory
molecule CD27 . Interestingly,
among these CD27* cells, two populations express-
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Figure 7. Recovery of T cell subsets after transplant in T cell replete (TCR) and T cell depleted (TCD) haploidentical stem cell
transplantations. (A) Absolute CD8* cell numbers (median). (B) Absolute CD4* cell numbers (median). (C) Absolute CD4*CD45RA*
cell numbers (naive T cells) (median). (D) absolute CD4*CD45R0O* cell numbers (memory T cells) (median). (E) Absolute CD56" cell

numbers (natural killer [NK] cells) (median). (F) Absolute CD19* cell numbers (B cells) (median).

ing the IL-7 receptor o chain (CD127) were revealed
(dim and bright), which were also present in untreat-
ed cells but were enriched after 4-HC (Levitsky, un-
published data). IL-7 receptor signaling is associated
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with induction of the anti-apoptotic genes Bcl-2 and
Bcl-xL, perhaps contributing to their survival. These
preliminary in vitro data are consistent with selec-
tive naive T cell killing by Cy, sparing populations of
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Figure 8. Selective T cell killing by PT/Cy.

memory T cells having the potential for engraftment,
expansion, and effector functions.

Conclusion

In conclusion, haploSCT with PT/Cy has allowed
for less infectious complications and lower NRM.
Immune reconstitution in this setting is promis-
ing and PT/Cy’s selective killing of rapidly prolif-
erating, alloreactive T cells over resting, memory
T cells is likely one explanation of these promis-
ing results.
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Introduccion

Los sindromes mielodisplésicos (SMD) son un grupo
heterogéneo de neoplasias hematopoyéticas clonales
malignas que se caracterizan por la presencia de alte-
raciones morfolégicas y funcionales de las células de
las diferentes lineas hematopoyéticas y grados varia-
bles de anemia, leucopenia y trombocitopenia a pe-
sar de una médula 6sea normocelular o hipercelular.
Presentan un curso clinico variable, con una supervi-
vencia mediana inferior a 2 afios, que estd en estre-
cha relacién con el subtipo de SMD, y frecuentemen-
te evolucionan a leucemia aguda®?.

Los SMD se pueden clasificar segtn su etiologia en
“primarios” o de novo y en “secundarios” a tratamien-
tos previos con agentes citotéxicos por enfermeda-
des neoplasicas (benignas o malignas) o autoinmu-
nes®?,

Diagnostico de los sindromes mielodisplasicos
primarios

El diagnéstico de SMD no es facil ya que existen mu-
chas enfermedades que causan alteraciones mor-
folégicas (displasia) en las células de la sangre. Hay
que tener en cuenta que mielodisplasia no es sinéni-
mo de SMD®, que no existe un dato patognoméni-
co de SMD y que, en todos los casos con sospecha
de SMD, debe excluirse cualquier otra causa de dis-
plasia: déficit de factores madurativos (dcido fdlico,
vitamina B,,), farmacos que inducen dismielopoye-
sis, alcoholismo, enfermedades crénicas, alteraciones
metabdlicas, afecciones renales o hepaticas e infec-
ciones viricas®.

Por otra parte, el hallazgo de cualquiera de las en-
fermedades anteriores no excluye totalmente el diag-
néstico de SMD y son necesarios conocimientos su-
ficientes y criterio para discernir si la mielodisplasia
hallada se debe toda a la patologia de base o es exce-
siva y por tanto orientarnos hacia un sindrome mie-
lodisplasico (Caso 3).
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Finalmente, hay que tener en cuenta que clonalidad
no es siempre signo de malignidad y que podemos
encontrar alteraciones clonales en enfermedades be-
nignas (Caso 1) que desaparecen cuando se solucio-
na la causa (déficit de vitamina B ,) de la enfermedad.

En el momento actual el diagnéstico de SMD se
basa fundamentalmente en las alteraciones morfo-
légicas, pero este diagndstico viene refrendado por
otros estudios que son la citogenética, el inmunofe-
notipo y la biologia molecular. En algin caso especial
(hipoplasia, mielofibrosis) la biopsia de médula 6sea
puede ser de ayuda. La biopsia sirve también para va-
lorar la dismegacariopoyesis y los acimulos de pre-
cursores en situacién no paratrabecular (ALIP)® que
se asocian a mal prondstico si su naturaleza es granu-
locitica®.

Datos clinicos

Generalmente son sintomas relacionados con las
citopenias. Muchos pacientes presentan dependencia
transfusional. La neutropenia o la plaquetopenia ais-
ladas son poco frecuentes.

Morfologia

Deben analizarse las alteraciones morfoldgicas de las
células de la sangre y de la médula 6sea, y realizar un
mielograma calculando el porcentaje de blastos tras
contar 500 células.

Diseritropoyesis: se estudia en 100 eritro-
blastos policrométicos y ortocromadticos princi-
palmente. Las anomalias mds caracteristicas son:
multinuclearidad, anomalias en la forma del nd-
cleo, cariorrexis, hernias nucleares, puentes inter-
nucleares, pulverizacién nuclear, megaloblastosis,
distribucién anémala de la hemoglobina (citoplas-
ma fantasma), punteado basoéfilo, vacuolizacén, si-
deroblastos anillados (tincién de Perls) y eritroblas-
tos PAS positivos (reaccién del dcido periddico de

Schiff).
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Caso 1. Rasgos displasicos (megaloblastosis, contorno anormal del nicleo, cariorrexis, punteado baso6filo) y delecion del brazo corto
del cromosoma 3 en una paciente con anemia megaloblastica por déficit de B,,.

Caso 2. Dismielopoyesis en las tres series: punteado baséfilo, cariorrexis, desgranulacion e hipergranulacion y cuerpos de Dohle.
Alteraciones inmunofenotipicas y megacariocito con niicleo hiposegmentado en un paciente con isocromosoma 17.
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Caso 3. Diseritropoyesis: dacriocito, queratocito, hematie falciforme y espiculado, eritroblasto en sangre, eritroblasto gigante
binucleado en médula 6sea, cariorrexis; disgranulopoyesis: niicleo en roscon; dismegacariocitopoyesis: plaqueta con pseudépodos.
Aumento de células blasticas y cariotipo complejo.

Caso 4. Paciente diagnosticada de sindrome 5q- que evolucioné a leucemia aguda eritroide cuyo cariotipo exhibia una evolucion
clonal compleja.
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Disgranulopoyesis (100 granulocitos): hipo-
segmentacién, pseudo-Pelger, nicleo en anillo, nd-
cleo en espejo, hipersegmentacién, condensacién
andémala de la cromatina (clumping), desgranulacién,
hipogranulacién, granulos pseudo-Chédiak, bastones
de Auer.

Dismegacariocitopoyesis (en 30 megacarioci-
tos): micromegacariocitos, megacariocitos hipolo-
bulados, megacariocitos con mdltiples y pequefios
nacleos®?.

Con los resultados se diagnostica al paciente y se cla-
sifica de acuerdo con los criterios de la OMS ©,

En cuanto al SMD hipoplasico, sigue sin consi-
derarse como una entidad clinica®. Lo mismo suce-
de con el SMD con fibrosis. Recientes trabajos re-
portan que se encuentra fibrosis en el 17% de los
SMD®, que puede encontrarse en cualquier subtipo,
que no se asocia a alteraciones citogenéticas especi-
ficas ni constituye una entidad clinica diferenciada
pero que su presencia se relaciona con un prondsti-
co desfavorable?.

El estudio del cariotipo es obligatorio ya que impli-
ca diagnéstico y es imprescindible para establecer el
prondstico. Se utilizan las técnicas de citogenética
convencional con cultivos cortos (24 horas). Segtn el
ultimo estudio del Grupo Germano-Austriaco, reali-
zado sobre 2.072 pacientes con cariotipo patolégico,

las anomalias mds frecuentes, aisladas o formando
parte de un cariotipo complejo, en orden de mayor a
menor frecuencia, son: 5q-, -7/7q-, +8, -18/18¢-, 20q-,
-5, -Y, +21, -17/17p-, inv/t(3q), -13/13q-, +1/+1q, -21,
+11, -12, 12p-, t(5q), 11g-, 99, t(7q) y -20®. Como
puede observarse, en los SMD son mds caracteristi-
cas las amplificaciones y las deleciones que las trans-
locaciones®.

Las técnicas convencionales se complementan con
las técnicas de FISH pero estas tGltimas nunca pueden
sustituir al cariotipo convencional. Si no se obtuvie-
ran metafases o fueran insuficientes para establecer el
cariotipo, es necesario repetir el aspirado de médula
6sea y hacer el estudio citogenético debido a la gran
repercusion de éste a la hora de establecer el riesgo y
adecuar el tratamiento.

El estudio del cariotipo debe de realizarse al diag-
néstico, antes de recibir tratamiento y si la enferme-
dad progresa. Las implicaciones prondsticas de las
distintas anomalias citogenéticas se muestran en la

Entidades clinico-citogenéticas

Asi como el SMD asociado a 5g- como anomalia ais-
lada constituye un sindrome con unas caracteristicas
propias ya definidas por van den Berghe en 1974019,
los estudios llevados a cabo para demostrar que el
SMD con 20qg- es una entidad clinica distinta ofre-
cen resultados contradictorios. Los trabajos de Ka-

Tabla 1. SMD: criterios de la OMS

Subtipo Sangre

Anemia refractaria (AR)

Neutropenia refractaria (NR)

Plaquetopenia refractaria (PR)

Citopenias refractarias con displasia unilinea (ARDU)

AR con sideroblastos anillados (ARSA) Anemia 0% blastos

Citopenia(s) < 1% blastos

Citopenia refractaria con displasia multilinea (CRDM)  sin bastones de Auer

<1 x 10°/monocitos

Citopenia(s) < 5% blastos

AR con exceso de blastos tipo 1 (AREB-1) sin bastones de Auer

<1 x 10°/monocitos
Citopenia(s) 5-19% blastos

AR con exceso de blastos tipo 2 (AREB-2) sin bastones de Auer

<1 x 10°/monocitos

Citopenias

SMD inclasificable < 1% de blastos

Anemia < 1% blastos
Plaquetas: ndmero normal o aumentadas

SMD asociado a del(5q) como (nica anomalia
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Anemia < 1% blastos

Neutropenia < 1% blastos

Plaquetopenia < 1% blastos

Unipenia o bicitopenia con < 1% de blastos

Médula dsea
Unilinea displasia > 10%

< 5% blastos
< 15% sideroblastos anillados

> 15% sideroblastos anillados sélo
Diseritropoyesis < 5% blastos

Displasia > 10% en > 2 lineas
< 5% blastos sin b. de Auer
+ sideroblastos anillados

Displasia unilinea o multilinea
5-9% blastos sin b. de Auer

Displasia unilinea o multilinea
5-9% blastos + b. de Auer

Si displasia clara en < 10% de una o mas lineas
mieloides y alteracion citogenética = SMD
< 5% de blastos

Megacariocitos hipolobulados
< 5% blastos sin b. de Auer
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nagal-Shamanna et al.'V sobre 27 pacientes y Braun
et al4? sobre 62 que asociaban la presencia de 20qg-
con intensa mielodisplasia han sido refutados tanto
por Mullier er al.®® (21 pacientes) como por el grupo
del MLL de Munich®™ que en un estudio de 305 pa-
cientes con del(20q) observan sélo una minima dis-

Tabla 2. SMD: Sistema de puntuacién en base a las anomalias
cromosomicas (Haase, Greenberg)

Grupo pronéstico Anomalias citogenéticas

Muy favorable -Y del(11q)

Favorable !\lormal, del(5q), del(12p), del(20q), doble
incluyendo del(5q)

Intermedio qe!(7q), +8,+19, |(1.7q), 0 cuglqmer otra anomalia
(nica, o dos clones independientes

Desfavorable T, |nv(§)/del(3q), df)ble incluyendo -7/del(7q),
complejo (3 anomalias)

Muy desfavorable Muy complejo: < 3 anomalias

plasia en alrededor del 40%. Curiosamente el gru-
po de Mullier encuentra una asociacién significativa
entre la presencia de neutréfilos hipogranulares con

vacuolizacién y eritrofagocitosis y el hallazgo de un
ider(20q)".

En este momento, no se incluyen los estudios de ge-
nes para el diagnéstico de SMD pero es evidente que
las mutaciones de mudltiples genes intervienen en
la patogénesis y progresién de los SMD, y también
que algunas de ellas se asocian a diversas caracteris-
ticas clinico-biolégicas de los SMD. Las mutaciones
de TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 y ASXL1 predicen
una supervivencia mas corta independientemente de
otros factores prondsticos bien establecidos®®.

Recientemente, en un trabajo conjunto del Gru-
po francés de SMD y el de enfermedades mielo-
proliferativas, se ha demostrado que en los SMD
la mutacién del JAK2V617K se asocia a prondsti-
co favorable®9,

Tabla 3. Estudios requeridos para valorar la displasia por citometria de flujo (adaptado de Westers et al.)

Médula dsea Estudio recomendado

% de células en células nucleadas totales

Expresion de CD45
Expresion de CD34
Expresion de CD117
Expresion de HLA-DRCD45
Expresion de CD45

Progenitores granulociticos y monociticos

Expresion asincronica de CD11b, CD15
Expresion de CD5, CD7, CD19, CD56

% granulocitos/% linfocitos

SSC granulocitos maduros/SSC linfocitos

Serie granulocitica en maduracion Relacion entre CD13 y CD11b
Relacion entre CD13 y CD16

Relacion entre CD15 y CD10

% de células

Distribucidn de los estadios madurativos
Relacion entre HLA-DRy CD11b

Monocitos Relacion entre CD36 y CD14

Expresion de CD13y CD33
Expresion de CD56

Alteracion

Aumentado
Pérdida/disminucion/aumento
Pérdida/disminucion/aumento
Expresion alta o baja homogénea
Pérdida/disminucion/aumento
Pérdida/disminucion/aumento
Presencia de marcadores maduros
Presencia de marcadores de otra linea
Disminuido

Disminuido

Patrén atipico

Patrén atipico

Patrdn atipico (p. ej., pérdida de CD10
en los neutréfilos maduros)

Aumentado/Disminuido

Desplazada hacia la inmadurez
Patron alterado

Patrén alterado

(Homogéneo) Infra/sobreexpresado
Presencia de marcadores de otra linea
(infidelidad de linea)

Enumeracion como fraccion del total de CD34+

Progenitores de células B
con CD10 0 CD19

% de eritroblastos

Relacion entre CD71 y CD235a
Expresion de CD71

Expresion de CD36

% de CD117+ precursores

Compartimento eritroide
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basada en CD45/CD34/SSC en combinacion

Disminuida o ausente

Aumentado
Patrén atipico
Disminuido
Disminuido
Aumentado
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Asociaciones de mutaciones con caracteristicas
citogenéticas y citopenias

Los estudios de Jeromin et al.'”? del grupo alemdn
MLL (Munich Leukemia Laboratory) estudian las
mutaciones del SF3B1 en 947 pacientes (825 SMD y
122 t-SMD) y encuentran que el SF3B1 se encuentra
mutado en el 50,8% de los SMD, sobre todo (100%)
en la ARSA y en las CRDM-SA (69,6%), por lo que
concluyen que esta asociado a la presencia de side-
roblastos anillados. Son mutaciones que permanecen
estables durante la evolucién de la enfermedad.

Este mismo grupo analiza las mutaciones de U2AF1
en 404 casos de SMD y concluye que estan mas fre-
cuentemente asociadas al subtipo AREB, que los pa-
cientes presentan niveles significativamente mas ba-
jos de leucocitos, hemoglobina y plaquetas y que las
mutaciones de U2AF1 se asocian con mucha frecuen-
cia a la presencia de del(20q).

Segin el estudio de Bejar er al."9, los genes muta-
dos que mas frecuentemente se asocian con un cario-
tipo especifico son el TET2 y el TP53. Mientras que
las mutaciones de TET2 estan sobreexpresadas en los
SMD con cariotipo normal (p = 0,005), las de TP53 se
observan en los pacientes con cariotipo complejo (p
< 0,001). De hecho, 8 de los 33 casos con TP53 mu-
tado (24,2%) tenian anomalias en 17p13, sugiriendo
que la mutacién y la pérdida del cromosoma 17p se
encuentran muy frecuentemente juntas, lo que hace
que desaparezca la actividad supresora del 17p nati-
vo. En contraste, las mutaciones de EZH2, que se lo-
caliza en la porcién distal del cromosoma 7q no se
asocian con las deleciones 7q.

Este mismo grupo de trabajo observa que las mu-
taciones de RUNX1, TP53 y NRAS se asocian (cada
una de ellas) con trombocitopenias graves. Los pa-
cientes con mutaciones de estos genes ademads tien-
den a tener un nimero elevado de blastos.

Finalmente, Mullier et a/."® encuentran una asocia-
cién frecuente entre la presencia de 20q- y las muta-
ciones U2AF1, SRSf2 y ASXL1.

Inmunofenotipo

Actualmente, el papel de la citometria de flujo (CF)
en el diagndstico y prondstico de los SMD esta fue-
ra de duda. Ya en 2009, el Grupo de Trabajo en Ci-
tometria de Flujo en los SMD dentro de la European
Leukemianet reporté las primeras iniciativas para
estandarizar el estudio de los SMD®®. Estas guias se
han ido definiendo y, en este momento, recomien-
dan que la CF en SMD incluya el estudio de anoma-
lias de valor establecido, como la expresién de an-
tigenos aberrantes en los progenitores mieloides asi
como alteraciones asociadas a la disgranulopoyesis
y la dismonocitopoyesis. En la Tabla 3 se exponen
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los pardmetros recomendados para valorar la displa-
sia por CF®. Los que parecen ser mds reproduci-
bles en estudios multicéntricos son: el porcentaje de
mieloblastos respecto a las células nucleadas tota-
les, el porcentaje de linfoblastos B respecto al total
de precursores CD34+, la intensidad media de fluo-
rescencia (MFI) de CD45 en los mieloblastos (expre-
sada como la ratio de MFI de CD45 entre mieloblas-
tos y linfocitos), y la distribucién de la sefal de SSC
de los granulocitos (expresada como la ratio entre
las modas de las distribuciones de SSC de los granu-
locitos y de los linfocitos®?Y. Este Gltimo pardme-
tro se relaciona con la segmentacién y la granula-
ridad (complejidad interna) de los granulocitos. Se
considera que existe mielodisplasia cuando hay dos
o mads alteraciones inmunofenotipicas.

El Grupo de Trabajo cree que el estudio inmu-
nofenotipico deberia ser considerado como parte del
diagndstico integrado de los SMD. Mas recientemen-
te, en un informe basado en los trabajos de los distin-
tos investigadores postulan que la CF puede ser de
gran ayuda en el diagnéstico diferencial entre la ARy
la CRDM. También puede ser muy ttil en el diagnds-
tico de la CRUD, en los SMD inclasificables y en la
citopenia idiopatica de significado incierto (JCUS)@2.

En relacién con otros subtipos de la OMS, se ha
reportado que el SMD con 5g- muestra un perfil in-
munofenotipico especifico: incremento de progenito-
res mieloides (< 2%), expresién aberrante de CD7 en
mas de un 15% de los progenitores, CD10 y CD71
normales en los granulocitos, ausencia de la expre-
sién aberrante de CD56 en monocitos y disminucién
de la expresién de CD71 en la serie eritroide®.

Resumen

Como en la mayoria de las hemopatias, la integra-
cién de todos los datos es fundamental para el diag-
néstico de SMD y para adecuar el tratamiento. La
morfologia, el inmunofenotipo y la citogenética nos
daran el diagnéstico del paciente y el prondstico que
puede refinarse con datos evolutivos como las nece-
sidades transfusionales. A la hora de decidir el trata-
miento del SMD, deberan tenerse en cuenta las en-
fermedades asociadas frecuentes debido a que estas
enfermedades son propias de personas de edad avan-
zada. En un futuro préximo las alteraciones molecu-
lares entrardn a formar parte tanto del diagnéstico
como del pronéstico de los SMD.
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Simposio del Grupo Espanol de Citologia Hematologica.
Anemia diseritropoyética congenita

COORDINADORAS: M.* ANTONIA DURAN PASTOR. Servicio de Hematologia.

Hospital Universitari Son Espases. Palma Mallorca
ESPERANZA TUSET ANDUJAR. Servicio de Hematologia. ICO.
Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta. Girona

-

Las anemias diseritropoyéticas congénitas (ADC) representan un grupo infrecuente de entidades he-
reditarias, en las que estd alterado el proceso de la eritropoyesis, del que resulta una eritropoyesis in-
eficaz que serd responsable de la anemia y de las diferentes anormalidades morfoldgicas de los eritro-
blastos de la médula ésea que caracterizan a estas enfermedades.

Los primeros casos publicados, como tales, fueron a partir de los afios 60 por el grupo de Crookston
(Congenital dyserythropoietic anemia. Abstr XIth Congress Internat Soc Hematol. Sydney; 1966)
para las ADC de tipo II, y el de Wendt y Heimpel (Kongenitale dyserythropoetische. Ana'mie bei ei-
nem eineiigen Zwillingspaar. Med Klinik 1967) en las de tipo I. Aunque han pasado mas de 50 afios
de estas primeras publicaciones y se ha progresado en esta enfermedad en todos los aspectos, en al-
gunos casos siguen siendo entidades de dificil diagnéstico. Por este motivo junto a las anomalias mor-
folégicas tan caracteristicas que acompanan a estas entidades, nos ha parecido de interés a nuestro
grupo proponer este simposio.

Hasta hace pocos afios las alteraciones citomorfolégicas caracteristicas en los eritroblastos han sido
la piedra angular del diagnéstico de las ADC y de ello nos hablard la Dra. Elisa Lufio, que revisara las
anomalias morfoldgicas tanto a nivel éptico como a nivel ultraestructural.

Mas recientemente se han identificado mutaciones en algunos de los genes implicados en la patoge-
nia de estas enfermedades, lo cual ha facilitado su diagnéstico molecular asi como su clasificacién e
identificacién de nuevas entidades, por lo que su conocimiento es de gran importancia. De ello nos
hablara la Dra. Leticia Ribeiro.

El manejo clinico y terapéutico de estos pacientes puede resultar complejo asi como las complicacio-
nes derivadas del mismo. La Dra. Diaz Heredia, con amplia experiencia en el tema, nos comentara

al respecto.

Y para finalizar el Dr. Ricardo Bernal nos presentard un caso clinico-citolégico que nos ilustrard todos

K los aspectos comentados en las diferentes ponencias.
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Aspectos citomorfologicos de las anemias diseritropoyeéticas

congénitas

Erisa LuNoO FERNANDEZ

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo

Introduccion

El término diseritropoyesis, independiente de la cau-
sa que lo origine, implica un trastorno selectivo du-
rante el proceso de maduracién de la eritropoyesis y
su consecuencia son las anomalias morfolégicas de
los precursores eritroblasticos y un defecto en la pro-
duccidn de eritrocitos. La diseritropoyesis es un ha-
llazgo comdn en enfermedades hereditarias y adqui-
ridas, lo que, unido a su variabilidad en la expresién
morfolégica, puede dificultar el diagnéstico. El tér-
mino diseritropoyesis relacionado con enfermedades
hereditarias fue utilizado por primera vez por Wendt
y Heimpel para casos de anemia diseritropoyética
congénita (ADC) de tipo I y por Crookston et al.®
para casos de ADC de tipo II.

Clasificacion de las ADC

En 1968, Heimpel y Wendt? propusieron clasifi-
car las ADC en tres tipos, incluyendo un tipo III que
habia sido descrito por Wolff y Von Hofe en 1951
como “multinuclearidad eritroide familiar”, y por
Bergstrom y Jacobsson® en 1962 como “eritrorreti-
culosis hereditaria benigna”. Las ADC son un grupo
heterogéneo de enfermedades hereditarias poco fre-
cuentes que se caracterizan por eritropoyesis inefi-
caz, que implica trastornos morfolégicos y funcio-
nales, una morfologia caracteristica en médula sea
maés evidente a nivel ultraestructural y un variable
grado de anemia. Las anomalias morfoldgicas de los
eritroblastos han sido la piedra angular del diagnds-
tico, pero, tras la identificacién de los genes causales
de muchas de ellas, el estudio molecular ha adquirido
un peso fundamental. Sin embargo, la clasificacién de
trabajo, clasica, basada en las alteraciones morfolé-
gicas y también en hallazgos serolégicos y bioqui-
micos en ADC de tipo I, sigue siendo todavia atil
en la préctica clinica. Para su diagnéstico, se requie-
re evidencia de anemia congénita o hereditaria con
ictericia; evidencia de diseritropoyesis ineficaz; mor-
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fologia tipica de los eritroblastos en médula 6sea y
exclusién de otras diseritropoyesis hereditarias que
acompafan a sindromes talasémicos, hemoglobino-
patias, déficit homocigoto de piruvato cinasa o a ane-
mias siderobldsticas congénitas, con las que compar-
ten el cardcter hereditario y la diseritropoyesis, pero
no los rasgos morfoldgicos, y que ademads se clasifi-
can por el correspondiente defecto subyacente. Los
sintomas de las ADC incluyen anemia de intensidad
variable, ictericia, hepatoesplenomegalia y sobrecar-
ga progresiva de hierro, mds manifiesta en los tipos
[y II. La sobrecarga férrica, presente incluso en pa-
cientes no transfundidos, se debe a un incremento de
la absorcién del hierro en el tracto intestinal y he-
mocromatosis, secundarias a eritropoyesis ineficaz,
que se asocia a supresién de la expresién de hepci-
dina en respuesta a una sefial de naturaleza desco-
nocida. Elevados niveles de citocinas como GDEF15,
miembro del factor transformante-f o como mwisted
gastrulaciéon (TWSG1)®, asi como elevados niveles
en suero de hemojuvelina (HJV)®), que por un meca-
nismo competitivo regula negativamente la hepcidi-
na, se han postulado como posibles mediadores de la
respuesta que desregula la homeostasis del hierro en
las ADC, también incluidas en el grupo de anemias
“que acumulan hierro”. Una excepcidn la constituyen
los casos familiares de ADC de tipo III, en los que el
componente hemolitico con hemosiderinuria crénica
condiciona incluso en ocasiones ferropenia secunda-
ria, a pesar de la diseritropoyesis ineficaz®.

Los criterios para su clasificacién en uno u otro de
los tres tipos clésicos se basaban en el patrén de he-
rencia, en las caracteristicas clinicas, en las alteracio-
nes morfolégicas presentes en médula ésea y en los
hallazgos serolégicos (Tabla 1)@, Desde 19689, se des-
cribieron distintas variantes, todas ellas ADC de dificil
diagnéstico, con diferencias en el tipo de herencia, en
la sintesis de cadenas de globina, variantes seroldgicas,
clinicas y las mas dificiles de definir y mas numerosas,
variantes morfoldgicas que no permitian encuadrarlas
en un subtipo concreto ya definido, algunas de ellas
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formas mixtas con sélo algunos de los rasgos morfo-
légicos de ADC tipos I y/o II, o con hallazgos dise-
ritropoyéticos inhabituales adicionales, e incluso con
una morfologia claramente distinta de la de los tipos

Tabla 1. Caracteristicas de las anemias diseritropoyéticas
congénitas de tipos Il

Tipo | Tipo Il Tipo Il
Herencia AR Herencia AR Herencia AD
Macrocitosis, TVCM ~ VCM normal Megalocitos en frotis
Cambios - Entropoyfe SI.S Cambios megaloblasticos
megaloblésticos normoblastica
Hasta 7% eritoblastos . . Eritroblastos gigantes
. Binuclearidad
binucleados . mononucleados
. ) en eritroblastos .
(ocasionalmente tri- oy ¥ Multinucleados (hasta 12
maduros (10-35%) . )
o tetranucleados) nicleos por célula)
"Dobles
membranas"
Puentes periféricas en Gigantismo y
internucleares eritroblastos y multinuclearidad
Cromatina hematies Hendiduras (clefts)*
en "esponja" d Glicosilacién de  intranucleares
0 "queso suizo" banda 3 en SDS- Lobulacion nuclear
PAGE Test de HAM
positivo

* Inespecificas
Wickramasinghe SN. Blood Rev 1998; 12:178-200
Wickramasinghe SN, Wood WG. Br J Haematol 2005, 131:431-446

clasicos. En la clasificacién propuesta por Wickrama-
singhe en 1998®), la anemia diseritropoyética similar
al tipo II pero con test seroldgicos negativos y llamati-
va multinuclearidad como en la de tipo 11, fue inclui-
da como ADC de tipo IV en el grupo de variantes®,
pero desaparecié como entidad en posteriores clasifi-
caciones'®!V ya que algunos de los casos publicados
fueron reclasificados como ADC de tipo II al repetir
el test de lisis en medio dcido con un mayor nimero
de sueros. Dentro de las ADC variantes, tipos IV-VII

, se fueron incluyendo como grupo casos con
tres o mas familias no relacionadas, entre ellas, ADC
con llamativa eritroblastosis postesplenectomia, ADC
con inclusiones intraeritrocitarias, entidad descrita por
Wickramasinghe®?, asignada como variante VII por
Wickramasinghe y Wood®? y que con los criterios de
clasificacién actuales propuestos por lolascon et al.tV
representa un tipo [V/KLF1 mutado™. Otra variante,
considerada extremadamente rara, es la eritropoyesis
ineficaz congénita sin displasia eritroide, también pu-
blicada por Wickramasinghe® como ictericia idiopati-
ca diseritropoyética. Finalmente, la anemia diseritro-
poyética con trombocitopenia se incluye en el grupo
de variantes XDAT/GATA1 mutado (Val205Met) de la
nueva clasificacion®®. La falta de criterios definitivos
morfolégicos, relacionados con el patrén de herencia
y sobre todo genéticos, para su asignacién, condujo a
la superposicién de entidades que ha hecho que ac-
tualmente se haya impuesto una clasificacién, basada

en el defecto molecular subyacente en cada una de las
ADC a,

Tabla 2. Caracteristicas de anemias diseritropoyéticas congénitas variantes

TIPO ADC SP Mo

Marcada hiperplasia eritroide, normoblastica

IVa Anemia severa transfusion-dependiente

Cambios diseritropoyéticos inespecificos leves/moderados

(marcada irregularidad del nicleo, cariorrexis)

IVb Anemia moderada

Hb normal o leve
v VCM normal o leve T
Hiperbilirrubinemia no conjugada

Hb normal o leve

Vi o
Macrocitosis

Similar a IVa

Hiperplasia eritroide leve o moderadamente megaloblastica
0 normoblastica
Poca o ninguna displasia eritroide

Hiperplasia eritroide con marcada megaloblastosis
Diseritropoyesis inespecifica

Marcada hiperplasia eritroide, normoblastica
Cambios diseritropoyéticos inespecificos con nicleos de forma irregular en muchos

Vil Anemia severa transfusion-dependiente

eritroblastos policromatdfilos

Inclusiones intraeritroblasticas que semejan precipitados de globinas
(no reaccionan con anti-ct/[3-globina)

ACD con marcada
eritroblastosis
postesplenectomia

Anemia leve/moderada
hipocrémica/normocrémica

Wickramasinghe SN, Wood WG. Br J Haematol 2005,;131:431-446
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Marcada hiperplasia eritroide

Cambios diseritropoyéticos inespecificos con nicleos de forma irregular en muchos
eritroblastos policromatdfilos

Ocasional eritroblastosis postesplenectomia
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Tabla 3. Caracteristicas de diferentes tipos de anemias diseritropoyéticas congénitas

TIPO ADC | Il 111 familiar 11l esporadica v Variantes
Herencia AR AR AD Variable AR/AD AD ¢de novo? AR/Ligada X
espontanea
N.° casos ~ 169 ~ 454 3 familias/60 <20 <10 >20
SP Macrocitos Normocitos Megalocitos Megalocitos I\.lormocnos. Variable
Eritroblastosis
) Normoblastica Megaloblastica Normoblast_ma
- Megaloblastosis . . . 3 Hiperplasia
M. dptica Binuclearidad Eritroblastos gigantes mono o .
Puentes . ) eritroide Variable
Mo intermucleares Eritroblastos y multinucleados diseritronoyética
maduros: 30-35% Multinuclearidad (hasta 12 x célula) poy e
Punteado basofilo
Hendiduras clefts intranucleares CDA-I-fike .
. “ » o CDA-II-like CDA-I-like
. Heterocromatina Doble membrana Cariorrexis . .
MET* MO B . o . . Inclusiones CDA-ll-like
en esponja periférica Nicleos de contorno variable y/o con . o
. . . citoplasmaticas Otras
diferente ultraestructura en la misma célula .
atipicas
Test HAM Negativo Habltuglrnente Negativo — —
positivo
Glicosilacion Alguna anomalia Muy anormal Alguna anomalia No estudiada - -
Gen implicado CODANINA-1 SEC13B KIF23 Desconacido KIF1 Desconacido/GATA-1
Cromosoma 15g15.1-15..3 20p11.2 15921-25 Desconacido 19p13.2 Desconocido/Xp11.23

1 Microscopio electrdnico de transmision
lolascon A et al. Haematologica 2012;97:1786-1794
Liligholm M et al. Blood 2013; doi:10.1182/blood-2012-10-461392

Jaffray JA et al. Blood Cells Mol Dis 2013; Mar 20, doi: 10.1016/j.bcmd.2013.02.006

La principal causa de anemia en las ADC es la diseri-
tropoyesis, defecto cualitativo en la serie eritroblas-
tica que provoca eritropoyesis ineficaz, aumentada
destruccién intramedular de hematies y sus precur-
sores y con frecuencia una vida media acortada. El
patrén de herencia no siempre es facil de establecer,
sobre todo en familias con pocos descendientes y/o
en los que la historia familiar es negativa, lo que, uni-
do ala escasa frecuencia de las ADC y al cardcter con
frecuencia moderado y bien tolerado de la anemia,
hace que en maés del 60% de los casos, a pesar de la
existencia de anemia y/o hiperbilirrubinemia cono-
cidas, el diagnéstico se haga en la edad adulta®. El
estudio morfoldgico, primer paso para el diagnésti-
co de todos los tipos de ADC, debe ser seguido de
test de confirmacién, bioquimicos y genéticos. En
médula 6sea, hay hiperplasia eritroblastica con ele-
vada proporcién de eritroblastos displasicos, que no
se acompafa de displasia de las series granulocitica o
megacariocitica. Algunas publicaciones de la década
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de los 70 sugerian una posible afectacién multilineal
basada en la observacién de anomalias del contorno
nuclear en algunos neutréfilos® y en la presencia de
“duplicacién de membranas” en las tres series mie-
loides, pero estos hallazgos no fueron confirmados
en publicaciones posteriores. La eritropoyesis inefi-
caz se refleja en la cifra de reticulocitos, subdoptima
para el grado de anemia, mientras que existe hiper-
plasia eritroblastica. La cifra absoluta de reticulocitos
suele ser normal, baja o sélo ligeramente elevada. La
LDH estd aumentada. La hiperbilirrubina indirecta y
la disminucién o ausencia de haptoglobina son refle-
jo del aumento de hemolisis intra- y extravascular.
Las pruebas ferrocinéticas confirman el aumento del
turnover del hierro y una reducida utilizacién del *Fe,
pero actualmente no se utilizan. Por ello, el diagnds-
tico de ADC debe ser considerado cuando la respues-
ta reticulocitaria es subdptima para el grado de ane-
mia, en un paciente con hiperplasia eritrobléstica, o
cuando existe hiperbilirrubinemia inexplicada o so-
brecarga férrica. Puesto que la diseritropoyesis es con
frecuencia el resultado de un defecto adquirido de la
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stem cell y estd presente en SMD, leucemias agudas,
tras la exposicién a téxicos ambientales u otros téxi-
cos que afectan a la médula ésea, por deficiencias de
B,,, folato o hierro, o infeccién por parvovirus B, es-
tas entidades deben ser excluidas. Particularmente en
SMD vy eritroleucemias, los rasgos diseritropoyéticos
pueden imitar a los de las ADC. Entre las pruebas que
pueden facilitar el diagnéstico diferencial estd el es-
tudio citogenético, ya que las ADC no se asocian con
anomalias citogenéticas, y la PAS negatividad eritro-
blastica.

Anemia diseritropoyética congénita tipo |

Alrededor de 169 casos han sido registrados en el
mundo hasta 2012. La incidencia estimada en Euro-
pa, es de 0,24 x 1.000.000 de nacimientos/afno®. El
patrén de herencia es autosémico recesivo. A lo lar-
go de la vida la anemia, macrocitica con VCM > 110
fL en el 75% de los casos, suele ser moderada (Hb
80-110 g/L) y no requiere transfusion, excepto en in-
tervenciones quirdrgicas, infecciones intercurrentes o
embarazo. Sélo unos pocos casos son transfusién-de-
pendientes. Los sintomas clinicos son muy variables
e incluso pueden pasar desapercibidos. En adultos
con ADC de tipo I es frecuente la sobrecarga férrica,
con niveles de ferritina de entre 600 y 1.500 pg/L e
IST elevados en suero, incluso en pacientes no trans-
fundidos. Algunos pacientes tienen hemosiderinuria,
que puede prevenir o limitar la sobrecarga férrica.

Hallazgos morfologicos a nivel optico

En el frotis de sangre periférica, la macrocitosis, mo-
derada, es constante, incluso en algunos casos en
los que el VCM es normal. Hay anisopoiquilocito-
sis, eliptocitos, punteado baséfilo y, en algunos casos,
anillos de Cabot, inclusiones intracitoplasmaticas se-
mejantes a los cuerpos de Howell-Jolly en pacientes
no esplenectomizados y eritroblastosis. Cuando la
poiquilocitosis es intensa, se asocia a una reduccién
en la proteina de membrana 4.1. En médula ésea, hay
intensa hiperplasia eritroblastica y signos evidentes
de diseritropoyesis. Las anomalias de los progenito-
res eritroides afectan al tamafio celular, al aspecto de
la cromatina, a la morfologia del o de los nicleos y
al aspecto del citoplasma, comienzan por debajo del
estadio de proeritroblasto y se hacen mas llamativas
en los eritroblastos policromatéfilos. Los eritroblas-
tos son con frecuencia de tamafio superior al normal,
hay cambios megaloblasticos y anisocromia nucleo-
citoplasmatica que hace dificil distinguir entre los po-
licromatdfilos y los ortocromaticos, pues el grado de
hemoglobinizacién citoplasmaética parece retrasa-
do respecto al ndcleo. Las anomalias que afectan a
la cromatina en diferentes grados son las mas carac-
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teristicas y numerosas y predominan en la periferia
nuclear. Areas densas, oscuras, hipercromaticas, al-
ternan con areas translicidas netamente separadas,
como reflejo de la desigual distribucién y condensa-
cién de la cromatina (Figura 1 a y c). En las células
mas severamente afectadas, el nicleo puede llegar a
ser sélo una masa homogénea por haber perdido la
estructura cromatinica (Figura 1 b). Algunos ntcleos
de gran tamafio ocupan la célula casi por completo
y su contorno puede tener forma oval, en balén de
rugby o calabaza (Figura 1 e-f). Con menos frecuen-
cia, hay formas tri- y, sobre todo, binucleadas con nu-
cleos de diferentes tamafios y con diferente estruc-
tura cromatinica, en los que la separacién entre los
nucleos no siempre es completa (Figura 1 d-f). Tanto
en el nacleo como en el citoplasma la afinidad tinto-
rial estd reducida. Son también muy caracteristicos,
aunque presentes en escaso porcentaje (0,6-3%)"19,
los puentes internucleares que unen dos nucleos de
una misma célula o células incompletamente dividi-
das (Figura 1 ¢, d y ). Algunos autores elevan su fre-
cuencia al 20%" pero probablemente incluyan en
este porcentaje otras anomalias relacionadas con la
divisién de los eritroblastos. A nivel citoplasmatico
puede haber vacuolizacién y zonas decoloradas por
irregular hemoglobinizacién. Otras anomalias inclu-
yen puentes intercitoplasmaticos, punteado baséfi-
lo grueso, cuerpos de Howell-Jolly, mitosis atipicas,
fragmentacién nuclear, cariorrexis y picnosis (Figu-
ra 1 a, d, e yf). Al diagnéstico, suele haber aumen-
to de hierro en el SMF sin sobrecarga ni sideroblastos
en anillo, excepto en los casos diagnosticados en eda-
des més avanzadas.

Hallazgos ultraestructurales

Las alteraciones morfolégicas a nivel ultraestructu-
ral son caracteristicas, predominando las alteraciones
de las estructuras nucleares de los eritroblastos so-
bre las citoplasmaticas®. Cabe resaltar, entre todas
ellas, la especial apariencia de la cromatina, las nu-
merosas anomalias de la maduracién y forma del nd-
cleo, las alteraciones de la membrana nuclear y los
puentes internucleares. Los proeritroblastos presen-
tan rasgos megalobldsticos, pero las anomalias tipi-
cas se detectan por debajo de ese estadio y aumen-
tan con la maduracién, siendo muy llamativas en los
eritroblastos tardios, principalmente desde el poli-
cromatoéfilo. A nivel nuclear, la “cromatina en espon-
ja” es la anomalia mds constante (30-60%) y carac-
teristica (Figura 2 a-h)®D, En la cisterna perinuclear,
hay ensanchamiento de los poros nucleares, mas nu-
merosos y amplios en las células mas maduras, con
llamativas invaginaciones y protrusiones de la mem-
brana nuclear de tamafio variable (Figura 2 e). La ro-
tura, frecuente, de los poros nucleares dilatados per-
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Figura 1. ADC tipo I: a, c) Eritroblastos con anomalias de la cromatina. Areas densas alternan con areas traslicidas en la periferia
nuclear. Eritroblasto binucleado cuyos niicleos tienen diferente estructura cromatinica (*). Mitosis atipica. b) Niicleo que es sélo una
masa homogénea (*). c) Puentes internucleares (puntas de flecha). Inclusion amorfa intracitoplasmatica (*). d) Cuerpo de Howell-Jolly
(flecha). Puente internuclear. e) Mitosis atipica. Células con binuclearidad incompleta (flechas). Nicleo en calabaza. f) Nicleos en

calabaza. Puente internuclear (punta de flecha). Nicleo en trébol. MGG.

Figura 2. ADC tipo I: a-h) Niicleos tardios con “cromatina en esponja” o “queso suizo”. a y e) Ensanchamiento de los poros nucleares
con/sin rotura (flecha, *). b) Nicleo de contorno irregular con intensa dilatacion de la membrana nuclear que engloba areas
citoplasmaticas que han perdido su estructura y presentan un aspecto amorfo (flecha). c) Eritroblasto incompletamente dividido, con
dilatacion de la membrana nuclear que contiene material amorfo (*). d) Division incompleta. Los dos trozos nucleares estan unidos
por un puente de cromatina. f) La dilatacion de los poros y su rotura permite la entrada de organelas citoplasmaticas en el niicleo (*).
g) Eritroblasto con mitocondrias cargada de micelas ferruginosas que han penetrado en el nicleo a través de la membrana nuclear
rota (flechas). Reticulocito con sideroacrestia (flecha). h) Desorganizacion de la cromatina nuclear que deja una gran area vacia (*).

Microscopia electronica de transmision (MET). Doble contraste.
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mite la penetracién de material citoplasmatico en el
area nuclear, pudiéndose observar distintas organelas
citopldsmicas como clusters de ribosomas o mitocon-
drias cargadas de micelas ferruginosas en casos con
sideroacrestia, y también figuras mielinicas (Figura 2
£y g). En ocasiones, la intensa desorganizacién de la
cromatina nuclear conduce a la desaparicién de gran-
des dreas del contorno nuclear (Figura 2 h). El espacio
perinuclear est4 con frecuencia dilatado y en él no es
infrecuente encontrar también figuras mielinicas (Fi-
gura 2 b-d), que también se pueden identificar en en-
tidades relacionadas como anemias hemoliticas y he-
moglobinas inestables. Como resultado de divisiones
nucleares incompletas, algunos nicleos tienen forma
oval o de balén de rugby, mientras que otros mues-
tran una clara segmentacién medial y adoptan for-
ma de calabaza, unidos ambos segmentos por una
amplia drea (Figura 2 c). Se observan también algu-
nas formas tri- y, sobre todo, binucleadas, cuyos ni-
cleos tienen distinta estructura cromatinica y diferen-
te tamafo. A veces uno de ellos es sélo un pequefio
“brote” o trozo nuclear. Son caracteristicos los puen-
tes cromatinicos internucleares, que, procedentes de
la zona mas marginal de dos nucleos y rodeados de
una vaina estrecha de citoplasma, unen dos ntcleos
de una misma célula o nicleos de dos células dife-
rentes (Figura 2 d), puentes y trozos nucleares que
también pueden estar presentes en los SMD y sobre
todo en la eritroleucemia. A nivel citopldsmico son
frecuentes las invaginaciones y vesiculas de rofeoci-
tosis, los clusters de ferritina y el depésito de mice-
las ferruginosas intramitocondriales. Aunque algunos
autores consideran que el depdsito de micelas ferru-
ginosas intramitocondriales, formando o no un ani-
llo perinuclear, que refleja sideroacrestia y conduce
a la degeneracién de las crestas e incluso de la mem-
brana mitocondrial, es mds frecuente durante la evo-
lucién y no al diagnéstico, en distintas publicaciones
que tratan de los hallazgos ultraestructurales en esta
entidad y en nuestra experiencia, estd presente con
frecuencia y es més llamativo en los reticulocitos®®
(Figura 2 g). Es probable que los casos diagnosticados
en la edad adulta contribuyan a este hallazgo. Otras
entidades hereditarias en las que la anormal sobrecar-
ga de hierro es caracteristica como la anemia sidero-
blastica congénita o el sindrome de Pearson, afeccién
congénita caracterizada por anemia siderobléstica y
disfuncién pancredtica exocrina por deleciones en el
ADN mitocondrial, no comparten las peculiares ca-
racteristicas nucleares y/o citopldsmicas de las ADC.

Serolégicamente, el test de lisis en medio acidifica-
do es negativo y la aglutinabilidad con anti-i es nor-
mal. En algunos casos, el nivel de HbA, estd aumen-
tado y en otros se han descrito desequilibrios en las
cadenas de globina que no indican necesariamente
coexistencia de B-talasemia.
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El gen responsable de la ADC de tipo I fue mapea-
do en el cromosoma 15q15.1-q15.3 en 1998, e iden-
tificado y designado como CDAN1 en 2002"”. Codi-
fica la proteina codanina-1 y estd mutado en el 89%
de los pacientes con ADC de tipo I, por lo que debe
existir un locus genético alternativo®?.

Anemia diseritropoyética congénita de tipo Il

El nimero de casos registrados y/o comunicados en
el mundo es superior a 454. Es la mas frecuente de las
ADC, con una prevalencia global en Europa de 0,71
casos x 1.000.000 de nacimientos/afio, muy variable
entre los distintos paises europeos, de 0,04 en Escan-
dinavia a 2,49 en Italia, sobre todo en el Sur®™. Se co-
noce también por el acrénimo HEMPAS, siglas que
hacen referencia a la multinuclearidad y a la positi-
vidad del test de lisis en medio acidificado. Se here-
da con caracter autosémico recesivo y afecta a la via
normal de diferenciacién-proliferacién de la linea eri-
troide®.

Los hallazgos clinicos incluyen anemia moderada,
ictericia (90%), esplenomegalia (70%) o hepatome-
galia (45%), también presentes en la esferocitosis he-
reditaria, entidad con la que se ha confundido con
alguna frecuencia ya que, ademas, el test de fragili-
dad osmética da resultados similares en ambas. El
diagndstico puede ser hecho a cualquier edad, y en
la practica clinica, se basa inicialmente en el estudio
morfolégico de la médula 6sea. La anemia sélo suele
requerir transfusién en un 10% de los pacientes®'? y
el 7% son transfusién-dependientes™. La incidencia
de manifestaciones clinicas de sobrecarga férrica in-
cluso en pacientes no transfundidos es aproximada-
mente del 20%0.

Hallazgos morfolagicos a nivel optico

La anemia es habitualmente normocitica. Los pocos
casos con microcitosis se han descrito en pacientes
con ferropenia o talasemia heterocigota asociadas. El
grado de anemia es muy variable, en general mode-
rada, en torno a 80-100 g/L. La sangre periférica es
muy poco especifica. Suele haber discretas aniso- y
poiquilocitosis, punteado baséfilo ocasional y algin
esferocito®. Habitualmente no hay eritroblastos cir-
culantes y, cuando los hay, la caracteristica binuclea-
ridad sugiere el diagnéstico. La cifra de reticulocitos
es variable, normal o ligeramente elevada, pero siem-
pre inadecuada para el grado de anemia. Este dato es
el mas relevante para el diagnéstico diferencial con la
esferocitosis hereditaria. En médula ésea, hay intensa
hiperplasia eritrobléstica, eritropoyesis ineficaz, mul-
tinuclearidad, sobre todo binuclearidad, de predomi-
nio ortocromatico en el 10-50% de los eritroblastos
y cariorrexis (Figura 3 a-h). Una pequefa proporcién
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de eritroblastos mas precoces pueden ser binuclea-
dos. A partir de eritroblasto baséfilo hay cierto gra-
do de microcitosis, méas llamativa en los eritroblastos
binucleados mas maduros (Figura 3 b). A veces, los
eritroblastos dan la impresién de estar pegados unos
a otros simulando células con cuatro nucleos (Figu-
ra 3 )3, En cada célula, los nicleos suelen ser del
mismo tamarfio y forma, grado de madurez y con-
tenido de ADN (Figura 3 a-h). Otros rasgos diseri-
tropoyéticos incluyen cariorrexis y picnosis, nicleos
irregulares en forma de trébol, puentes intercitoplas-
maéticos, punteado baséfilo, cuerpos de Howell-Jolly
(Figura 3 b-c). Los macréfagos “pseudo-Gaucher” con
inclusiones birrefringentes en forma de aguja son fre-
cuentes (Figura 3 g), pero pueden estar también pre-
sentes en ADC de tipo 119,

Hallazgos ultraestructurales

Aunque a nivel éptico las anomalias predominantes
son nucleares, en la ADC de tipo I, el estudio al mi-
croscopio electrénico de transmisién (MET) permi-
te demostrar que las anomalias més llamativas y fre-
cuentes son citoplasmaticas. La mdas caracteristica es
la presencia de un exceso de cisternas de reticulo en-
doplasmico (RE) que, a modo de “dobles membra-
nas”, se disponen paralelas a 40-70 nm alrededor de
la membrana citoplasmadtica y confieren un aspecto
tipico a los eritroblastos y hematies (Figura 4 a-h). En
los proeritroblastos, se pueden ver algunos trazos de

lamelas de RE, pero se disponen al azar en trazos cor-
tos discontinuos o en un polo de la célula. En los eri-
troblastos tardios, en los que la multinuclearidad es
mas frecuente, las “dobles membranas” de reticulo
endoplasmico residual, lisas en su mayoria, aunque
pueden tener algunos ribosomas en la cara situada
frente al nucleo, se disponen alrededor de la membra-
na plasmadtica en su cara interna de forma continua
o discontinua, ligadas en algunas células a la mem-
brana nuclear (Figura 4 a). Ademads de esta localiza-
cién tipica, en algunos eritroblastos, varias lamelas de
“doble membrana” enrolladas concéntricamente for-
man “bucles periféricos”. Para algunos autores®, la
“doble membrana” continua impide la rofeocitosis y
la expulsién del nucleo y, como consecuencia, apa-
rece la picnosis, pero para otros" ambas estructuras
pueden coexistir y ésa es también nuestra experien-
cia, ya que hemos podido identificar invaginaciones
y vesiculas de rofeocitosis entre ambas membranas e
incluso clusters de ferritina por delante de la cisterna
de reticulo endopldsmico en la cara situada frente al
nucleo, hallazgo que indica que la presencia de “do-
ble membrana” continua no impide la rofeocitosis o,
al menos, no la impide completamente. A nivel nu-
clear, frecuente multinuclearidad con predominio de
formas dobles en eritroblastos tardios y cariorrexis
(Figura 4 a, ¢ y e). En las formas binucleadas, los nu-
cleos suelen ser del mismo tamafo, forma y grado
de madurez cromatinica. En ocasiones, hay aumen-
to de los poros nucleares, si bien este hallazgo es mu-

Figura 3. ADC tipo II: a-h) Eritroblastos multinucleados, sobre todo binucleados, de predominio ortocromatico. a,b) Mitosis bipolar. b-f)

Eritroblastos bi- y trinucleados con nicleos, en general, del mismo tamaio y forma (flechas). c) Fragmentacion nuclear (flechas). e)

Dos eritroblastos binucleados adosados que semejan una célula con cuatro nicleos (flecha). g) Macroéfago pseudo-Gaucher (*). MGG.

h) Eritrofagocitosis. Perls (*).
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Figura 4. ADC tipo Il: a-g) Etritroblastos mono-binucleados, reticulocitos y hematies con “dobles membranas” paralelas alrededor de

la membrana citoplasmica continuas o discontinuas (flechas). a) Eritroblasto binucleado con aumento de poros nucleares y trazos

discontinuos de “doble membrana” ligadas a la membrana nuclear. c) Eritroblasto con nicleo picnético, vacuola y figura mielinica

en el citoplasma (*). h) Macrofago con eritrofagocitosis de un eritroblasto con niicleo picnético y hematies con restos de “doble

membrana” (flecha). MET, doble contraste.

cho menos frecuente y llamativo que en la ADC de
tipo I (Figura 4 a). No suele haber depésitos de mi-
celas ferruginosas intramitocondriales®®. Los macré-
fagos muestran sobrecarga férrica, figuras mielinicas,
fenémenos de eritrofagocitosis de eritroblastos y he-
maties con doble membrana e inclusiones que justifi-
can el aspecto “pseudo-Gaucher” descrito a nivel 6p-
tico (Figura 4 h).

Tomadas en conjunto, bi- o multinuclearidad de
eritroblastos tardios, cariorrexis, presencia de lame-
las de reticulo endoplasmico liso y células pseudo-
Gaucher sugieren un defecto de la citocinesis y del
transporte vesicular.

La ADC de tipo II presenta hallazgos seroldgicos
adicionales, como positividad para el test de lisis (o
aglutinacién) en suero acidificado con algunos sue-
ros ABO compatibles. La reaccién se debe a la pre-
sencia en el suero del 40-60% de adultos sanos, de
un anticuerpo tipo IgM (anti-HEMPAS) que recono-
ce un antigeno presente en los hematies de ADC de
tipo II, pero no en los hematies normales. La dificul-
tad radica en el gran nimero de sueros habitualmen-
te necesarios para demostrarla. Al contrario que en la
hemoglobinuria paroxistica nocturna, el test es nega-
tivo con suero autélogo y de heterocigotos. Hay ele-
vada aglutinabilidad de los hematies con suero anti-
i debido a la expresién aumentada del antigeno i®.

Hallazgos bioquimicos adicionales muy especifi-
cos que demuestran anomalias de la membrana del
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eritrocito son: reducida glicosilacién de la banda 3 y
4.5 y patrén caracteristico de emigracién de la ban-
da 3, estrecha y de emigracién rapida, en electrofo-
resis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), que es clave para el diagndstico
y sugiere un defecto en el transporte vesicular. Iolas-
con et al.™ proponen que los casos, excepcionales, en
los que no es posible demostrar ese patrén de emi-
gracién deben ser considerados ADC de tipo II-/ike.
Mediante Western blot, es posible demostrar la pre-
sencia de proteinas del reticulo endopldsmico como
GRP-78, calreticulina y disulfuro isomerasa (PDI) en
la superficie celular y este hallazgo, unido a la exis-
tencia de “doble membrana”, sugiere que el defecto
se localiza inmediatamente después de la produccién
de proteinas del reticulo endoplasmico. Al fallar su
procesamiento normal, aparecen en la superficie ce-
lular.

El gen SEC23B, responsable de la ADC de tipo II,
fue mapeado en el cromosoma 20q11.2 en 1997, e
identificado y designado como CDAN2Z en 2009. Co-
difica un componente central del complejo proteico
de revestimiento COPII, que forma vesiculas reves-
tidas que participan en el transporte de proteinas del
reticulo endopldsmico al aparato de Golgi®”. Se han
descrito 60 mutaciones, que confirman su heteroge-
neidad genética. Estudios recientes investigan posi-
bles asociaciones entre el tipo de mutacién y distin-
tos pardmetros bioldgicos y clinicos®?.
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Anemia diseritropoyética congénita de tipo Il

Es la menos frecuente de los tres tipos cldsicos. Se
han descrito globalmente alrededor de 60 casos®?. Se
reconocen dos formas, una familiar autosémica do-
minante, y otra esporadica, por homocigosis para un
gen recesivo o por una mutacién espontdnea de ca-
rdcter dominante, la menos frecuente, con menos de
20 casos estudiados®?1%2). La ADC de tipo III se ca-
racteriza por anemia hiporregenerativa, en general le-
ve-moderada, que no suele requerir transfusién. Su
curso relativamente benigno permite, en la mayoria
de los casos, alcanzar la longevidad. Los casos espo-
radicos presentan grandes diferencias en su presen-
tacién clinica, lo que sugiere una alteracién genética
distinta, que podria justificar que los casos esporadi-
cos no hayan sido incluidos en el tipo III de la clasi-
ficacién propuesta por Iolascon et al.®V a pesar de las
evidentes coincidencias de las, por otro lado escasas,
descripciones morfolégicas sobre todo ultraestruc-
turales®*2V. La anemia es debida a eritropoyesis in-
eficaz y hemolisis intravascular con hemosiderinuria
crénica®, que explica por qué en los pacientes afectos
de la familia sueca no se ha demostrado sobrecarga
férrica, a diferencia de lo que ocurre en ADC de tipos
[y II. La haptoglobina esta baja o ausente, y la LDH
elevada. En la familia sueca, la timidina-cinasa sérica
estd muy elevada. Los estudios seroldgicos y bioqui-
micos muestran resultados variables, aunque es po-
sible que la glicosilacién de la banda 3 también sea
anormal en ADC de tipo IIL

Hallazgos morfolagicos a nivel optico

La mediana de Hb es de 118 g/L (rango: 80-143), el
VCM normal o sélo ligeramente elevado, y la cifra de
reticulocitos normal o ligeramente descendida. En el
frotis de SP hay intensas anisopoiquilocitosis, mega-
locitos a veces gigantes, y punteado baséfilo. El estu-
dio de la médula 6sea muestra hiperplasia eritroblas-
tica con multinuclearidad (> 30%)©%, gigantismo
celular y anomalias inespecificas de la estructura cro-
matinica nuclear, que son visibles, aunque con esca-
sa frecuencia, también en los proeritroblastos que ex-
hiben formas megaloblasticas bi- o multinucleadas e
incompleta separacién de los nicleos. Puede haber
hasta 12 nicleos en una sola célula, y algunos ele-
mentos con 12 nicleos se ven desde el estadio basé-
filo, pero la proporcién de elementos multinucleados,
cuyos nucleos con frecuencia tienen diferente tama-
fo, forma y afinidad tintorial, aumenta con la madu-
racién eritroblédstica y en esos estadios puede haber
también picnosis y fragmentacién nuclear muy irre-
gular. En conjunto, los elementos binucleados pre-
dominan en todos los estadios. La segunda caracte-
ristica celular mds importante es el gigantismo, que
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condiciona gran anisocitosis y macrocitosis entre los
eritroblastos mono- y multinucleados. Como es [6-
gico, el aumento de tamafo estd ligado a la multinu-
clearidad. En las formas maduras, el citoplasma tam-
bién puede ser amplio, lo que hace que en las células
con un numero elevado de nicleos el tamafio pue-
da alcanzar 100 p. Otras anomalias incluyen mitosis
multipolares y cariorrexis. La presencia de gigantis-
mo y multinuclearidad es un hallazgo poco frecuen-
te en las diseritropoyesis, excepto en la ADC de tipo
III, en la que su hallazgo, constante, define las carac-
teristicas morfolégicas de la entidad y constituye la
prueba diagndstica®1V. Las anomalias de la estruc-
tura cromatinica pueden ser variables y sélo estan
presentes por debajo del estadio proeritroblasto-ba-
séfilo. Con la maduracién algunos nicleos presentan
anomalias semejantes a las observadas en el tipo I,
bloques irregulares de cromatina densa separados
por zonas claras de amplitud variable, aspecto picné-
tico en los ntcleos de eritroblastos ortocrométicos,
mientras que otros tienen, por el contrario, aspecto
decolorado, apolillado. En el citoplasma las anoma-
lias se suelen observar en las formas maduras, zonas
decoloradas con punteado baséfilo que ocupan una
parte importante del citoplasma. Las anomalias mor-
folégicas permanecen estables en afectados de la fa-
milia sueca que fueron reexaminados 10-25 afos des-
pués del diagnéstico.

Hallazgos ultraestructurales

Los estudios ultraestructurales en ADC de tipo III son
escasos y es posible que las anomalias presentes en
este subtipo no hayan sido todavia completamente
descritas®'#?Y. Rasgos megalobldsticos, gigantismo y
multinuclearidad estdn presentes desde el estadio de
proeritroblasto, y varios centriolos pueden ser visi-
bles en un drea de Golgi muy desarrollada. Suele ha-
ber asincronias en el tamario, forma, maduracién y di-
visién de los distintos nicleos de una misma célula, lo
que sugiere un defecto en la transmisién de informa-
cién de un nicleo a otro. En algunas células multi-
nucleadas, dos o mas trozos nucleares parecen adhe-
ridos, y la membrana nuclear puede estar rota en esa
area. Otros hallazgos diseritropoyéticos, para unos au-
tores caracteristicos y para otros inespecificos®, inclu-
yen extensas hendiduras, grietas o clefts situadas cerca
de la membrana nuclear interna y que aumentan con
la maduracién, lobulacién del contorno nuclear, dupli-
cacién, pérdida o extensa mielinizacién de la membra-
na nuclear, y nicleos picnéticos muy lobulados en vias
de autolisis que han perdido la membrana nuclear y
presentan en el citoplasma grandes vacuolas autofagi-
cas. Estas anomalias se observan tanto en células mul-
tinucleadas como monolobuladas. El citoplasma pue-
de contener, adem4s, siderosomas, clusters de ferritina,
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figuras mielinicas, haces de microfilamentos, inclusio-
nes que recuerdan precipitados de cadenas de globina
y mitocondrias anormales con edema, vacuolizacién
y rotura de las crestas, que no suelen contener mice-
las ferruginosas®. Los reticulocitos, a veces gigantes,
pueden contener figuras mielinicas y vacuolas. Tam-
bién se han descrito, en escaso porcentaje de células,
“cromatina en esponja” y trazos de “doble membra-
na” citoplasmatica, caracteristicas de ADC de tipos I
y II. En el caso esporadico descrito por Sigler er al.®),
el estudio ultraestructural demostré también hendidu-
ras e hiperlobulacién y, ademads, rotura de la membra-
na nuclear con derrame de material nuclear al citoplas-
ma circundante.

Los estudios del contenido de ADN de los eritro-
blastos demuestran en las células eritroides mono-
y multinucleadas, un elevado contenido de ADN de
hasta 28n y 48n respecto al 2n normal, y que cuando
los nicleos de una célula multinucleada son de dife-
rente tamano el contenido de ADN varia tanto mas
cuanto mayor es la diferencia®!®.

El gen KIF23, responsable de la ADC de tipo III, fue
mapeado por Lind et al. en el cromosoma 15q21-q25
en 1995,1Y e identificado por Liljeholm et al., en pa-
cientes afectos de las familias sueca y americana en
2013@2, Codifica una quinesina mitdtica conservada,
MKLP1, crucial para la citocinesis. La mutacién que
causa el fracaso de la citocinesis es consistente con la
caracteristica multinuclearidad que define las altera-
ciones morfolégicas de ADC de tipo IIL

Anemia diseritropoyética congénita de tipo IV

Desde que en 2010 se identificara una mutacién do-
minante en el gen KLF1 como causa de anemia dise-
ritropoyética congénita®, diversos estudios analizan
descripciones previas de ADC consideradas varian-
tes!) a la vez que se publican nuevos casos®* con
caracteristicas comunes, que de forma cada vez mds
homogénea, intentan avanzar en el conocimiento del
perfil clinico, morfologia, biologia y genética de la
ADC de tipo IV de la clasificacién actual®b.

Aunque se trata de unos pocos casos aislados®1¥),
los pacientes descritos, diagnosticados durante el pe-
riodo neonatal o en la infancia, presentan anemia he-
molitica severa y diseritropoyesis asociada, que re-
quiere transfusién en los primeros afios de vida. La
bilirrubina indirecta y la LDH estan elevadas, y la
haptoglobina es indetectable. En algin caso hay so-
brecarga férrica no del todo justificada por la historia
transfusional®?.

Hallazgos morfolagicos a nivel optico

La cifra de Hb oscila entre 50 y 95 g/L; el VCM es nor-
mal; y la cifra de reticulocitos, normal o elevada. En el
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frotis de SP se describe anisopoiquilocitosis, keratoci-
tos, esquistocitos, esferocitos e intensa eritroblastosis,
que puede superar el 200% y aumenta postesplenec-
tomia, la mayoria ortocromaticos sélo aisladamente
enucleados,"® con rasgos displasicos. En médula ésea
hay hiperplasia eritroblastica con rasgos diseritropo-
yéticos poco especificos, irregularidades del contorno
nuclear, gemacién o protrusién nuclear, cariorrexis, bi-
nuclearidad ocasional, punteado baséfilo e inclusiones
citoplasmaticas atipicas de color gris azulado palido,
con frecuencia asociadas a punteado baséfilo, estas dl-
timas, sélo en algin caso®?.

Hallazgos ultraestructurales

Las aisladas descripciones ultraestructurales inclu-
yen, junto a anomalias inespecificas que afectan a
eritroblastos tardios, entre ellas, niicleos de contor-
no irregular, duplicacién de la membrana nuclear o
vacuolas autofégicas, algunos rasgos mixtos de ADC
[y II, como invaginaciones de la membrana nuclear,
alteraciones de la cromatina y “doble membrana” pe-
riférica, que no encajan en ninguno de los tipos cla-
sicos de ADC. En el paciente de Taiwan®, se ha-
bla de un material precipitado intranuclear pero no
se describe. S6lo en dos de los casos?'9), se sefala
como caracteristica la presencia de inclusiones atipi-
cas en eritroblastos tardios y reticulocitos, que fueron
descritas con todo detalle por Wickramasinghe en
19912 como: a) agregados de material amorfo elec-
trén-denso que pudiera corresponder a ribosomas o
a precipitados de alfa-globina; b) inclusiones tubulo-
saculares redondas o en forma de donuts, que pudie-
ran corresponder a lamelas de reticulo endoplasmico
liso y saculos del Golgi, mds o menos compactas, en
ocasiones rodeadas por mitocondrias y que pueden
estar conectadas a la membrana nuclear y/o plasma-
tica; o c) inclusiones cilindricas elongadas.

Hallazgos adicionales importantes en todos los ca-
sos son los niveles elevados de HbF (~ 40%) y la ex-
presién reducida de acuaporina AQP1 y CD44. La
deficiente expresién de AQP1 condiciona una redu-
cida permeabilidad al agua, y la de CD44 en los he-
maties y eritroblastos circulantes no se acompafia de
cambios de su expresion en granulocitos y otros leu-
cocitos. Ambas estdn reguladas por el gen KLF1, que
también tiene un papel critico en la regulacién de los
genes de la globina fetal.

Estudios in vitro de células CD34+ aisladas de la
sangre periférica®® muestran una proliferacién y di-
ferenciacién eritrobléstica normal, pero imperfecta
capacidad de enucleacién y, en alguno de los pacien-
tes, persistencia de zeta-globina embrionaria y movi-
lidad electroforética rapida de la banda 3.

El gen KLF1, también conocido como EKLF (factor
eritroide Kriippel-/ike), mapeado en 19p13.2, codifica
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un factor de transcripcién restringido a la eritropoye-
sis, y su mutacién Glu235Arg, espontdnea dominan-
te, causa una forma severa de ADC, ahora conocida
como ADC de tipo IV, con intensa eritroblastosis pe-
riférica, persistencia de hemoglobina fetal y ausen-
cia de algunas proteinas de membrana®®?. Sus carac-
teristicas morfoldgicas distintivas, si las tiene, estan
todavia por determinar, como también lo estdn los
diferentes sindromes, benignos o no, que pueden ori-
ginar distintas localizaciones de la mutacién de KLF1.

Anemias diseritropoyéticas congénitas
variantes

Mutaciones especificas en el gen GATA-1, localiza-
do en Xp11.23, que codifica el factor de transcripcién
GATA-1 y coordina el desarrollo de las lineas eritroi-
de, megacariocitica, asi como de eosindfilos y mas-
tocitos, se han asociado a diseritropoyesis, distrom-
bopoyesis y/u otras manifestaciones!?¥. GATA-1
interactda con una serie de factores de transcripcién,
por lo que distintas localizaciones de la mutacién
causan diferentes fenotipos, que se deben a defectos
en la expresién de GATA-1 o a la produccién de pro-
teinas defectuosas. La mutacién Val205Met produce
anemia diseritropoyética y trombocitopenia ligada al
cromosoma X (XDAT) y la mutacién que resulta de

la sustitucién en Gly208Arg anemia diseritropoyéti-
ca y macrotrombocitopenia en varones. Otras muta-
ciones originan trombocitopenia ligada al cromoso-
ma X (XLT), trombocitopenia con talasemia (XLTT),
sindrome de plaquetas grises ligado al X, porfiria eri-
tropoyética congénita, sindromes mieloproliferati-
vos transitorios, leucemia aguda megacarioblastica
con trisomia 21 y ADC asociada a la produccién de
la isoforma Gata-1s (splicing). Esta tltima se ha identi-
ficado en dos hermanas con anemia de Blackfan-Dia-
mond (ABD) asociada a trombopenia, y para algu-
nos' debe ser considerada ABD-/ike.

Las descripciones morfolégicas de ADC/GATA-1
mutado son escasas®”. En el caso de una familia ale-
mana con mutacién G208R, las manifestaciones que
predominan desde las primeras semanas de vida son
las hemorrédgicas. En sangre periférica se describe ane-
mia macrocitica moderada por eritropoyesis ineficaz
y hemolisis, respuesta reticulocitaria inadecuada, se-
vera macrotrombocitopenia, ocasionales eritroblas-
tos displdsicos, eosinopenia, anomalias esqueléticas
y focos de hematopoyesis extramedular. En médula
4sea postesplenectomia, hay hiperplasia eritroblasti-
ca con intensa diseritropoyesis sin rasgos morfolégi-
cos distintivos (Figura 5), sobrecarga de hierro con el
5% de sideroblastos anillados e hiperplasia megaca-
riocitica con frecuentes megas hipolobulados.

Figura 5. Imagenes de diseritropoyesis. a) Eritroblasto con nuclear clefts (flecha), hiperlobulacion y pérdida parcial de la membrana

nuclear con salida de material nuclear al citoplasma. b) Nicleo con contorno irregular, clefts y un mamelon nuclear (flecha). Vacuolas

citoplasmaticas. c) Despegamiento de la membrana y vacuolizacion (v) con una figura mielinica. d) Reticulocito con sideroacrestia y

dos agregados citoplasmaticos de material electron-denso de distinto tamaiio (flecha). e) Eritroblasto con niicleo hipercromatico de

contorno irregular. Vacuola con figura mielinica (v). f y g) Eritroblastos con nicleo irregular, hiperlobulado en g, con rasgos mixtos de

ADC |, “cromatina en esponja” y Il “dobles membranas”. ADC y trombocitopenia. h) Sinartesis eritroblastica en ADC de tipo |. MET,

doble contraste.
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° Anemia diseritropoyética congénita como parte
de otros sindromes hereditarios. En ellos, la anemia
diseritropoyética es sélo un aspecto del problema. En
el sindrome de Majeed el gen responsable es el LPIN2
y la anemia aparece en el primer afio de vida.

* Anemia diseritropoyética asociada a insuficiencia
pancredtica exocrina e hiperostosis craneal debida a
mutaciones del gen COX414.

e Crioestomatocitosis hereditaria por mutacién de
novo de la proteina banda 3 asociada a diseritropoye-
sis, con caracteristicas morfolégicas mixtas de ADC
de tipos I y II.

e Déficit de mevalonato cinasa con anomalias mor-
foldgicas en médula ésea similares a ADC de tipo II.

En todas ellas, el estudio morfolégico de SP y MO
permite confirmar el diagnéstico de anemia diseritro-
poyética asociada, pero las descripciones son poco
detalladas y no permiten extraer conclusiones.

Conclusiones

En la préactica clinica, el diagnéstico de ADC de tipo |
puede ser sospechado con elevada fiabilidad en frotis
de SP y MO analizados mediante microscopia éptica,
si las alteraciones en los nicleos de los eritroblastos
estan presentes en mas del 20% de las células, como
aconsejan Heimpel er al.'9. Cabe resaltar que, en ese
estudio, pacientes con ADC de tipo [ presentaban un
conjunto de anomalias significativamente mas eleva-
do que los controles (26% vs. 6,9%; p < 0,0001) y,

aunque ninguna de ellas era en si misma especifica,

las diferencias cuantitativas fueron muy significativas
en relacién con la presencia de puentes internuclea-
res (p < 0,001), nacleos incompletamente divididos,
binuclearidad y, sobre todo, anomalias de la estructu-
ra cromatinica (p < 0,0001). La confirmacién del diag-
néstico requiere la demostracién de mutacién en el
gen CDAN1 y/o la demostracién de las anomalias
morfoldgicas ultraestructurales caracteristicas, “cro-
matina en esponja” que confiere a los niicleos aspecto
de “queso suizo”, anomalias de la membrana nuclear,
de la forma del nicleo, y puentes internucleares.

El diagnéstico de ADC de tipo II se basa inicial-
mente en el estudio morfolégico de médula ésea que
muestra multinuclearidad, principalmente binuclea-
ridad, en el 10-50% de los eritroblastos. En el anélisis
cuantitativo de las anomalias presentes en 36 casos
de ADC de tipo Il realizado por Heimpel et al.!® tam-
poco se encontraron anomalias especificas, si bien el
numero de anomalias en conjunto fue significativa-
mente mayor que el de los controles (22% vs. 6,9%; p
< 0,0001), siendo la mas significativa la binuclearidad
(> 10%), mayor si se consideran sélo los eritroblastos
tardios (IC 13-16%). La confirmacién diagnéstica re-
quiere demostrar la mutacién del gen SEC23B y/o la
presencia de “doble membrana” de reticulo endoplés-
mico residual en eritroblastos tardios y hematies y/o
el patrén de emigracién caracteristico de la proteina
del eritrocito EA1 (transportador aniénico) o protei-
na de la banda 3 en SDS-PAGE.

La sospecha diagnéstica de ADC de tipo III se basa

en la existencia de anemia macrocitica estable, con

Figura 6. Anemia con respuesta reticulocitaria suboptima. Hiperplasia eritroblastica diseritropoyética.
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datos bioquimicos de eritropoyesis y hemolisis aso-
ciadas. La confirmacién diagnéstica se basaba hasta
hace poco en la demostracién morfoldgica de hiper-
plasia eritrobldstica con gigantismo y multinuclea-
ridad severa en, probablemente, > 30% de los eri-
troblastos, siendo los hallazgos ultraestructurales
confirmatorios, con sélo algunos rasgos considerados
mads frecuentes pero inespecificos®. Los pocos casos
descritos, la mayoria clusters familiares, no han per-
mitido un estudio que cuantifique el nimero y tipo
de rasgos morfoldgicos. Algunos autores?®? conside-
ran un pardmetro importante para el diagndstico di-
ferencial los valores elevados de timidina cinasa sé-
rica. La demostracién de mutacién del gen KIF23 en
casos familiares abre una via fundamental diagnésti-
ca que deberd ser confirmada en casos esporadicos.

La sospecha de ADC de tipo IV se basa en la exis-
tencia de anemia hemolitica severa, intensa eritroblas-
tosis en sangre periférica e hiperplasia eritroblastica
con diseritropoyesis en médula 6sea, no encuadrable
en los tipos clasicos. La presencia a nivel ultraestructu-
ral de inclusiones intracitoplasmadticas, podria sugerir
el diagnéstico. Hallazgos complementarios que si pa-
recen distintivos son la deficiencia combinada en la ex-
presién de acuaporina AQP1 y CD44 en los hematies
y la persistencia de Hb fetal. En esos casos y en otros
que sugieran ADC de causa genética desconocida, el
gen KLF1 debe ser sistemdticamente secuenciado.

En el grupo heterogéneo de ADC variantes, la sospe-
cha diagnéstica se basa en la existencia de anemia con
respuesta reticulocitaria inadecuada y en los datos de
eritropoyesis ineficaz y/o hemolisis. El estudio morfo-
légico sélo permite establecer que existe diseritropoye-
sis, que debe ser analizada de forma integrada con otros
datos clinicos, que deberan orientar el estudio genético.

A pesar de los recientes avances en la identifica-
cién de los genes responsables de un buen ndmero de
ADC, el estudio morfoldgico sigue siendo el primer
paso para el diagnéstico y puede aportar un mejor co-
nocimiento de estas entidades (Figura 0).
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Novedades geneéticas y moleculares
en las anemias diseritropoyéticas congeénitas
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Introduccion

Las anemias diseritropoyéticas congénitas (CDA)
pertenecen a un grupo muy heterogéneo de sindro-
mes de fallo medular congénito del linaje eritropoyé-
tico. Con base en la morfologia de los eritroblastos
de la médula ésea, a finales de la década de los 60 las
CDA fueron subdividas en tipos I, II y III. Posterior-
mente han sido identificadas otras formas de CDA
que no pueden ser incluidas en ninguno de los tres ti-
pos candnicos, pero que presentan algunas caracteris-
ticas en comun.

Las CDA son enfermedades raras; no obstante, su
heterogeneidad clinica, dificultad diagndstica, basa-
da en la morfologia de la médula 6sea, y la ausencia
de registros contribuyen a infravalorar su verdadera
incidencia. Con base en casos publicados y registros
realizados en diferentes paises, Heimpel et al.® han
estimado que la incidencia global de CDA en Europa
sea de 0,5 casos/millén, teniendo la CDA II una inci-
dencia de 0,71 casos/millén, y la CDA 10,24 casos/
millén (Iolascon er al., 2012)@. La CDA II es més fre-
cuente en el sur de Italia, donde se identifica un efec-
to fundador.

La anemia se detecta habitualmente en la prime-
ra década de vida, aunque su diagndstico frecuente-
mente se retrasa, en especial en los casos més leves,
o cuando se confunde con una anemia hemolitica de
otra etiologia®, concretamente con esferocitosis he-
reditaria (CDA II), talasemia intermedia, hemoglobi-
nas inestables o anemia megaloblastica. La severidad
del cuadro clinico es heterogénea, desde casos leves
y asintomadticos a anemias severas desde el nacimien-
to o incluso hidropsia fetal. La sobrecarga de hierro
es la complicacién tardia mds frecuente y necesita ser
controlada para evitar las comorbilidades inherentes.
Tamary et al. han demostrado que los pacientes con
CDA I tienen niveles elevados de GDF15 (factor 15
de crecimiento y diferenciacién) que se correlacionan
con los niveles de ferritina. Aun con niveles semejan-
tes de sobrecarga de hierro, los pacientes con CDA II
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tienen niveles de GDF15 significativamente menores
que los pacientes con CDA [, lo que sugiere la exis-
tencia de otros factores que influyen en la expresion
de la hepcidina y en la sobrecarga de hierro en las
CDA 1II. La CDA de tipo III tiene niveles de ferriti-
na normales.

Otras complicaciones son las habituales en las ane-
mias hemoliticas crénicas, en especial la colelitiasis, la
aplasia eritroide transitoria y las Ulceras en miembros
inferiores. En la mayoria de los casos, la CDA no tie-
ne gran impacto en la esperanza de vida; sin embargo,
puede disminuir significativamente la calidad de vida.

El diagnéstico asienta en criterios clinicos (ictericia
y esplenomegalia), historia familiar y datos de labo-
ratorio: anemia congénita, reticulocitosis, que suele
ser inferior a lo esperado teniendo en cuenta la in-
tensidad de la anemia, hiperbilirrubinemia no con-
jugada, evidencia de eritropoyesis ineficaz y la tipica
apariencia morfolégica de los eritroblastos en la mé-
dula ésea®. El frotis de sangre periférica, en general,
muestra anisopoiquilocitosis (ovalocitos, microesfe-
rocitos, dacriocitos) y punteado baséfilo.

En el aspirado de médula ésea se pueden obser-
var las anomalias morfolégicas caracteristicas en los
eritroblastos que permiten, en la mayoria de los ca-
sos, sospechar el diagnéstico. En las CDA de tipo I
y tipo II los eritroblastos, cuando son observados en
microscopia electrénica, presentan alteraciones mor-
folégicas especificas (Tabla 1).

Hasta el momento se conocen genes asociados a
CDA de tipo I -CDAN1 (15q15.1-15.3) y C150RF41
(15q14)—; CDA de tipo II -SEC23B (20p11.23-
20p12.1)—; CDA de tipo III -KIF23 (15q21-25)-. El
enfoque en la investigacién de mutaciones en genes
que codifican factores de transcripcién eritroide es-
pecificos ha conducido a la descripcién de la CDA de
tipo IV, resultante de mutaciones en el gen KLF1 y a
la identificacién de mutaciones en el gen GATA1 en
anemias con diseritropoyesis y macrotrombocitope-
nia. Siguen existiendo casos raros de CDA en los cua-
les no se identifican mutaciones en estos genes.
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las CDA clasicas

CDA de tipo |

Anisopoiquilocitosis, con grandes macrocitos

Frotis de diferentes tamaios, punteado basfilo

CDA de tipo Il

Anisopoiquilocitosis, esferocitos,
punteado basdfilo, eritroblastos
maduros esporadicos

CDA de tipo Ill

Anisopoiquilocitosis, macrocitos
y punteado basofilo

> 10% de todos los precursores

Eritroblastos binucleados con niicleos
de distintos tamafios. Alteraciones
en la cromatina y puentes internucleares

Morfologia en la médula
sea

eritroides son eritroblastos maduros
binucleados (con nicleos de igual
tamafio); cariorrexis; macréfagos

Eritroblastos bi- o multinucleados
(hasta 12 niicleos) y eritroblastos
gigantes mononucleados

pseudo-Gaucher en algunos casos

Heterocromatina de aspecto esponjoso,

Microscopia electronica o o
con apariencia de "queso suizo

La identificacién de los genes asociados a la fisiopa-
tologia de las CDA permite diagndsticos mds preco-
ces y mas precisos, ademds de aportar nuevos datos
para el conocimiento de la fisiologia de la eritropoye-
sis y de abrir camino a la investigacién cientifica y al
desarrollo de nuevas opciones de tratamiento.

CDA de tipo |

La CDA I es una patologia muy rara, de herencia au-
tosémica recesiva, identificada en varias poblaciones
del mundo. Actualmente, en Europa existen aproxi-
madamente 130 enfermos. En general, la CDA I se
presenta en la primera década de la vida, con anemia
(8-11 g/dL), ictericia intermitente, esplenomegalia vy,
en algunos casos, hepatomegalia. La severidad de la
anemia es heterogénea, incluso entre los miembros
de una misma familia, y puede ser mas grave en los
primeros afos de vida, requiriendo soporte transfu-
sional. Mds tarde puede desarrollarse colelitiasis, so-
brecarga de hierro (independiente de las transfusio-
nes) y, en algunos pacientes, masas eritropoyéticas
paravertebrales. Aproximadamente un tercio de los
pacientes asocian alteraciones anatémicas que afec-
tan, fundamentalmente, a los dedos de las manos y
los pies®.

La anemia es macrocitica y en el frotis de sangre
periférico se observan macrocitos de diferentes tama-
fos, anisopoiquilocitosis y puede visualizarse pun-
teado basdfilo. El aspirado de médula ésea muestra
hiperplasia eritroide con maduracién megaloblastica,
eritroblastos binucleados (< 10%), ocasionalmente
tri- o tetranucleados, con nicleos de diferentes tama-
flos, cariorrexis, cromatina con estructura anormal y
puentes internucleares. Las alteraciones de la croma-
tina y los puentes internucleares entre eritroblastos
policromaticos son las caracteristicas mas especificas
de la CDA I. Al microscopio electrénico los eritro-
blastos tienen una apariencia tipica de "queso suizo"
—con heterocromatina de aspecto esponjoso®-.

| 200 |

Eritroblastos con doble membrana

Hendiduras y vesiculas

En cerca del 50% de los pacientes/familias con
CDA I se han encontrado mutaciones, en homozi-
gotia o heterozigotia compuesta, en el gen CDAN1
(15q15.1-15.3) que codifica la codanina-1. Esta pro-
teina tiene expresién ubicua y parece tener una
funcién reguladora en el ciclo celular, durante la
fase S7. No se han observado casos en que los 2
alelos tengan mutaciones que anulen la sintesis de
la codanina-1, lo que sugiere que su ausencia no es
compatible con la vida. En el 30% de los enfermos/
familias solamente han sido identificadas mutacio-
nes CDAN1 en uno de los dos alelos. Muy recien-
temente ha sido identificado, también en el cromo-
soma 15 (15q14), otro gen, C150RF41, asociado a
CDA 1. Este gen tiene una significativa expresion
en los linfoblastos B, las células CD34+, los car-
diomiocitos y el higado fetal. En un porcentaje im-
portante de pacientes con CDA I no se identifica-
ron mutaciones en estos dos genes, lo que sugiere
la existencia de alteraciones en otro u otros genes
atn no identificados.

La evolucién clinica de los pacientes con CDA I es
favorable en la mayoria de los casos. Esporadicamen-
te puede ser necesario soporte transfusional o, en si-
tuaciones muy raras, transfusiones intrauterinas. La
esplenectomia no se recomienda por su dudosa efi-
cacia. La sobrecarga de hierro, incluso en pacientes
no transfundidos, necesita ser controlada con flebo-
tomias o quelantes del hierro. Empiricamente, el tra-
tamiento con interferén-o ha demostrado ser eficaz
a largo plazo para controlar la anemia y la sobrecar-
ga de hierro?.

CDA de tipo Il

La anemia diseritropoyética congénita de tipo
II, también referida como HEMPAS (anemia eri-
trobldstica multinuclear hereditaria asociada con
prueba de Ham en suero acidificado positiva) es
la forma mads frecuente de CDA y tiene herencia
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autosémica recesiva. Actualmente estan identifi-
cadas més de 300 familias con la enfermedad, la
mayoria con origen en el sur de Italia. Los princi-
pales hallazgos son: anemia (8,5-9,5 g/dL) normo-
crémica/normocitica, ictericia y esplenomegalia
(60-60% de los casos)®. Una caracteristica impor-
tante de la CDA I es que el namero de reticuloci-
tos es mdas bajo que lo esperado para el grado de
anemia.

El frotis de sangre periférica muestra anisopoi-
quilocitosis y puede presentar anisocromia, esfe-
rocitos, punteado baséfilo y algunos eritroblas-
tos maduros. En la médula ésea los hallazgos
mas frecuentes son los eritroblastos con dos nd-
cleos de tamafio similar, que en general represen-
tan mas del 10% de todos los precursores eritroi-
des, y cariorrexis®. En la mayoria de los casos se
observan macréfagos pseudo-Gaucher que contie-
nen “agujas” birrefringentes. En microscopia elec-
trénica se identifica una doble membrana en los
eritroblastos.

El test de Ham es positivo y hay una expresion au-
mentada del antigeno i. La glicosilacién de la proteina
banda 3 de la membrana del eritrocito esta disminui-
da, lo que puede ser evidenciado en electroforesis en
SDS-PAGE"” como una banda 3 mds estrecha y que
migra mas rapido.

La CDA II se puede confundir con esferocitosis he-
reditaria; sin embargo, para los mismos niveles de
hemoglobina, el nimero de reticulocitos es menor en
la CDA II que en la esferocitosis hereditaria y las ca-
racteristicas de la banda 3 en SDS-PAGE permiten el
diagndstico diferencial.

Mutaciones en el gen SEC23B (20p11.23-
20p12.1), que codifica la proteina SEC23B, que for-
ma parte del complejo COP II (coat protein II), son
responsables de la gran mayoria de las CDA II. La
fisiopatologia subyacente no estd todavia comple-
tamente esclarecida. Las mutaciones encontradas,
missense y nonsense, se distribuyen por todo el gen,
y en mas del 50% de los alelos SEC23B mutados
se encuentra una de las cuatro mutaciones mas fre-
cuentes. No se conocen pacientes con homocigosis
para mutaciones SEC23B de tipo nonsense, lo que
sugiere que es incompatible con la vida®!?).

Las complicaciones mas comunes en la CDA II son
los célculos biliares y la sobrecarga de hierro hepati-
ca, aun en pacientes no trasfundidos. La mayoria de
los pacientes con CDA II no requieren transfusiones
regulares, aunque algunos pacientes son dependien-
tes de transfusiones. Han sido descritos algunos ca-
sos de hidropsia fetal.

El tratamiento de la CDA II es de soporte. La efi-
ciencia de la esplenectomia no esta esclarecida. Al-
gunos pacientes pueden beneficiarse de trasplante de
médula 6sea®.
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CDA de tipo Ill

La CDA III es extremadamente rara. Se conocen ca-
sos familiares descritos en Suecia y Estados Unidos,
con herencia autosémica dominante. Otros casos es-
poradicos descritos en la literatura sugieren transmi-
sién autosémica recesiva o la existencia de mutacio-
nes de novo.

La mayoria de los datos clinicos y morfolédgicos de
CDA III provienen de una familia con 5 generaciones
(37 miembros afectados) del norte de Suecia. Los pa-
cientes refieren sintomas generales de fatiga, mds in-
tensa en el contexto de infecciones o gestacién, sin
esplenomegalia. Algunos enfermos presentan ano-
malias oculares (lineas angioides con degeneracién
macular) y tendencia aumentada para gammapatias
monoclonales y mieloma multiple®®.

La anemia es de ligera a moderada, con volumen
corpuscular medio normal o discretamente eleva-
do, reticulocitos en nimero normal, anisopoiquiloci-
tosis, macrocitos y punteado baséfilo. La anemia es
consecuencia de eritropoyesis ineficaz y de hemolisis
intravascular, evidenciada por hemosiderinuria y ni-
veles de ferritina normales, al revés de los otros tipos
de CDA, que presentan sobrecarga de hierro. En la
médula ésea se observa hiperplasia eritroide, con eri-
troblastos bi- o multinucleados y algunos eritroblas-
tos policromatéfilos gigantes. Los eritroblastos mul-
tinucleados, que pueden contener hasta 12 ntcleos
de varios tamafios y diferentes estadios madurativos,
son los mds tipicos de la CDA III%9.

Estudios muy recientes con tecnologia NGS (next
generation sequencing) han identificado una muta-
cién frameshift ¢.2747C>G (p.P916R) en el gen KIF23
(15q21-25) en las dos familias de Suecia y América.
Este gen codifica una proteina mitética kinesin-like
(MKLP1)®, esencial para la divisién celular.

La existencia de pacientes con caracteristicas mor-
foldgicas tipicas de CDA III pero con cuadro clinico
heterogéneo y transmisién autosémica no dominan-
te sugiere la existencia de diferentes alteraciones ge-
néticas subyacentes.

CDA de tipo IV: CDA con mutacion KLF1
Glu235Arg

La CDA de tipo IV, anteriormente considerada como
una variante de CDA, tiene caracteristicas intermedias
entre la CDA de tipo Il y la de tipo III, el test de HAM
es negativo, y en la médula dsea se observan eritro-
blastos multinucleados. Se presenta habitualmente en
la primera década de vida con anemia de severidad va-
riable, en algunos casos con anemia severa dependien-
te de transfusiones desde el nacimiento.

KLF1 (Kriipper like factor 1) es un factor de transcrip-
cién eritroide esencial para la expresion de genes ne-
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cesarios en la eritropoyesis, en especial para el control
del switching de los genes de las cadenas globinicas a
lo largo de la vida. KLF1 promueve la sintesis de ca-
denas globinicas B y de la proteina BCL11A, inhibi-
dora de la expresion del gen y'%. Mutaciones en el
gen KLF1 causan disminucién de la sintesis de cade-
nas By de BCL11A, con el consecuente aumento de
sintesis de cadenas vy de la ratio de cadenas globini-
cas Y/B. Arnaud er al." identificaron por primera vez
la mutacién KLF1 Glu325Lys en heterocigotia en dos
enfermos con formas severas de CDA, uno de origen
danés y otro francés. Esta mutacién tiene un efecto
negativo en la actividad transcripcional del KLF1 y
neutraliza la expresién de acuaporina-1 (AQP1) y de
la molécula de adhesién CD44. Estos datos son muy
relevantes para determinar la funcién del KLF1 en la
eritropoyesis. Esta forma de CDA cursa con eleva-
cién de los niveles de hemoglobina embrionaria y fe-
tal y con reduccién de CD44 y acuaporina-1.

CDA asociada a mutaciones en el gen GATAL

En algunos pacientes con anemia diseritropoyética
han sido identificadas mutaciones en el gen GATA1
(Xp11.28) que codifica el factor de transcripcion
GATA1, esencial para el desarrollo de los linajes eri-
troide y megacariocitico. Los pacientes suelen presen-
tar anemia diseritropoyética con macrotrombocito-
penia, de severidad variable, o trombocitopenia con
B-talasemia® La herencia es ligada al X. Mutaciones
en este gen, dependiendo de su localizacién, pueden
originar una variedad de sindromes distintos?.

Otros sindromes que cursan con anemia
diseritropoyética

* La estomatocitosis hereditaria con diseritropoye-
sis es una nueva variante de estomatocitosis asociada
a la mutacién p. G796R en el gen AE1, que codifica
la banda 3, una proteina eritrocitaria transmembra-
na. La paciente descrita por Yolascon et al.'”) presen-
ta anemia hemolitica moderada, con estomatocitos
en sangre periférica y signos de diseritropoyesis en
médula 6sea, similar a CDA I y II. La mutacién p.
G796R - band3 CEINGE, altera la funcién de inter-
cambio anidnico para transporte de cationes, modifi-
ca el perfil de fosforilacién de la tirosina y, probable-
mente, contribuye a la diseritropoyesis.

* El sindrome de Majjed"® es una enfermedad muy
rara, con herencia autosémica recesiva. La sinto-
matologia tiene inicio en la infancia con osteomie-
litis recurrente multifocal crénica (CRMO), anemia
diseritropoyética congénita (CDA), con anemia hi-
pocrémica y microcitica, y dermatosis inflamatoria
transitoria. La anemia se desarrolla en el primer afio
de vida y puede ser de moderada a transfusién-de-
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pendiente. El diagnéstico se fundamenta en los datos
clinicos, hematolégicos y en el estudio del gen LPIN2
(18p11.31), que codifica la lipina 249,

 En cuatro pacientes con anemia diseritropoyéti-
ca congénita e insuficiencia pancredtica exocrina aso-
ciada a hiperostosis craneal, E. Shteyer et a/.?% identi-
ficaron una mutacién en el gen COX412, que codifica
la proteina COX4, esencial en la formacién del com-
plejo citocromo ¢ oxidasa. El gen COX4I2 es alta-
mente expresado en la médula dsea.

* El déficit de mevalonato cinasa es una enferme-
dad metabdlica rara causada por mutaciones en el
gen MVK. Samkari et al.?V han descrito un caso cli-
nico que asocia anemia diseritropoyética congénita
con anomalias morfolégicas en la médula dsea simi-
lares a CDA II. No se han encontrado mutaciones en
el gen SEC23B. El tratamiento con corticosteroides y
colchicina, para controlar el proceso inflamatorio, ha
mejorado la anemia.

Perspectivas futuras

En la Gltima década la investigacién molecular de las
CDA ha permitido una mejor definicién de la enfer-
medad y la elucidacién de algunos de los mecanismos
fisiopatoldgicos asociados a los estadios finales de la
diferenciacién eritroide. Actualmente las investigacio-
nes se centran en identificar, sobre todo, la funcién de
las proteinas involucradas, como la codanina-1, el me-
canismo de accién del interferén-o, otros genes aso-
ciados a CDA y los mecanismos que desregulan el me-
tabolismo del hierro en estas patologias.
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Introduccion

Las anemias diseritropoyéticas congénitas (ADC)
constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias consecuencia de alteraciones de la ma-
duracién de los precursores eritroides durante la eri-
tropoyesis y un aumento de la fagocitosis y destruc-
cién de éstos en la médula Gsea, cuyo resultado es
una produccién insuficiente de reticulocitos, que con-
trasta con la hiperplasia de médula 6sea (eritropoye-
sis ineficaz).

Las ADC se caracterizan por alteraciones morfolé-
gicas de los eritroblastos, y su clasificacién estd basa-
da en éstas. Clasicamente se distinguen 3 tipos prin-
cipales de ADC: tipo I, Il y III, cada uno de ellos con
caracteristicas morfoldgicas particulares (Tabla 1).
Sin embargo, se han descrito casos atipicos (ADC IV
a VIII) y variantes, que no encuadran en los 3 tipos
morfolégicos principales. Recientemente se han po-
dido identificar algunos de los genes implicados en
los tres tipos principales de ADC (Tabla 1), e inclu-
so se ha intentado establecer una asociacién entre el
genotipo y el fenotipo en los pacientes con ADC de
tipo IL

Las ADC son enfermedades raras. No se conoce
exactamente su frecuencia. Segin los casos reportados
en la literatura, en Europa se estima una incidencia de
1 caso por cada millén de habitantes, aunque esta es-
timacién es probablemente inferior a la real al ser una
enfermedad en la que hay pocos registros y dada la di-
ficultad en el diagnéstico. Esta dificultad es la que ha
llevado a que muchos pacientes fuesen diagnostica-
dos durante muchos afios de esferocitosis hereditaria,
anemia hemolitica, talasemia, hemocromatosis, ane-
mia ferropénica o sindrome mielodisplasico. La clave
para el diagndstico correcto es la asociacién de anemia
congénita, respuesta reticulocitaria insuficiente al gra-
do de anemia y alteraciones morfoldgicas de los pre-
cursores eritroides en la médula dsea.

Las principales manifestaciones clinicas de la enfer-
medad son la anemia, la ictericia, la hepatoespleno-
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megalia, la colelitiasis, la hematopoyesis extramedu-
lar y la sobrecarga férrica (Tabla 1).

Actualmente se sabe que el principal mecanismo
de la anemia en la ADC de tipo I es la eritropoye-
sis ineficaz: apoptosis intensa de los precursores eri-
troides con disminucién marcada de la produccién de
glébulos rojos en la médula ésea. En cambio, en la
ADC de tipo II, existen dos mecanismos que coope-
ran para producir la anemia: la eritropoyesis ineficaz
y la hemolisis periférica. Esta diferencia en la fisiopa-
tologia de los dos tipos de ADC es la que explica la
diferente respuesta que presentan los pacientes a la
esplenectomia.

La sobrecarga férrica es la principal complicacién
a largo plazo de los pacientes con ADC. Conduce a
una disfuncién organica secundaria: cirrosis hepatica,
fallo cardiaco e insuficiencia de las glandulas endocri-
nas (diabetes, hipotiroidismo e hipogonadismo). La
sobrecarga férrica es debida a las transfusiones que
pueden recibir los pacientes y fundamentalmente a
un aumento muy importante de la absorcién intesti-
nal de hierro. Esta es consecuencia de unos niveles in-
apropiadamente bajos de hepcidina, secundarios a la
sobreexpresién de GDF15 en los pacientes con eritro-
poyesis ineficaz. Este aumento de la absorcién intes-
tinal de hierro explica la sobrecarga férrica que pre-
sentan los pacientes con anemia leve o moderada que
no han recibido transfusiones.

El manejo de los pacientes dependerd de su edad,
del tipo de ADC, de la intensidad de la expresién cli-
nica de la enfermedad y de las comorbilidades del pa-
ciente. Los dos tipos de ADC Iy Il comparten el ma-
nejo de las principales manifestaciones clinicas; sin
embargo, existen algunas particularidades que se de-
ben tener en cuenta.

Aunque el Unico tratamiento curativo de la enfer-
medad es el trasplante de progenitores hematopo-
yéticos, en la mayoria de los casos, el manejo de la
enfermedad es principalmente de soporte y estd di-
rigido a evitar las consecuencias de la anemia y de la
sobrecarga férrica.
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Tabla 1. Principales caracteristicas clinicas y morfolégicas de las ADC I, Il y Il

Tipo Herencia Gen afecto  Edad de presentacion Alteraciones morfoldgicas en médula dsea Signos y sintomas
Anemia macrocitica
Hidrops fetal
In utero MO: Ictericia
Binuclearidad asimétrica (3-7%) HEM
Neonatal o P
. Puentes cromatina internucleares (1-3%) Colelitiasis
AR CDAN1 Infancia , . L
. Ndcleos irregulares (1-5%) Sobrecarga férrica
Adolescencia
Adulto foven ME: Raramente:
J Patrén de cromatina en “queso Gruyere” Hiperplasia hueso frontal
Alteraciones esqueléticas, ungueales
y de la pigmentacion cuténea
Anemia normocitica
Test de Ham +
SDS-PAGE: migracion anormal
i
La mayoria Binuclearidad simétrica (10-35%) HEM
Il AR SEC23B 4 . Macrdfagos pseudo-Gaucher -
entre los 5y los 30 afos ME: Colelitiasis
) Sobrecarga férrica
Doble membrana
Raramente:
Hidrops fetal
Hematopoyesis extramedular
paravertebral
MO:
Multinuclearidad (hasta 12 niicleos/célula)
i AD KIF23 ? ME:

Miiltiples hendiduras en los eritroblastos
Precipitados intracitoplasméticos de cadenas
de B-globina

MO: microscapio dptico; ME: microscapio electrénico; HEM: hepatoesplenomegalia

Pacientes con ADC de tipo |

La mayoria presenta anemia durante la infancia, ado-
lescencia o edad adulta joven, pero hay algunas for-
mas de presentacioén in utero y durante el periodo
neonatal y otras en la edad adulta mads tardia. La ane-
mia es, en la mayoria de los casos (70%), macrociti-
ca (VCM de entre 100 y 120 fL), pero puede ser nor-
mocitica en nifios.

Cuando la anemia se presenta in utero, los fetos sue-
len requerir transfusiones intrauterinas para evitar el
hidrops. Asimismo, los nifios en los que la anemia
aparece en el periodo neonatal requieren transfusio-
nes durante ese periodo e incluso durante los prime-
ros afios de vida. Sin embargo, menos de un 10% de
los pacientes con ADC de tipo I quedan dependien-
tes de transfusiones a largo plazo. La mayoria de los
pacientes presentan una anemia moderada a lo lar-
go de su vida y en la mayoria de ellos las necesidades
transfusionales coinciden con infecciones, interven-
ciones quirtrgicas o con el embarazo.

| 205 |

El interferén o (IEN-0r) ha demostrado tener un pa-
pel en el manejo de la ADC de tipo I. El efecto del
[FN-o se puso de manifiesto cuando, tratando una
hepatitis C a un paciente afecto de ADC de tipo I,
Lavabre-Bertrand et al. observaron un aumento pro-
gresivo de los niveles de Hb del paciente. En el segui-
miento a largo plazo se observé una disminucién de
los niveles de ferritina inversamente correlacionados
con los niveles de Hb y una disminucién del hierro
hepatico medido en la biopsia. El [EN-o. a razén de
10° unidades tres veces a la semana o 2 x 10° unida-
des dos veces a la semana y el peginterferén-a,, ad-
ministrado a 30 ug una vez a la semana incrementan
los niveles de Hb y disminuyen la sobrecarga férrica
en la mayoria de los pacientes, aunque sélo un nime-
ro limitado de pacientes, incluidos los lactantes, han
sido tratados. En estos Gltimos se ha descrito algin
caso de neurotoxicidad con el tratamiento con IFN.

El papel de la esplenectomia en los pacientes afec-
tos de ADC I es muy controvertido. Se han reportado
en la literatura casos de no respuesta, probablemente
debidos a que en la patogenia de este tipo de ADC no
existe destruccién periférica de hematies.
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Pacientes con ADC de tipo Il

El diagnéstico de la ADC de tipo Il es generalmente mas
tardio que el de la ADC de tipo [ porque las manifesta-
ciones clinicas son un poco mas leves en general. Los
signos y sintomas que llevan al diagnéstico de la enfer-
medad son la anemia principalmente, pero también la
ictericia (90%), la esplenomegalia (70%) y la hepato-
megalia (45%). La mayoria de los pacientes presentan
una anemia normocitica leve/moderada. Pueden reque-
rir una transfusién ante una infeccién, una intervencién
quirdrgica, durante el embarazo o durante las crisis aplé-
sicas producidas por la infeccién por parvovirus B19.

En este tipo de ADC no se ha demostrado un papel
terapéutico del [EN-o..

La esplenectomia puede aumentar los niveles de
Hb y disminuir los requerimientos transfusionales,
pero no previene la sobrecarga férrica. Unicamente
estd indicada en los pacientes en los que la hemolisis
periférica es intensa, con el objetivo de aumentar los
niveles de Hb y disminuir los requerimientos transfu-
sionales si los tienen. No existen guias para este pro-
cedimiento en los pacientes con ADC de tipo I, por
lo que los expertos recomiendan basar las indicacio-
nes, el tipo de procedimiento, la profilaxis antiinfec-
ciosa y los cuidados de la esplenectomia en las guias
de tratamiento de la esferocitosis hereditaria (Bolton-
Maggs, Br ] Haematol 2011).

Posteriormente a la esplenectomia se deben tener
en cuenta las posibles complicaciones trombodticas,
aunque la esplenectomia por si misma no es indica-
cién de administrar una profilaxis antitrombdtica.

La administracién de eritropoyetina en los diversos
tipos de ADC no ha conseguido incrementar los ni-
veles de Hb.

la sobrecarga férrica en los pacientes con talasemia
(Angelucci E, Haematologica 2008).

A todos los pacientes, incluidos los pacientes con
anemia leve que no requieren transfusiones, se les
debe monitorizar regularmente la sobrecarga férrica.
Se deben determinar periédicamente los niveles de
ferritina asi como medir la concentracién de hierro
hepatico. Aunque la medicién del hierro por biop-
sia continta siendo el gold standard, actualmente ya
se dispone de suficiente evidencia de la precisién de
la determinacién del hierro hepatico por métodos no
invasivos de resonancia magnética nuclear (RMN).
La correlacién entre el hierro hepético medido por
RMN y por biopsia hace que ya se pueda recomendar
la RMN como una alternativa a la biopsia.

Los pacientes que presentan ferritina > 1.000 ng/
mlL, concentracién de hierro hepético por encima de
los valores normales o han recibido més de 10 trans-
fusiones deben recibir un tratamiento para quelar el
hierro. Los pacientes que no presentan anemia son
candidatos a las flebotomias, aunque algunos las to-
leran mal. Los pacientes anémicos y los que no tole-
ran las flebotomias deben recibir tratamiento farma-
coldgico. Aunque la deferoxamina continda siendo
un quelante muy efectivo y del que disponemos de
mads informacién, la opcién de un tratamiento que-
lante oral es muy atractiva. El deferasirox a la dosis
de entre 10 y 30 mg/kg/dia serfa una opcidn.

A todos los pacientes que reciben un tratamiento
quelante se les deben monitorizar regularmente los
niveles de ferritina para evitar infra- o sobretratarlos.
Asimismo, se recomienda monitorizar y cuantificar
el hierro hepatico por RMN una vez al afio. A los pa-
cientes que no se quelan adecuadamente se les debe
monitorizar el hierro cardiaco por RMN T2*.

Manejo de la hiperplasia eritroide

Se utilizan fundamentalmente suplementos de acido
félico y de vitamina B, , pero no existe ninguna evi-
dencia de su eficacia.

127

Manejo de la colelitiasis

En los casos de colelitiasis esta indicada la colecistec-
tomia. Dado que tampoco existen guias para el abor-
daje de esta complicacién de las ADC, los expertos
también recomiendan seguir las recomendaciones
de las guias de manejo de la esferocitosis hereditaria
(Bolton-Maggs, Br ] Haematol 2011).

Manejo de la sobrecarga férrica

Tampoco existen actualmente guias de manejo de la
sobrecarga férrica en los pacientes con ADC, por lo
que se recomienda seguir las guias para el manejo de
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Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante de progenitores hematopoyéticos es el
Uinico tratamiento curativo de la enfermedad; sin em-
bargo, la experiencia con este procedimiento es muy
escasa. Los pacientes candidatos a trasplante son los
pacientes dependientes de transfusiones y resistentes
a IEN (ADC de tipo I).

Se han publicado 7 casos en la literatura, 6 de mé-
dula ésea de donante hermano HLA idéntico y uno
de médula ésea de donante no emparentado. Todos
los pacientes presentaban formas graves de ADC de-
pendientes de transfusiones. Seis eran nifios, uno de
ellos tenia antecedentes de hidrops fetal y de transfu-
siones intrauterinas. Un paciente afecto de ADC de
tipo Il y rasgo B-talasémico, dependiente de trans-
fusiones, fue transplantado de adulto. El tratamien-
to de acondicionamiento fue variado, aunque en la
mayoria de los casos se realizé siguiendo las reco-
mendaciones del grupo italiano para acondicionar a
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los pacientes con talasemia mayor. Todos los pacien-
tes injertaron, aunque un paciente requirié un segun-
do trasplante por un fallo de injerto secundario. En el
momento de la publicacidn, todos los pacientes esta-
ban libres de transfusiones (Tabla 3).

De forma similar a los pacientes con talasemia ma-
yor, se aconseja valorar la sobrecarga férrica de los
pacientes antes del trasplante y estratificarlos en gru-
pos de riesgo (clases I, II y III) siguiendo los criterios
de Pesaro. Estos criterios clasifican a los pacientes ta-
lasémicos con el objetivo de ajustar el tratamiento de
acondicionamiento al riesgo y conseguir los mejores
resultados del trasplante.

Dado que en el postrasplante los pacientes todavia
persisten con sobrecarga férrica, se aconseja tratar-
la hasta conseguir niveles de ferritina < 500 ng/mL y
la normalizacién del hierro hepdtico. En esta fase las
flebotomias pueden ser una opcidn.

Conclusion

Las ADC son un grupo heterogéneo de enfermeda-
des hereditarias caracterizadas por eritropoyesis in-
eficaz y sobrecarga férrica. Hasta la actualidad el

los niveles de Hb y disminuye la sobrecarga férrica
en los pacientes con ADC de tipo I. La esplenectomia
aumenta los niveles de Hb y reduce las necesidades
transfusionales en los pacientes con ADC de tipo II.
A todos los pacientes, independientemente del gra-
do de anemia que presenten, se les debe monitorizar
la sobrecarga férrica mediante mediciones periédicas
de ferritina y cuantificando el hierro hepatico. Los pa-
cientes con sobrecarga férrica deben recibir un trata-
miento quelante para evitar la disfuncién organica se-
cundaria a ésta.
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Anemia diseritropoyética congénita de tipo lllI: nuevo caso
esporadico con algunas peculiaridades citomorfologicas
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! Unidad de Diagnéstico Citolégico. UGC Hematologia y Hemoterapia.
Hospitales Universitarios Virgen del Rocio (HHUUVR). Sevilla

2 Hematologia Pedidtrica. UGC HH. HHUUVR. Sevilla

3 UGC Genética, Reproduccion y Medicina Fetal. HHUUVR. Sevilla

Motivo de estudio y presentacion del caso

Recién nacido con anemia severa y plaquetopenia.

Historia clinica

Vardn que, tras gestacién y parto sin incidencias, y
sin antecedentes familiares de interés (no consan-
guinidad en los progenitores, hermana sana), in-
gresa con una hora de vida en la UCI-Neonatal con
afectacién de su estado general, hepatomegalia de
5 cm bajo el reborde costal y esplenomegalia de 4
cm, y sospecha de sepsis sin otros hallazgos. En las
pruebas analiticas presenta una hemoglobina 67
g/L, hematocrito 0,214 L/L, hematies 1,6 x 10'%/L,
VCM 126 fL, HCM 39 pg, CHCM 31 g/dL, leuco-
citos 20,6 x 10°/L (neutréfilos segmentados 24%,
cayados 2%), eritroblastos 28/100 leucocitos, pla-
quetas 56 x 10%/L, bilirrubina total 14,2 mg/dL, bi-
lirrubina directa 10,02 mg/dL; resto sin alteracio-
nes relevantes (serologias negativas a CMV, PV B19,
VHB y VHC). Ingresa durante un mes hasta su re-
cuperacién, con una evolucién térpida, incluyendo
una sepsis tardia por E. coli, recibiendo concentrados
de hematies en tres ocasiones.

Con 3 meses de vida mantiene una hemoglo-
bina de 76 g/L, VCM 84 fL, HCM 30,4 pg, CHCM
38, reticulocitos 21 x 10°/L, leucocitos 4,84 x 10°/L
(con recuento diferencial normal), y plaquetas 294
x 10%/L. Se practica un examen morfoldgico de la
sangre periférica que muestra numerosas anomalias
eritrocitarias, como anisopoiquilocitosis severa, for-
mas macrociticas, anisocromia, punteado baséfilo,
cuerpos de Howell-Jolly, anillos de Cabot y cuerpos
de Pappenheimer (Figura 1), y eritroblastos (1/100
leucocitos), por lo que se procede a realizar un as-
pirado de médula ésea. El mielograma es hipercelular
a expensas de una hiperplasia eritroide (53%), con-
servandose la granulopoyesis (32%) y las restantes
series; relacién eritro/mieloide invertida, 1,65; lla-
ma la atencién las numerosas e importantes anoma-
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lias morfoldgicas en todas las etapas madurativas de
la eritropoyesis (71%, en una evaluacién de 500 eri-
troblastos); granulopoyesis normal; megacariopoye-
sis con un 45% de formas pequeflas y en general
plaquetdgenas. En la serie roja destaca una acentua-
da multinucleacién (de 100 elementos dismérficos,
26 presentan 3 o mads nucleos, y 15 son binuclea-
dos) con lébulos de tamafios uniformes o dispares,
gigantismo y cambios megaloblasticos (Figuras 2 y
3), pérdidas de material nuclear, cariorrexis (Figu-
ra 4), mitosis complejas muy patoldgicas (Figura 5),
punteado baséfilo prominente y a menudo grose-
ro (Figura 6), imagenes de extrusién nuclear (Figu-
ra /), hematies gigantes (Figura 8) y puentes inter-
nucleares (Figura 9); hierro hemosiderinico en los
macréfagos aumentado (3+/4+), sideroblastos nor-
males 39%, patoldgicos 23%, en anillo 8%; no se
observa positividad de la reaccién del PAS en los eri-
troblastos. El estudio citomorfolégico es consisten-
te con el diagndstico de diseritropoyesis congénita
de tipo III. En las pruebas complementarias se cons-
tata una sideremia de 166 mg/dL, capacidad de fija-
cién 181 ug/dL, indice de saturacién 96%, ferritina
547 ng/dL, y haptoglobina 7 mg/dL; son normales o
negativas las determinaciones de vitamina B, , dcido
félico, y electroforesis de hemoglobinas. Coombs
directo y el test de Ham; serologias negativa a par-
vovirus B19, CMV-IgM, y VHB; cariotipo en médu-
la 6sea: 46,XY.

Evolucion

Transcurre clinicamente sin incidencias relevantes
y sin nuevas demandas transfusionales. A los 18
meses de vida se aprecia un crecimiento asimétri-
co de los huesos frontales y hundimiento de la fon-
tanela correspondiente, radiolégicamente con cra-
neo “en cepillo”, y en TAC un ensanchamiento del
diploe. Se procede a una revaluacién hematoldgica
en la que se encuentra una morfologia de la sangre
periférica parecida a la primera, con eritroblastos
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Figura 1. Sangre periférica (MGG, x 1.000). A la izquierda, anisopoiquilocitosis, anisocromia. En el centro, un gran eritrocito con un

anillo de Cabot y cuerpos de Pappenheimer. A la derecha, un macroovalocito con un cuerpo de Howell-Jolly.

LR~

columna recta con tendencia a cifosis y un genu
valgo bilateral funcional (marcha normal), con ro-
dillas y ejes conservados; no tiene trastornos oftal-
moldgicos.

El andlisis citogenético de la familia (paciente,
padres y una hermana menor) en linfocitos estimu-
lados de sangre periférica es normal. El estudio me-
diante hibridacién in situ fluorescente con las son-
das CEP15/SNRPN/PML localizadas en 15p11.2,
15q11.1-q13 y 15g22.1-q22.3 es compatible con
una dotacién y localizacién normal en ambos cro-
mosomas homélogos en todos los miembros de la
familia.

Figura 2. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Hiperplasia de la serie

roja, con numerosos fendmenos de gigantismo y multinuclearidad,
que se produce en diversas fases de la maduracion eritroide.

1/100 leucocitos, y un mielograma también similar
al previo; LDH 1.410 UI/dL, haptoglobina 0 mg/dL,
sideremia 98 mg/dL, transferrina 168 mg/dL, ferri-
tina 94 ug/dL, y eritropoyetina 117 mU/L (normal
4-30 mU/L); son normales el test de Ham y la de-
terminacién de G-6PD.

Actualmente el nifio tiene 10 afos, con una es-
tabilizacién media de las cifras de hemoglobina
en torno a 106 g/L (+ 5), con indices eritrocitarios
normales, reticulocitos 71 x 10%/L (+ 31), sin nue-
vos requerimientos transfusionales; bilirrubina to-
tal 2 mg/dL (+ 0,5), LDH 962 U/L (+ 39), ferritina
59 pg/L (= 19), y presencia de hemosiderinuria. He-
moglobina F 2,9%. Se mantiene clinicamente asin-
tomatico, sin esplenomegalia (verificada ecografi-
camente) y sin signos de litiasis biliar; presenta una
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Discusion

La anemia diseritropoyética congénita de tipo III
(ADC III) es una enfermedad rara pero bien defi-
nida morfolégicamente por el fenotipo celular, en
particular por la multinuclearidad y displasia de
los precursores eritroides en la médula ésea, sien-
do habitualmente normales la granulopoyesis y la
megacariopoyesis®?. Se incluye en un grupo com-
plejo de entidades congénitas caracterizadas por
anemia hemolitica crénica, y eritropoyesis inefi-
caz, cuya clasificacién atn no esti bien estableci-
da debido a la diversidad de la herencia genética
y de los genes involucrados, a la heterogeneidad
de la diseritropoyesis y de los requerimientos te-
rapéuticos™o.

La ADC 1III es la variedad menos comin de las
clasicamente reconocidas, y entre sus peculiarida-
des destaca en la mayoria de los pacientes la au-
sencia de hemosiderosis significativa, conservando
niveles normales de ferritina, debido a la hemosi-
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Figura 4. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Eritroblasto con cuatro niicleos y restos cromatinicos (izquierda). Imagen de mitosis multipolar

(centro). Forma eritroide multinucleada en cariorrexis (derecha).

derinuria que sufren como consecuencia de hemo-
lisis preferentemente intravascular!?. A diferencia
de esta situacidn, en algunos casos esporadicos no
se constata hemosiderina en el sedimento de orina,
produciéndose en ellos una sobrecarga férrica y sus
consecuencias clinicas®. En todos los enfermos se
describe un incremento de hierro en los macréfa-
gos medulares y presencia de escasos sideroblastos
en anillo.

Contrasta la severidad de la displasia eritroide con
la moderacién de la anemia y la benignidad del cur-
so clinico. Algunas investigaciones sugieren que el
gigantismo y la multinuclearidad de los eritroblas-
tos es consecuencia de fallos en la fase G2 del ci-
clo celular y en las mitosis, mas que en una sintesis
anormal del ADN®. Se sefala en algunas familias
cierta prevalencia de gammapatias monoclonales,
y desarrollos puntuales de neoplasias linfoprolife-
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Figura 5. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Mitosis asimétrica: de una
parte, un eritroblasto baséfilo mononucleado, y en el otro extremo del
puente intercitoplasmico, un elemento con cuatro I6bulos nucleares.
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Figura 6. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Punteado baséfilo prominente en un eritrocito gigante que acaba de perder su nicleo
(izquierda) y en distintos precursores de la eritropoyesis (centro y derecha).

Figura 8. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Eritrocitos gigantes. A la derecha, un hematie grande y deforme muestra un anillo de Cabot,
punteado baséfilo y probables restos cromatinicos.

[212 ]
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Figura 9. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Eritroblastos en mitosis con puentes internucleares manifiestamente patologicos,

especialmente en la imagen derecha.

rativas”®. Excepcionalmente se comunican focos

de hematopoyesis extramedular®. Su herencia, au-
tosémica, se define unas veces como dominante y
otras como recesiva, con casos familiares y espora-
dicos, respectivamente. Estos dltimos podrian de-
berse ademds a mutaciones de novo. El defecto gené-
tico se localiza en el cromosoma 1522, sin que se
conozca actualmente el gen causal®®'V. En algunos
casos familiares se describe la incidencia de degene-
racién macular en la retina y estrias vasculares, por
lo que se debe programar en estos enfermos la revi-
sién del fondo de ojo"?. El diagnéstico diferencial
se plantea con otros tipos de ADC®, y con diversos
procesos congénitos que se acompafan de diseri-
tropoyesis, como talasemias, anemias sideroblasti-
cas congénitas, determinadas hemoglobinopatias, y
trastornos de las vias metabdlicas de la vitamina B,,
y de los folatos. El tratamiento suele ser simple, y li-
mitado a la reposicién de folatos (aproximadamen-
te 5 mg a la semana) que determina la permanente
hiperplasia de la eritropoyesis, los requerimientos
transfusionales son excepcionales, y habitualmente
no se precisa control terapéutico sobre las reservas
de hierro.

Aportamos un nuevo caso de ADC III, con un se-
guimiento clinico durante 10 afios sin incidencias
relevantes, una leve anemia con hemolisis créni-
ca, hemosiderinuria, y sin esplenomegalia. Con el
microscopio 6ptico las dismorfias de la eritropo-
yesis son similares a las mencionadas en otros en-
fermos de ADC III, afectando todas las anomalias
a las distintas formas evolutivas, desde eritroblas-
tos basdfilos a ortocrométicos. No obstante, desta-
camos la observacién inusual de eritroblastos pato-
l6gicos con més de 12 ndcleos o l6bulos nucleares
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(Figura 3). Asimismo cabe resaltar el gigantismo de
muchos eritrocitos, de un tamafio muy superior al
de los circulantes (Figura 7), de frecuentes divisiones
celulares de asimetria aberrante (Figuras 5 v 9-dere-
cha), la observacién relativamente comun de fend-
menos de extrusién nuclear (Figura 7) y el hallazgo
de puentes internucleares (Figura 9). La granulopo-
yesis puede considerarse normal, tanto morfol6gi-
camente como en su cuantia. En cambio, aun siendo
la cifra de plaquetas normal, de 30 megacariocitos
14 son pequefios y formadores de plaquetas en su
mayoria (Figura 10).

A recordar

e La ADC III es una enfermedad rara que puede
manifestarse como caso aislado (esporadico) o
en un contexto familiar. Se debe sospechar en
pacientes con anemia leve-moderada, no ca-
rencial, con actividad hemolitica, no inmune,
intravascular con hemosiderinuria. La sangre
periférica presenta importantes alteraciones eri-
trocitarias, especialmente anisocitosis, anisocro-
mia, formas macrociticas, y hallazgo de eritro-
blastos.

En su diagndstico, es clave el fenotipo celular

de la diseritropoyesis medular, marcado por el

gigantismo y la multinuclearidad de los eritro-
blastos.

° Los requerimientos terapéuticos suelen limitar-
se a suplementos de dcido félico oral, siendo
excepcional la demanda hemoterdpica. Es con-
veniente una revisién oftalmoldgica del fondo
de ojo en previsién del desarrollo de lesiones
retinianas.
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Figura 10. Médula 6sea (MGG, x 1.000). Megacariocitos pequenos, formadores de plaquetas.
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El desarrollo del concepto de célula stem a partir de los trabajos de Till y McCulloch a principios de
los afios 60 permitié no sélo profundizar en el conocimiento de la hematopoyesis sino apoyar la uti-
lizacién de estas células con fines terapéuticos en el contexto del trasplante de progenitores hema-
topoyéticos. A partir del afo 2000 comenzaron las primeras demostraciones experimentales de que
células progenitoras hematopoyéticas procedentes de la médula ésea en distintos modelos de dafio
tisular acudian a la regién alterada y contribuian al proceso de reparacién tisular. Estos datos sentaron
las bases para el desarrollo de un nimero exponencial de estudios experimentales y ensayos clinicos
que estan evaluando la funcién reparadora de estas células en diferentes contextos clinicos, lo que ha
llevado a un desarrollo de un nuevo campo cientifico que hoy conocemos como terapia celular, don-
de la célula hematopoyética sigue siendo protagonista.

Los conocimientos generados a partir de los estudios de la célula stem hematopoyética normal y su
funcionamiento han contribuido al mejor conocimiento de su contrapartida tumoral en las diversas
hemopatias malignas, y el estudio de las células stem leucémicas y sus mecanismos de resistencia son
un campo enormemente activo de la investigacién en hematologia.

Sin embargo, los progenitores hematopoyéticos no estan solos en la médula 6sea. De la visién inicial
del nicho hematopoyético medular como un mero elemento de soporte hemos pasado a una visién
funcional del mismo en la que existen numerosos tipos celulares que intervienen en la regulacién he-
matopoyética, tanto en condiciones normales como en las hemopatias malignas. Ademads, existen en
el nicho diversos tipos celulares no hematopoyéticos con caracteristicas de célula stem y también con
propiedades reparadoras de tejidos no hematopoyéticos.

En el presente simposio se pretende dar una visién integradora de todos estos aspectos relacionados
con el papel de la célula stem y del nicho hematopoyético, desde su contribucién clave en el desarro-
llo de las hemopatias malignas a su aplicacién con fines terapéuticos.

Para ello, el Dr. Raaijmakers, uno de los primeros autores en resaltar cémo una alteracién exclusiva
del nicho medular es capaz de inducir el desarrollo de una hemopatia, nos mostrara los principales
mecanismos por los que el nicho leucémico contribuye al desarrollo y mantenimiento de las hemo-
patias, y cémo este conocimiento contribuye al disefio de nuevas dianas terapéuticas.

El Dr. Présper nos daré una visién de los diferentes tipos celulares con capacidad reparadora que exis-
ten en la médula dsea, entre los que se incluyen tanto los progenitores hematopoyéticos como los
progenitores mesenquimales, cuyo potencial regenerativo e inmunomodulador amplia notablemen-
te las posibilidades terapéuticas.

Finalmente, cerrara el simposio el Dr. Garcia, que revisard el estado actual de las distintas posibilida-
des terapéuticas de las células procedentes del sistema linfoide, tanto en las aplicaciones inmunotera-
péuticas antileucémicas como antiinfecciosas.

Con todo ello se pretende, como ya se ha indicado, que el simposio permita revisar dos aspectos
opuestos de todos estos tipos celulares: por un lado, sus implicaciones en el desarrollo y manteni-
miento de las hemopatias y, por otro, su potencial terapéutico en diferentes contextos clinicos.

J
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Deconstructing niche contributions to oncogenesis
in the hematopoietic system: progress and challenges

MARc H.G.P. RAAIUMAKERS, M.D, PH.D

Department of Hematology and Erasmus Stem Cell Institute. Erasmus University Medical Center.

Rotterdam, The Netherlands

The early events driving the initiation and malignant
evolution of pre-malignant states remain largely un-
known but increasing evidence supports a role for
the tissue microenvironment. In the hematopoietic
system, this view is fueled by several intriguing ob-
servations that have long been at odds with the no-
tion of a predominantly hematopoietic cell autono-
mous genesis of malignant transformation. These
include the well described, albeit rare, phenome-
non of donor cell-derived hematopoietic neoplasm,
defined as oncogenic transformation of apparently
normal donor hematopoietic cells in the transplant
recipient (but not the donor). Also, the inability to
propagate certain leukemias, derived from humans
or mice, in (immunodeficient) mice appears to be in-
congruent with the view of hematopoietic cell au-
tonomous exertion of all cancer cell characteristics.
Albeit infrequent, these observations defy the dog-
ma that the events that initiate cancer, or its defining
characteristics, are under all circumstances and com-
pletely cancer cell autonomous.

Hematopoietic cells live in a complex mesenchy-
mal environment, characterized by heterotypic sig-
naling between ancillary cells and hematopoietic el-
ements. This signaling is considered instrumental in
the regulation of the behavior of HSPC. Cell types
that, to date, have been implicated in this regulato-
ry environment include (overlapping) mesenchymal
cell populations such as osteolineage cells, Cxc/12-ex-
pressing reticular cells, osteo(adipo) progenitor cells,
Nestin-expressing cells and perivascular cells.

How, in principle, can such ancillary tissue cells
play a role in oncogenesis¢ Experimental data sup-
port several views. First, tumour cells can usurp ex-
isting HSC niches and take advantage of niche spe-
cific signalling for their maintenance and survival.
This can be achieved through competition for nich-
es with normal tissue residents, particularly stem and
progenitor cells, or by actively repressing normal he-
matopoiesis or ‘hijacking’ these niches. Secondly,
tumour cells may manipulate their environment in
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such a way that the environment becomes a facilita-
tor of promoting tumour progression and metastasis.
Thirdly, it is conceivable that disruption of hetero-
typic signalling between HSCs and their niches con-
tributes to cancer initiation. Recent observations in
‘stem cell niches’ of murine disease models have add-
ed credibility to these concepts of niche-facilitated/
driven oncogenesis. Nevertheless, the mechanisms
driving niche contributions to the disruption of he-
matopoiesis, as well as their relevance to human dis-
ease states remain largely unexplored. It is conceiv-
able that such mechanisms are relevant in specific
disease context, in particular MDS/MPN, congenital
bone marrow failure and secondary leukemias.

In this presentation, recent progress in providing
experimental support for these concepts, their rele-
vance for treating hematopoietic neoplasms in hu-
mans, as well as remaining uncertainties and chal-
lenges will be discussed.
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El sistema linfoide como fuente terapéutica
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Introduccion

Los leucocitos de linaje mieloide y linfoide, genera-
dos y diferenciados a partir de las células madre he-
matopoyéticas (HSC) de la médula 6sea, son las cé-
lulas efectoras clave tanto del sistema inmune innato
como del adaptativo.

En los érganos linfoides tienen lugar la mayor par-
te de los procesos adaptativos y reactivos en respues-
ta a los estimulos inmunolégicos de cualquier signo
sometidos a una exquisita regulacién, en la que par-
ticipan multitud de actores, a fin de mantener la ho-
meostasis del individuo.

Durante las tltimas décadas se ha asistido a un pro-
greso espectacular en el conocimiento de la regula-
cién de la respuesta inmune. Gracias, en gran par-
te, a la investigacién bioclinica y molecular llevada
a cabo en el trasplante hemopoyético y al mayor co-
nocimiento y desarrollo de procesos de estimulacién
y produccién celular ex vivo se estd generando un ar-
senal terapéutico de posibilidades todavia poco co-
nocidas.

De manera muy simplificada, este arsenal estd for-
mado por componentes celulares que contribuyen a
una doble respuesta: la generada ante las células ma-
lignas y antigenos externos (infecciones) y, en sentido
opuesto, el reconocimiento de lo propio/no propio y
la induccién de tolerancia.

El presente resumen se centrard en las estrategias
dirigidas a la promocién de la respuesta inmune ante
antigenos tumorales e infecciosos.

Inmunoterapia antineoplasica
y antiinfecciosa

El trasplante alogénico de progenitores hemopoyé-
ticos, paradigma de las reacciones inmunitarias, ha
sido durante décadas un detonante de la investiga-
cién inmunoterapéutica; por ello, es un hilo conduc-
tor inestimable en la exposicién del potencial tera-
péutico de las células linfoides.
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Uno de los desafios constantes en este tipo de tras-
plante ha sido la basqueda del equilibrio entre la ex-
cesiva alorreactividad de las poblaciones linfoides
del donante frente a las células diana del receptor, en
forma de enfermedad del injerto contra el huésped
(EICH), y el mantenimiento de la capacidad de im-
plante y erradicacién de las poblaciones neoplasicas
residuales (graft versus leukemia [GVL]) en el receptor
y de respuesta ante las infecciones. En este sentido,
las estrategias que actualmente se estan desarrollan-
do son mdltiples:

Infusion de linfocitos del donante

La infusién de linfocitos no seleccionados del donante
(DLI) estd siendo ampliamente aplicada para prevenir
o tratar la enfermedad neoplésica residual o recurrente.

La aplicacién precoz (antes de 3 meses postrasplan-
te) de estas células a dosis tan reducidas como 0,1 x
106 células T/kg frecuentemente induce EICH de gra-
do III/IV, mientras que la aplicacién diferida (después
del 6.° mes postrasplante) a dosis de 10 a 50 veces su-
periores es una estrategia eficaz que se asocia con un
riesgo razonable de EICH.

Esta menor incidencia de EICH es explicable por
la ausencia de sefiales de dafio tisular y del ambien-
te proinflamatorio generado por el tratamiento de
acondicionamiento ademads de la sustitucién de las
células presentadoras de antigeno (APC) del recep-
tor por las propias del donante. Las Unicas células
generadoras de respuesta inmune por parte de las
células del donante son las células neopldsicas cir-
culantes, lo que provoca una respuesta relativamen-
te especifica.

La leucemia mieloide crénica es la enfermedad que
mads se ha beneficiado de esta estrategia terapéutica,
mientras que en enfermedades con menor capacidad
de reconocimiento por las APC (mieloma mdltiple o
linfomas) o mayor agresividad (leucemia aguda mie-
loblastica) las respuestas son menos frecuentes (10-

40%).
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Para mejorar el balance terapéutico de esta aproxi-
macién se estan disefiando estrategias encaminadas a
seleccionar poblaciones celulares con efecto GVL es-
pecifico o incluso poblaciones capaces de luchar con-
tra infecciones.

Inmunoterapia antineoplasica

En el contexto de las hemopatias malignas, la apli-
cacién de la DLI, como se ha mencionado, presen-
ta limitaciones relevantes en el caso de las neoplasias
linfoides, motivadas, probablemente, por su menor ex-
presién antigénica. Para soslayar esta limitacién se han
propuesto diferentes estrategias. Entre ellas se inclu-
yen: a) la estimulacién con interferén alfa o anticuer-
pos anti-CD3 y anti-CD28, con el objetivo de obtener
una activacién/expansién policlonal; b) la vacunacién
in vitro por medio de la estimulacién con antigenos tu-
morales o proteinas idiotipicas, frecuentemente me-
diados por la activacién de células dendriticas; c) la
generacién de células T especificas ante el tumor me-
diante la exposicién a antigenos tumorales del pacien-
te y seleccién de clones especificos; o d) la redireccién
de la reactividad de la células T mediante transferencia
genética de antigenos quiméricos.

Una alternativa, elegante pero dificil de asumir en
la préctica general, es la administracién de linfocitos
T policlonales transducidos con genes suicidas, capa-
ces de generar un potente efecto GVL manteniendo
la capacidad de control de la EICH.

La mayor parte de estas aproximaciones estan en
fases incipientes de evaluacién clinica, por lo que, a
pesar de ofrecer algunos datos positivos, merecen ser
interpretadas con prudencia.

Inmunoterapia antiinfecciosa

La inmunidad especifica basada en los linfocitos T
(TC) es crucial en la proteccién ante las infecciones
viricas. Los TC son capaces de reconocer péptidos
derivados de las proteinas virales que son presenta-
dos por las moléculas HLA de las células infectadas.
En la primoinfeccién, la respuesta inmune es gene-
rada por los antigenos presentados por las APC, que
activan y generan la expansién de las células T espe-
cificas que, eventualmente, controlardn la infeccién.
Después de esta fase las TC de memoria serdn las en-
cargadas de responder ante nuevos estimulos infec-
ciosos similares.

Esta respuesta estd mediada tanto por linfocitos
CD4 como CD8. Estos dltimos poseen la capacidad
de lisar las células infectadas, mediada frecuentemen-
te por la produccién de citocinas proinflamatorias. La
funcién de los linfocitos CD4 es eminentemente hel-
per promoviendo la sintesis de anticuerpos y la ex-
pansién y migracién de los linfocitos CD8.
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Las infecciones virales son la mayor causa de mor-
bimortalidad después de un trasplante alogénico de
PH, incluyendo aquéllas generadas por citomegalo-
virus (CMV), virus de Epstein-Barr (EBV), varicela
(VZV) y adenovirus (ADV). En los dos primeros, el
estado inmunitario previo al trasplante marca dife-
rencias de prondstico, siendo el mas favorable cuan-
do donante y receptor son seronegativos y el mas
desfavorable cuando el receptor es seropositivo y re-
cibe un producto seronegativo deplecionado de linfo-
citos T. En general, las reactivaciones viricas son tra-
tadas con farmacos antivirales pero solamente hasta
que se adquiere cierta inmunidad antiviral los pacien-
tes permanecen en la fase de riesgo de reactivacién.

Para mejorar la recuperacién de la inmunidad an-
tiviral especifica, especialmente en pacientes serone-
gativos, se estan desarrollando diferentes estrategias
basadas en la transferencia de células especificas del
donante que, a diferencia de la infusién policlonal de
las DLI, no generan un aumento de riesgo de la EICH.

Algunos grupos ya han obtenido resultados positi-
vOs en esta aproximacion y, concretamente, nuestro
grupo ya ha desarrollado la tecnologia GMP de pro-
ceso celular y ha obtenido la aprobacién para la fa-
bricacién y la realizacién de un ensayo clinico de fase
I/1I para el tratamiento de las infecciones por CMV.

En general, la metodologia consiste en la activacién
de linfocitos de sangre periférica con antigenos vira-
les (pp50, pp65) y més recientemente péptidos sinté-
ticos seguida de: a) la expansion clonal ex vivo, que no
ha demostrado anadir mds eficacia al proceso; o b) la
seleccién de los clones especificos, ya sea mediante
péptidos de HLA multiméricos unidos a fluorocro-
mos o particulas magnéticas o, también, mediante la
selecciéon magnética de las células activadas/secreto-
ras de interferén.

La experiencia acumulada en diversos estudios, ad-
ministrando estos productos de manera profilactica
o terapéutica, frecuentemente demuestra la expan-
sién clonal de células T CMV especificas que tiende
a coincidir con la reduccién de la carga viral y la me-
jorfa clinica. Hasta ahora no se han detectado efec-
tos indeseables.

Estrategias similares se han aplicado en las infec-
ciones por EBV, ADV y Aspergillus:

En el primer caso, para prevenir los sindromes lin-
foproliferativos asociados al EBV, donde ya se han re-
portado un nimero interesante de respuestas clinicas.

En las infecciones por ADV, esencialmente pedia-
tricas, se han podido observar respuestas valoradas
por la expansién clonal de las células T especificas y
reduccién de la carga viral.

Las estrategias futuras en esta direccién apuntan al
desarrollo de productos celulares que estén dirigidos a
dianas mdltiples: CMV, EBV, ADV o, incluso, Aspergi-
llus y VZV, que podran ser derivados de células del do-
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nante o de donantes genéricos como productos listos
para su uso inmediato, aunque cabe también mencio-
nar el desarrollo de protocolos de inmunizacién y ex-
pansién ex vivo a partir de productos que no hayan es-
tado expuestos a los antigenos viricos o fungicos.
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Hospitales comarcales: asistencia integrada del enfermo
hematologico

COORDINADORES: GUILLERMO MARTIN NURNEZ. Servicio de Hematologia.

Hospital Virgen del Puerto. Plasencia (Cdceres)
MANUEL GONZALEZ SILVA. Servicio de Hematologia.
Hospital de la Linea. La Linea de la Concepcion (Cddiz)

-

N

Una caracteristica del trabajo en los hospitales pequefios y periféricos, también llamados comarcales,
es el acercamiento al medio social de nuestros pacientes, lo que nos permite conocer algunas reali-
dades que tal vez estén mas difusas en los grandes centros. Los problemas sociales de personas muy
mayores con dificultades para comprender la medicacidn, los traslados y su soledad hacen que nos
planteemos la necesidad de una atencién mds cercana a los mismos. Se hacen necesarias nuevas for-
mas de asistencia en estos casos. La hospitalizacién domiciliaria, también en el medio rural, puede
ser una forma de atender a nuestros pacientes que debiera ser explorada. Para ello, el Dr. Pedro San-
roma, del Hospital Universitario Marquas de Valdecilla de Santander, nos aportara su experiencia en
la atencién domiciliaria a pacientes hematoldgicos, con la seguridad de que nos generara ideas para
ponerlas en practica en nuestro medio.

En los centros pequefios, donde la especialidad se ejerce de una forma integral en todas sus ramas, te-
nemos la necesidad de estar al dia en temas sencillos de la practica diaria. La hematimetria es un pi-
lar basico de nuestro trabajo diario que todavia no hemos perdido en estos centros. Los nuevos con-
tadores aportan una serie de pardmetros, que ya casi pueden considerarse clasicos, que nos fueron
ofertados como grandes avances en el diagnéstico y que probablemente no sean tanto como se espe-
raba. La amplia experiencia del Dr. Jests Villarrubia del Hospital Ramén y Cajal de Madrid nos acla-
rard cudles de ellos son realmente Gtiles y debemos considerarlos en la practica diaria y cuéles toda-
via no aportan nada resefiable o deben ser ignorados.

Finalmente, en estos hospitales pequefios no queremos renunciar a colaborar en un pilar que contri-
buye a mejorar la labor asistencial, como es la investigacién clinica, una actividad nunca f4cil en cual-
quier nivel y probablemente més menos en nuestro medio, donde la labor asistencial consume la ma-
yor parte del tiempo. Hoy dia no hay justificacién para no hacerla; depende del interés personal. El
mejor acceso a la informacién y la facilidad de contacto con grandes centros con los que colaborar
hacen que esta actividad deba ser irrenunciable para nosotros. Evitard también nuestro aislamiento
e incrementard la calidad asistencial. La Dra. Emilia Pardal del Hospital Virgen del Puerto de Plasen-
cia, con amplia experiencia en superar estas dificultades, hard una revisién de la situacién de nuestros
hospitales en Espafa y cudl debe ser nuestra actitud para superar los obstaculos y no perder interés
en esta faceta de nuestro trabajo.

En conjunto, esperamos que los temas a tratar nos aporten ideas y nos aclaren otras que nos manten-
7

gan al dia, activos e ilusionados en nuestra actividad diaria mejorando la asistencia que prestamos en

los hospitales de nuestro nivel.

~
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La hospitalizacion domiciliaria en la atencion a los enfermos

hematologicos

PEDRO SANROMA MENDIZABAL

Coordinador de la Unidad de Hospitalizacion a Domicilio.

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Santander

Introduccion

La Unidad de de Hospitalizacién a Domicilio (HaD) del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV)
cuenta con un equipo formado por 7 médicos, 18 enfer-
meras, 8 auxiliares de enfermeria y 2 administrativos.
Con una capacidad actual de 60 pacientes/dia, pres-
ta asistencia 24 horas al dfa, durante los 365 dias del
ano. Desde su creacién en octubre de 1984 hemos te-
nido una estrecha relacién con el Servicio de Hemato-
logia, adquiriendo una amplia experiencia en el manejo
de pacientes con pancitopenia tras trasplante autélogo
de progenitores hematopoyéticos (auto-TPH) y en he-
moterapia domiciliaria. Presentamos los resultados cli-
nicos y la demanda asistencial de 49 pacientes seguidos
en el domicilio durante la fase de pancitopenia tras ser
sometidos a auto-TPH y nuestra experiencia en 1.518
procesos transfusionales.

Seguimiento de la pancitopenia tras auto-TPH
Criterios de inclusion

Los pacientes debian cumplir los criterios habituales
para seguimiento domiciliario, tener un ECOG < 3,
no tener comorbilidad grave ni ser refractarios a las
transfusiones plaquetarias.

Criterios de reingreso

Shock séptico, distrés respiratorio, neumonia grave y
sangrado mayor.

Procedimientos protocolizados

Aislamiento protector, mucositis, cuidado del catéter,
hemoterapia y administracién de NPT.

Se han atendido 49 pacientes, 32 hombres y 17 mu-
jeres, con una mediana de edad de 54 afios (extre-
mos: 18-74). La enfermedad hematoldgica era linfo-
ma (29 pacientes), mieloma (10 pacientes), LMA (7
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pacientes), LLA (2 pacientes) y amiloidosis primaria
(1 paciente) y 20 pacientes estaban remisiéon comple-
ta. La mediana de ECOG era 1 (extremos: 1-3). Cua-
renta y seis pacientes recibieron acondicionamiento
basado en quimioterapia y 3 en irradiacién corporal
total. La profilaxis infecciosa se realizé en general con
quinolonas, aciclovir y fluconazol. Once pacientes re-
cibieron nutricién parenteral total durante una me-
diana de 5 dias (extremos 2-10).

Complicaciones infecciosas

Cuarenta y un pacientes (84%) presentaron fiebre.
La antibioterapia empirica se realizé con cefalospo-
rinas (25 casos) o carbapenems (14 casos), asocian-
dose teicoplanina en 34, debiendo hacerse cambios
posteriores en 11 casos. Se extrajeron un total de 88
tandas de hemocultivos, con una mediana de 2 por
paciente (extremos: 0-7). El episodio febril se docu-
ment6 clinica y microbiolégicamente en 20 pacien-
tes (bacteriemia: 14; orina: 3; heces: 2; esputo: 1) y
sélo clinicamente en 19 (siendo la mucositis el foco
en 14 pacientes). Catorce pacientes tuvieron hemo-
cultivos positivos, siendo el Staphylococcus epidermidis
el germen mas frecuentemente aislado (50%), mien-
tras que fueron los gérmenes Gram-negativos en las
otras localizaciones. Gérmenes nosocomiales se ais-
laron solamente en 3 pacientes, multitratados y con
frecuentes ingresos previos.

Recuperacion hematopoyética y necesidades
transfusionales

La mediana de estancia en nuestra unidad fue de 17
dias (extremos: 7-34), con una mediana de 6 dias (2-
16) con < 100 PMN/mm?3, y 8 dias con < 500 PMN
(4-32). Treinta y siete pacientes precisaron transfu-
sién de concentrados de hematies, transfundiéndo-
se un total de 102 concentrados con una mediana de
2 por paciente (extremos: 0-8) y 45 pacientes preci-
saron transfusién de plaquetas, transfundiéndose un
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total de 105 pools con una mediana de 2 por paciente
(extremos: 0-11).

Carga asistencial y colaboracion familiar

Se realizaron un total de 1.780 visitas de enferme-
ria con una mediana de 33 por paciente (extremos:
24-81), 40 de ellas nocturnas, con una mediana de
1 visita nocturna por paciente (extremos: 0-3). Los
meédicos realizaron un total de 834 visitas, con una
mediana de 17 visitas por paciente (extremos: 10-
34), 22 de ellas nocturnas. Se recibieron un total de
110 llamadas urgentes, siendo el 71% por fiebre. El
96% de los pacientes completaron la fase de apla-
sia en el domicilio. Seis pacientes precisaron trasla-
do al hospital para realizacién de exploraciones de
imagen o cambio de acceso venoso. Dos pacientes
precisaron reingreso de corta duracién, regresando
al domicilio a las 48 y 72 horas. Sélo un paciente
no regresé al domicilio por presentar una neumonia
por Aspergillus. La colaboracién familiar fue buena
o muy buena en 45 casos. En 4 familias se detec-
taron dificultades para el cumplimiento de las nor-
mas pero en ningin caso quisieron reingresar en el
hospital.

Transfusion domiciliaria
Transfusiones de hematies (niimero: 1.136)

La mediana de edad fue de 65 afios (extremos: 6-98),
y el 52% eran hombres. El 63% padecia un proce-
so oncolégico y el 47% hematoldgico (LMA, SMD
y linfoma los mds frecuentes). El 52% se realizaron
en pacientes politransfundidos, y el 86% de los pa-
cientes tenian factores de riesgo transfusional (car-
diopatia: 13%; reaccién transfusional previa: 23%).
En 969 ocasiones los concentrados fueron radiados
y en 1.057 desleucocitados. En 765 transfusiones se
utilizé un acceso venoso periférico y en 358 central.
En el 49% de las transfusiones se usé premedicacién
(corticoides: 13%; antihistaminicos: 8%; diuréticos:
25%). Se observé reaccién transfusional en 46 trans-
fusiones (4,9%), en general de caracter leve y que res-
pondieron a las medidas habituales, siendo la fiebre
y los escalofrios las mas frecuentes (36 casos). Sola-
mente fue necesario interrumpir la transfusién en 10
ocasiones. Se realizaron 14 tandas de hemocultivos y
5 estudios de reaccién transfusional.

Transfusiones de plaquetas (niimero: 382)

La mediana de edad fue de 49 afios (extremos: 6-80),
siendo el 65% hombres y el 94% padecia un proce-
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so hematolégico. La administracién de plaquetas se
realizé de forma profilactica en el 83% de los casos.
El 82,7% eran pacientes politransfundidos. Un 30%
de las plaquetas transfundidas procedian de aféresis,
mientras que el 70% procedia de donantes no selec-
cionados. Las plaquetas fueron radiadas en 267 trans-
fusiones y en 316 se utilizaron filtros desleucotizado-
res. Se premedicaron el 86% de las transfusiones. Se
objetivé reaccidn transfusional en 13 ocasiones, tam-
bién de caracter leve en general y con respuesta a las
medidas habituales, siendo la fiebre y la reaccién cu-
tinea las mds frecuentes (10 casos). Solamente fue
necesario interrumpir la transfusién en 2 casos. Se
realizaron tres tandas de hemocultivos. Ningtn pa-
ciente precisé traslado al hospital.

Creemos que con una dotacién y estructura orga-
nizativa como la de nuestra Unidad de HaD el segui-
miento de la fase de aplasia tras el auto-TPH y la he-
moterapia domiciliaria son factibles de ser realizadas
con seguridad y eficacia. Las unidades que opten por
este tipo de asistencia deben tener la capacidad de
ofrecer una intensa vigilancia del paciente durante las
24 horas del dia los 7 dias de la semana, ser unidades
polivalentes y desarrollar un equipo coordinado en-
tre la HaD y el Servicio de Hematologia, manejando
procedimientos protocolizados.
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Docencia e investigacion en un hospital comarcal.
Comunicacion y colaboracion con los hospitales de referencia

EMILIA PARDAL DE LA MANO

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Virgen del Puerto. Plasencia (Cdceres)

Introduccion

En la actualidad, la investigacién y la docencia es-
tan estrechamente ligadas tanto a la actividad médica
asistencial realizada en los hospitales como a la acti-
vidad sanitaria en su conjunto (Figura 1).

Los cambios que la medicina clinica ha experimen-
tado desde la mitad del siglo pasado (irrupcién del
empirismo, revolucién autonomista de los pacientes,
integracién de la ética en las practicas médicas, acce-
so global a las nuevas tecnologias, envejecimiento de
la poblacién, presiones sociales y de los profesiona-
les de la salud en demanda de mejores servicios y cre-
cientes expectativas...), asi como la incertidumbre li-
gada a su préctica, han impulsado a los profesionales
médicos hacia una mayor implicacién en la investi-
gacién, entendida como el Gnico camino que permite
mejorar la prevencién, el diagnéstico y el tratamien-
to de las enfermedades. Ademas, la constante justifi-
cacién requerida de los actos médicos hoy sélo pue-
de formularse cientificamente.

El paso de la clinica experiencialista a la experimen-
talista no ha sido facil. Sin el método cientifico y la
epidemiologia hoy no podriamos hablar de Medici-
na Basada en la Evidencia pero, sin el concurso de los
conocimientos aportados por la biotecnologia, la es-
tadistica, y las nuevas aplicaciones de registro, infor-
macién y comunicacién, la investigacién biomédica
no podria contestar las preguntas formuladas, inima-
ginables, por otra parte, hace unos anos.

En este cambio de actitud y aptitud los hospitales han
sido determinantes, ya que de alguna manera han conse-
guido aunar los multiples recursos humanos y técnicos
con estructuras y organizacién adaptadas a las nuevas
circunstancias. Es necesario no olvidar que histérica-
mente ha habido clinicos que han hecho investigacién.

Sir William Osler, autor de The Principles and Prac-
tice of Medicine, afirmé que “estudiar los fenémenos
de la enfermedad sin libros es cruzar el mar sin car-
tas de navegacién, mientras que estudiar libros sin pa-
cientes, no es ni tan siquiera embarcar”. Manifestando
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Figura 1. Interrelaciones entre los grandes pilares de la Atencion
Sanitaria.

que la asistencia, investigacién y docencia son parte
de un mismo proceso. Los fundamentos académicos
resultan necesarios como criterio previo a todo cono-
cimiento cientifico, pero en el caso de los estudios de
medicina resultard insuficiente sino van acompanados
de una did4ctica orientada a la praxis. Por su parte, De-
rek Bok, Rector de la Universidad de Harvard, dijo: "Si
usted cree que la educacién es cara, intente la igno-
rancia"®. Ser ignorantes en servicios de salud resulta
muy caro a la sociedad, tanto en términos econdémicos
como de bienestar general. Las organizaciones sanita-
rias estan dirigidas a procurar la salud del individuo y,
por ende, de la sociedad y sélo desde el conocimien-
to podemos valorar las decisiones clinicas o estratégi-
cas, la efectividad de los procedimientos, y compren-
der la naturaleza y organizacion del sistema sanitario.

En todos los casos los procesos implicados en la in-
vestigacién y docencia sanitarias se han mostrado efi-
cientes y suponen para las instituciones responsables
una excelente “tarjeta de visita”; sin embargo, por ra-
zones econdmicas, sociales o politicas, estos proce-
sos son percibidos como tangenciales a la asistencia
médica y en algunos casos no son bien ponderados,
provocando una dificil conciliacién con la practica
clinica habitual.
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Investigacion y docencia en Hematologia
y Hemoterapia

En Espafa la estrategia cientifica sanitaria, aunque
previamente esbozada, se inicié de forma decisiva
hace mas de 20 afos en el Instituto de Salud Car-
los IIT (ISCIII). La creacién de los Centros Naciona-
les de Investigacién Oncoldgica, Cardiovascular y de
Enfermedades Neurolégicas (CNIO, CNIC y CIEN),
de programas cientificos como RETIC (Redes Tema-
ticas de Investigacién Cooperativa en Salud), CIBER
(Centros de Investigaciéon Biomédica en Red) y ac-
tualmente los IIS (Institutos de Investigacién Sanita-
ria)®® son un claro exponente del compromiso con la
investigacién biomédica y la docencia acompafiante.

Ademas, con las responsabilidades sanitarias trans-
feridas a las comunidades auténomas (CC. AA.), to-
das las Consejerias de Sanidad han desarrollado pla-
nes con mejor o peor fortuna orientados al mismo
fin. Asimismo, las sociedades cientificas son un pilar
fundamental en el desarrollo de la investigacion, so-
bre todo integrando grupos cooperativos. Un buen
ejemplo es la Sociedad Espafiola de Hematologia y
Hemoterapia, con multiples grupos activos y ensayos
clinicos en marcha.

Segun reporta Valdivieso®, en un andlisis de produc-
cién de articulos en revistas de investigacién entre los
anos 1996 y 2004, de los 40.061 articulos el 47 % pro-
cedian exclusivamente del sector sanitario, un 37%
tanto del sector sanitario como del universitario, por lo
que parece claro que son las instituciones sanitarias las
grandes investigadoras en Espafia. En la misma linea, y
atendiendo a casos concretos, los Dres. Rozman y Ro-
dés®9 publicaron la experiencia del Hospital Clinic de
Barcelona. Esta institucién reformulé toda su estructu-
ra, y dentro de sus principales objetivos de gestion se
encontraba la investigacién. Crearon un centro (IDI-
BAPS) que incrementd la produccién cientifica en can-
tidad y calidad (mas de 500 articulos originales en el
ano 2005 y con factor de impacto 2.242).

Lo que parece claro es que el paradigma cientifi-
co-docente, aunque cada dia mds presente, y segin
las referencias anteriores mejorando, atin no esta im-
plantado por completo en los hospitales espafioles?;
sin embargo, la mayoria de los profesionales sanita-
rios consideran que la investigacién biomédica mejo-
ra su capacidad asistencial y es imprescindible para la
toma de decisiones presentes y futuras.

La docencia formal de la Medicina esta reglada, y
los hospitales junto a las universidades son los luga-
res adecuados para ello; sin embargo, la complejidad
y singularidad del proceso educativo, la gran canti-
dad de profesionales implicados y las enormes reper-
cusiones que el mismo tiene son las que van a deter-
minar el marco docente de un hospital. El cardcter
universitario de un hospital no es un problema de de-
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nominacién, sino de estilo. Actualmente existen en
casi todas las CC. AA. convenios-marco entre las
Consejerias de Salud y de Educacién para la utiliza-
cién de las instituciones sanitarias en la investigacion
y la docencia, todos ellos basados en el RD por el que
se establecen las bases generales de conciertos entre
instituciones sanitarias y universidad® con sus modi-
ficaciones, de tal forma que los hospitales con inquie-
tudes docentes pueden acceder a ser “hospitales aso-
ciados” a la universidad.

&Y qué hay de todo esto en los hospitales
comarcales?

Si es dificil valorar en s mismo el concepto de hospi-
tal comarcal (HC)!9, o es mds atn definir cudl es su
capacidad investigadora y docente. Un HC no posee
la misma infraestructura que los grandes hospitales
ni en recursos humanos ni tecnoldgicos; por otra par-
te, la poblacién atendida (entre 50.000 y 200.000 ha-
bitantes) en muchos casos contrasta con los requeri-
mientos minimos para los grandes ensayos clinicos.
Esto, unido a las peculiaridades locales, hace que la
investigacién y docencia presenten inconvenientes
para su implantacién y desarrollo.

Apoyandonos en el Catidlogo Nacional de Hospita-
les 2012 (Tabla 1), la definicién de “Comarcal” la rea-
lizamos por exclusién de categorias: no mayor de 300
camas, no provinciales, no monograficos, no comple-
jos asistenciales, titularidad no privada (benéfica o no).
Podrén ser rurales o urbanos, tener docencia acredita-
da, ser universitarios y por supuesto, con Servicio de
Hematologia (Tabla 2). A pesar de que la variabilidad
de los Servicios de Hematologia en estos hospitales es
alta en cuanto a nimero de hematdlogos, dependencia
funcional, etc., consideramos que el siguiente andlisis
se ajusta, salvo excepciones, a la realidad.

Para intentar conocer la situacién investigadora en
los HC, y a sabiendas de que el concepto “Investiga-
cién” engloba mucho mads, hemos analizado las pu-
blicaciones indexadas, conscientes de que “son todas
las que estan pero no estdn todas las que son”. Hemos
aplicado los mismos criterios de bisqueda en todas las
bases consultadas (PUBMED, Scholar Google y Bases
de Datos en Espafiol como Dialnet, Indice Médico Es-
pafiol y Medes) entre los afios 2002 y 2012. Hemos ob-
servado que como “primeros autores” de articulos los
hematdlogos de los HC hemos publicado poco (Figu-
ra 2), la situacién mejora cuando investigamos asocia-
dos a otros autores, formando parte de grupos multi-
céntricos (Figura 3), pero en general nuestra produccién
investigadora es escasa. A las dificultades comentadas
previamente como la excesiva labor asistencial, falta de
infraestructuras, etc., afadimos que en nuestra especia-
lidad la investigacién bésica (biologia molecular, gené-
tica, etc.) es fundamental y en un HC no disponemos
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Tabla 1. CNH102, distribucion de hospitales por niimero de camas y por CC. AA.

Tabla 2. Hospitales comarcales, seglin la seleccion del texto, por CC. AA. y % de camas respecto al nimero total

Comunidad autonoma N.° camas comarcal N.° camas total % comarcal /total
ANDALUCIA 2.615 22.231 12
ARAGON 408 5.445 7
PRINCIPADO DE ASTURIAS 720 4.146 17
ISLAS BALEARES 397 3.669 10
CANARIAS 700 7.597 9
CANTABRIA 411 2.042 20
CASTILLA-LA MANCHA 1.556 5.783 27
CASTILLAY LEON 356 9.683 4
CATALUNA 3.928 34.579 1
COMUNIDAD VALENCIANA 3.691 14.248 26
EXTREMADURA 436 4.113 1
GALICIA 714 10.218 7
MADRID 1.338 22137 6
REGION DE MURCIA 648 4.647 14
COMUNIDAD F. DE NAVARRA 218 2414 1
PAIS VASCO 549 8.236 7
LA RIOJA 87 928 9
TOTAL 18.832 162.116 Media 12%

de estos recursos tecnoldgicos, aunque hoy en dia esto
puede ser subsanado con la facilidad para el envio de
muestras. La produccién de articulos de Hematologia y
Hemoterapia en general en Espafia® representa el 5%
del total de los producidos por los hospitales. Sila com-
paramos con la produccién de los HC estamos por de-
bajo de ese indice (Figuras 2 v 3). La mayoria de los HC
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tienen acreditacién docente MIR (Medicina Familiar
y Comunitaria y Medicina Interna fundamentalmen-
te) pero esto no se correlaciona adecuadamente con la
produccién cientifica publicada, asi como tampoco se
relaciona el nimero de camas ni la CC. AA.

Podemos inferir el grado de desarrollo de la investi-
gacién en los HC, pero conocer la situacién de la do-



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

3500

3000

2500

2000

1500

1000
500

CATALUNA
COMUNIDAD..

EXTREMADURA
GALICIA

MADRID

REGION DE MURCIA

ARAGON
COMUNIDAD FORAL..

PRINCIPADO DE..

ISLAS BALEARES
CANARIAS

CANTABRIA
CASTILLA- LA..

ANDALUCIA
CASTILLAY LEON

B Todas las especialidades

W Hematologiay Hemoterapia

PAISVASCO
LARIOJA

Figura 2. Publicaciones registradas en PubMed de los servicios de hematologia y hemoterapia de los hospitales comarcales (primer
autor) en relacion con el resto de especialidades de los mismos hospitales.

H Hematologiay Hemoterapia

M Todas las especialidades

40000 ~
30000
20000
10000
0 H : : R
Lt W w
Tz zs2EcLeseg =
O 0O e = < T 0 [ O o)
D200 @ WD 2Sa0za?z
Z2fougsFz2a 00 C
‘tu:q—‘z’_A*‘:t:‘cwg——}i
O<a<IzigE ah s Oz wv o
= SCoJdITHaF25 2SI
<< = v o = O = o
z 5 o5 Yk o
o v S w o

Figura 3. Publicaciones registradas en bases de datos espaiolas de los servicios de hematologia y hemoterapia de los hospitales

comarcales (no primer autor) en relacion con el resto de especialidades de los mismos hospitales.

cencia es tarea mds dificil pues nos faltan registros de
conciertos con las instituciones docentes y de la for-
macién continuada realizada.

Lo que nos queda por hacer

Es simple: casi todo. Para alcanzar “la excelencia”
quizd debamos reinventarnos, y estos momentos de
crisis y pérdida de inversién en I + D no parecen ser
el mejor entorno para alcanzarla®19.

Tenemos puntos fuertes que nuestros hermanos
mayores, los hospitales de referencia, dejan de lado
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y es la conexién cotidiana con Atencién Primaria y la
informacién contenida en las Bases de Datos de las
poblaciones atendidas. Como ejemplo de esta utili-
zacién y economia de recursos, cabe citar a J. Expé-
sito y J.A. Rodriguez®*'9. La epidemiologia y la salud
publica siempre han sido una fuente de conocimien-
to médico y es en estos campos donde podremos de-
sarrollar nuestras capacidades. Por otra parte, el acce-
so a la informacién y la comunicacién y la posibilidad
de incorporarse a grupos de trabajo nacionales ya es-
tablecidos permiten llevar a cabo la realizacién de es-
tudios postautorizacién®, analisis farmacoecémicos



LV Congreso Nacional de la SEHH. Simposios

o investigacién en el drea de la calidad asistencial. En
todos estos casos no son necesarias grandes infraes-
tructuras, y el limite en la mayoria de los casos lo po-
nen los propios profesionales.

La integracién entre niveles asistenciales (asignatura
pendiente del sistema sanitario) serd beneficiosa para
la produccién investigadora y mejora docente”): el en-
vio de muestras y la remisién de pacientes a los hospi-
tales de referencia, la permeabilidad de los residentes
de hematologia entre los diferentes niveles, la forma-
cién continuada, hoy maés facil con las nuevas tecno-
logias, nos permitiran mejorar en todos los campos.

Conclusiones

* La escasez de publicaciones puede reflejar el gran
desequilibrio hacia la asistencia en detrimento de
la investigacién y la docencia por parte de los he-
matdlogos en los HC.

* Los HC debemos asociarnos tanto con los hospi-
tales de nivel superior (investigacién clinica y ba-
sica) como con la atencién primaria (estudios epi-
demioldgicos y de salud puablica) para crear redes
de trabajo interactivas.

e Facilitar la convergencia entre la enseflanza médi-
ca y la investigacion, con la actividad asistencial,
por parte de las autoridades sanitarias es esencial
como manifestacién de una mejora continua de
la calidad.

* La investigacién cientifica y la docencia son los
mejores instrumentos para aumentar la mejora
en la asistencia, aunque probablemente sin cali-
dad asistencial es imposible que se genere inves-
tigacién cientifica, y para ello los hematdlogos de
los HC tenemos que manifestar nuestro entero
compromiso, puesto que el interés personal sigue
siendo el principal requisito para la realizacién de
cualquier tipo de investigacién: “no hay cuestio-
nes agotadas sino hombres agotados en determi-
nadas cuestiones”9.
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Introduccion

El laboratorio clinico contribuye en un 70% al diagnés-
tico médico, siendo estd aportacién atin mayor en el la-
boratorio de hematologia®. La disponibilidad de unos
datos de laboratorio exactos y rapidos ayudan a un trata-
miento temprano y eficaz. Durante los Gltimos 20 afios,
los contadores hematoldgicos han sufrido una enorme
evolucién tecnoldgica aumentando considerablemente
la informacién que proporcionan®. Ademas de los re-
sultados tradicionales del hemograma de 9 pardmetros
y el diferencial leucocitario, hoy en dia nos proporcio-
nan nuevos valores, tanto cuantitativos como cualita-
tivos, muchos de ellos de gran ayuda en el diagnéstico
clinico. Esto hace que cada vez sea necesaria una mayor
preparacién para su conocimiento y correcta interpreta-
cién y evitar asi la peticién de pruebas innecesarias o, lo
que es peor, un diagndstico tardio o equivocado.

La interpretacion del hemograma debe hacerse siem-
pre en el contexto clinico del paciente. Es fundamental
saber tanto los antecedentes como el cuadro clinico ac-
tual, ademds de cualquier otra circunstancia que pue-
da modificar los resultados analiticos, tales como cier-
tos habitos (alcohol, tabaco, medicacién, etc.). También
es de suma importancia conocer los resultados de otros
laboratorios y pruebas complementarias vy, si éstas son
necesarias para el diagndstico y no se han realizado, su-
gerir al médico su solicitud. En todos aquellos casos en
que sea necesario, el hemograma se deberd comple-
mentar con un frotis de sangre periférica, que debera ser
interpretado junto con el hemograma. Al final, siempre
que se precise, deberemos dar un informe con un diag-
néstico final, si es posible, o con una orientacién diag-
néstica, y no dar una serie de datos aislados que, en mu-
chos de los casos, el clinico no es capaz de interpretar.

Aunque la interpretacién del hemograma debe ha-
cerse de forma global, haremos una descripcién sepa-
rada de lo que aportan cada una de las series hemato-
poyéticas, centrdndonos especialmente en los nuevos
pardmetros incorporados a los analizadores automati-
cos y cémo contribuyen al diagnéstico hematolégico.
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Serie eritroide

Al empezar a estudiar una anemia desde el pun-
to de vista analitico, lo primero que tenemos que
hacer es clasificarla segtn el volumen y la concen-
tracién de hemoglobina de los hematies y segtn la
cifra de reticulocitos®. Los analizadores hematolé-
gicos, en general, miden de forma directa el nimero
de hematies, su volumen, su ancho de distribucién
y la hemoglobina, siendo el resto de parametros
eritrocitarios, calculados (hematocrito, hemoglo-
bina corpuscular media y concentracién de hemo-
globina corpuscular media (Tabla 1). Esto nos per-
mite clasificar las anemias segtn su volumen como
microciticas, normociticas y macrociticas, y segin
la concentracién de hemoglobina en hipocrémicas,
normocrémicas e hipercrémicas. Segin la cifra de
reticulocitos, las anemias se clasifican en regenerati-
vas y arregenerativas. La combinacién de estos pa-
rametros nos permite diagnosticar la mayoria de las
anemias y, cuando esto no es posible, nos orienta en
las determinaciones analiticas que tenemos que so-
licitar®. En el estudio de microcitosis, aunque sea
sin anemia, es fundamental la orientacién diagnés-
tica de posibles talasemias ya que en estos casos el
consejo genético es crucial. Cuando se observe una

Tabla 1. indices eritrocitarios calculados

indices eritrocitarios
Hematocrito = VCM x eritrocitos (10'%/L) = L/L

emoglobina (g/L)
HCM = = picogramos
Eritrocitos (10%2/L)

(hemoglobina corpuscular media)

Hemoglobina (g/L)
CHCM=———=g/I
Hematocrito (L/L)

(concentracion de hemoglobina corpuscular media)
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Tabla 2. Algoritmo diagnoéstico de las microcitosis para el estudio de talasemias.

microcitosis o una hemoglobina corpuscular media
(CHM) disminuida, sugestiva de talasemia, se debe-
r4 comunicar la posible hemoglobinopatia, ya que
frecuentemente se desconoce, y se deberd iniciar el
estudio correspondiente® (Tabla 2).

A partir de 1990, con la incorporacién de nuevas
tecnologias en los analizadores hematolégicos, em-
piezan a aparecer nuevos parametros que mejoran el
diagndstico de forma considerable.

1. Eritroblastos

Su presencia indica una eritropoyesis muy aumenta-
da o dafio u ocupacién medular, y su presencia, salvo
en los primeros dias de vida, siempre es patoldgica.
Los analizadores hematoldgicos que los cuentan sue-
len marcar su nicleo después de lisarlos para poder
separarlos de los leucocitos. Su presencia nos orien-
ta en el diagndstico, y su recuento automatico es mu-
cho mds exacto que el manual, dato que en ciertas
circunstancias es importante, como en los pacientes
con sindromes talasémicos, en los que para valorar la
eficacia de las transfusiones se recomienda tener una
cifra de eritroblastos menor de 5 por cada 100 leu-
cocitos®. Pueden dar lugar a falsas linfocitosis si no
son identificados correctamente. Ademas de eritro-
blastos, determinados analizadores hematolégicos
son capaces de identificar la presencia de cuerpos de
Howell-Jolly (Figura 1).
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2. Fraccion de reticulocitos inmaduros (FRI)

Son los reticulocitos que contienen mayor cantidad
de 4cido ribonucleico (ARN) y, por lo tanto, los mas
jévenes. Su aumento predice la recuperacién eritro-
poyética medular hasta 2 o 3 dias antes que el au-
mento de reticulocitos absolutos, siendo de gran
utilidad para valorar la recuperacién después de qui-
mioterapia y en anemias carenciales?.

3. Contenido de hemoglobina reticulocitaria media (CHr)

Seria una medida indirecta del hierro funcional dispo-
nible para la produccién de hematies en los dltimos
3-4 dias. Es de gran utilidad para los estudios de ane-
mia ferropénica y anemia de los trastornos crénicos,
asi como para valorar el estado férrico de los pacientes
en tratamiento con eritropoyetina® (Figura 2).
Algunos analizadores hematoldgicos han desarro-
llado pardmetros parecidos a CHr basandose en el
volumen y en el contenido de hemoglobina de los re-
ticulocitos (cuantos mds inmaduros, mayor volumen
y menor contenido en hemoglobina), pero no es-
tan estandarizados, por lo que sus resultados no son
comparables entre distintas tecnologias, aunque pue-
den ser de gran utilidad dentro de cada laboratorio.
Entre ellos destacan la hemoglobina reticulocitaria (Ret-
He) y el contenido de hemoglobina celular media reticu-

locitaria (MCHy).
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Figura 1. ldentificacion de eritroblastos y cuerpos de Howell-Jolly en un analizador hematolégico Cell-Dyn Sapphire. La identificacion

se realiza al marcar los nuicleos de los eritroblastos y los cuerpos de Howell-Jolly con ioduro de propicio, que se une a los acidos

nucleicos. El caso corresponde a una drepanocitosis.

4. Porcentaje de hematies hipocromos e hipercromos

La posibilidad de medir de forma directa el conte-
nido de hemoglobina de los hematies (y no sélo de
forma calculada) y cuantificar simultdneamente su
volumen ha permitido tener informacién de 9 po-
blaciones eritrocitarias (Figura 3). El porcentaje de
hematies hipocromos es de gran utilidad en el défi-
cit funcional de hierro® y el porcentaje de hematies
hipercromos es de gran valor para sospechar esfero-
citosis hereditaria. Estas medidas también se pueden
realizar sobre la poblacién de reticulocitos, como vi-
mos anteriormente.

5. Esquistocitos

Su identificacién y cuantificacién es fundamental
para el diagnéstico de diversas patologias que supo-
nen un riesgo vital para el paciente, por lo que los
analizadores deben informarnos de su presencia. Su
recuento al microscopio es impreciso y subjetivo ha-
biendo una gran discordancia en sus recuentos. Al-
gunos analizadores informan de su recuento en pan-
tallas de investigacién y, aunque la sensibilidad es
bastante buena (cercana al 100%), la especificidad
es menor del 20%. En casos de sospecha, siempre se
debe revisar el frotis de sangre periférica®®.

Serie leucocitaria

Los analizadores hematoldgicos nos dan los recuen-
tos de las 5 poblaciones leucocitarias, asi como di-
ferentes alarmas morfolégicas de sospecha (bandas,
granulocitos inmaduros, linfocitos atipicos y blastos,
principalmente). Estos recuentos son expresados
tanto en porcentaje como en valor absoluto, aunque
son solo estos ultimos los que tienen significacién
clinica, por lo que los primeros podrian no informar-
se. Ademads, cuentan los eritroblastos en caso de que
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Figura 2. Advia 2120 (Siemens). Histograma del contenido de
hemoglobina en los hematies (rojo) y en los reticulocitos (azul),
antes, a los 4 dias y a los 13 dias después de la administracion
de hierro intravenoso en un paciente con anemia ferropénica
que no respondia a hierro oral. Puede verse como en el dia O
empieza a aumentar el contenido de hemoglobina de los
reticulocitos sin que aumenten esto; en el dia 4 hay un claro
aumento del contenido de hemoglobina en los reticulocitos
que no se refleja en los hematies hasta el dia 13. (Detection,
evaluation, and management of iron-restricted eritropoyesis.
Blood.2010;116(23):4754-4761)
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Figura 3. Sapphire (Abbott Diagnostic). Volumen de los hematies frente a su contenido en hemoglobina. 1. Anemia ferropénica

transfundida. 2. Esferocitosis hereditaria. 3. Anemia hemolitica autoinmune. 4. Anemia megaloblastica.

existan. La presencia de cualquiera de estas alarmas
nos obliga a revisar el frotis de la muestra si quere-
mos saber su cifra exacta y orientar el diagnédstico.
También nos informan de otras alarmas que pueden
interferir con el diferencial leucocitario, tales como
agregados plaquetarios, hematies no lisados, etc. Se
deben tener claramente establecidos los rangos y los
criterios de revisiéon y validacién del hemograma en
cada laboratorio, asi como los métodos alternativos
para la comprobacién de los resultados.

En la actualidad, los analizadores hematoldgicos
nos proporcionan la férmula expandida, es decir, el
diferencial leucocitario de, al menos, 9 poblaciones
leucocitarias, siendo capaces no sélo de dar las alar-
mas morfolégicas de sospecha, sino de cuantificar es-
tas poblaciones. Estos resultados no se pueden in-
formar directamente al clinico, sino que deben ser
comprobados. Este diferencial, junto con los diferen-
tes graficos que suministran los equipos, nos permite
diagnosticar la mayoria de los procesos patoldgicos.

De todas estas alarmas, la mas importante es la de
blastos. Independientemente del analizador utiliza-
do, debemos ser capaces de sospechar la presencia de
blastos en un paciente para adoptar las medidas nece-
sarias para su diagnéstico. Pero lo que los analizado-
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res detectan como blastos no son siempre las células
inmaduras y malignas que vemos al microscopio y es
posible que algunas células que no son estrictamente
blastos sean contadas como tales (prolinfocitos, tri-
coleucocitos, promielocitos, etc.). Incluso células no
malignas, como en la mononucleosis infecciosa, sue-
len ser identificadas como blastos. Pero lo que es mas
preocupante es que determinados blastos en algu-
nas leucemias agudas no son reconocidos en los ana-
lizadores hematoldgicos. Esto ocurre principalmente
cuando los blastos son de pequefio tamafio, similar
al de un linfocito, y no tienen ninguna caracteristica
citopldsmica especial, como ocurre en algunas leuce-
mias linfoblésticas, frecuentemente en nifos. Si el pa-
ciente tiene una cifra de leucocitos normal y no pre-
senta anemia ni trombocitopenia, la sospecha debe
ser clinica (fiebre, dolor éseo, malestar general, etc.)
y es imprescindible la realizacién de un frotis de san-
gre periférica y, si es necesario, un estudio de citome-
tria de flujo. Hay que tener en cuenta que en determi-
nadas situaciones el analizador identifica los blastos
como otras células atipicas (linfocitos atipicos, granu-
locitos inmaduros, etc.), informando con las alarmas
correspondientes. Es por esto por lo que es absolu-
tamente necesario revisar todas las graficas que pro-
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porcionan los analizadores junto con los datos clini-
cos del paciente.

Pero existen otros problemas del diferencial sin re-
solverse. La identificacién y el recuento de monoci-
tos puede ser problematica y, en muchas ocasiones,
no es posible diferenciar los monocitos ni los pro-
monocitos. Los baséfilos son la poblacién mas dificil
de contar y, ante la sospecha de una basofilia, es ne-
cesario hacer un recuento manual. Los analizadores
tienden a infraestimar la verdadera basofilia y, cuan-
do ésta se produce, debe revisarse con precaucién ya
que puede deberse a artefactos o a la presencia de cé-
lulas anormales, tales como blastos, células plasmati-
cas o células linfomatosas.

En los dltimos afios, los analizadores hematolégicos
han incorporado nuevos pardmetros que complemen-
tan el estudio de la serie leucocitaria. La cuantificacién
de las células progenitoras hematopoyéticas (HPC) puede
ser de gran ayuda a la hora de decidir el mejor momen-
to para la realizacién de una aféresis con el fin de obte-
ner las células madre hematopoyéticas necesarias para
un trasplante de médula 6sea®. Otros utilizan anti-
cuerpos monoclonales de forma rutinaria, siendo posi-
ble realizar en ellos la cuantificacion automatica de las
poblaciones linfocitarias CD3/CD4/CD8. También es
posible la utilizacién de otros anticuerpos monoclona-
les de forma semiautomatica, lo que nos permite el es-
tudio de las diferentes poblaciones linfocitarias (linfo-
grama) y granulociticas, identificacién y recuento de
células progenitoras y caracterizacién de blastos!". Es-
tos anticuerpos también se pueden utilizar para el es-
tudio de plaquetas y hematles.

El recuento de plaquetas constituye uno de los ma-
yores retos para los contadores hematoldgicos. Hay
que tener en cuenta que para indicar una transfusién
profilactica de plaquetas el tnico dato de que dispo-
ne el clinico es la cifra de plaquetas que le proporcio-
ne el laboratorio y, cuando éstas se encuentran muy
disminuidas, su cuantificacién puede ser muy com-
plicada. Por lo tanto, corremos el riesgo de no trans-
fundir cuando es necesario y poner en riesgo la vida
del paciente o, por el contrario, transfundir de mas,
con las posibles complicaciones que esto conlleva.
En el recuento de plaquetas es fundamental conocer
la tecnologia que utiliza nuestro analizador y saber
la linealidad del mismo, especialmente en cifras ba-
jas. Los métodos que utilizan sélo el volumen de las
plaquetas para su recuento (impedancia) son los mas
inexactos ya que éstas se pueden confundir con otras
particulas de tamafio similar, tales como esquistoci-
tos, fragmentos de leucocitos, microcitos, etc.

. Para mejorar esto, algunos analizadores reali-
zan una serie de ajustes logaritmicos para adaptarse
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a la distribucién de las plaquetas. La utilizacién de
los métodos dpticos, que tienen en cuenta tanto el
volumen como la composicién celular interna de la
plaqueta, mejoran considerablemente este problema.
El método inmunolégico, actualmente método de re-
ferencia para el recuento plaquetario, es el mas ade-
cuado para los casos de trombocitopenia severa™.
Se basa en la identificacién de las plaquetas por anti-
cuerpos monoclonales (CD61, que identifica la pro-
teina de membrana plaquetaria GPIIIA). Lo que no
puede ser utilizado en estos casos para tomar deci-
siones clinicas es el recuento manual en el frotis de
sangre periférica. Este método, ademds de tedioso, es
impreciso e inexacto, llegando a tener coeficientes de
variacién de mas del 25%, lo que implica que la in-
dicacién de transfundir plaquetas o no sea frecuente-
mente errénea. Esto no significa que no sea necesario
revisar los frotis de sangre periférica, necesarios para
valorar la morfologia de las plaquetas y de otras célu-
las que nos pueden ayudar al diagnéstico.

Existen analizadores hematolégicos que informan
del nimero de plaquetas reticuladas. Estas plaquetas
son las plaquetas mds joévenes, con mayor cantidad
de ARN y son de mayor tamafo. Serfan el equiva-
lente de los reticulocitos en la eritropoyesis y estan
aumentadas en las trombocitopenias de causa peri-
férica™. Aunque su utilidad clinica ha quedado de-
mostrada en diversas publicaciones, su utilizacién no
hallegado a generalizarse en los laboratorios clinicos.

Otros parametros plaquetarios, como la masa pla-
quetar (MCP) y su ancho de distribucién (PCDW y
PMDW), se han correlacionado con la activacién pla-
quetaria, pero su utilizacién tampoco se ha generali-
zado debido, entre otras cosas, a la posible activacién
de las plaquetas en el proceso de extraccién de sangre.

* El hemograma, junto con el frotis de sangre pe-
riférica, es una herramienta fundamental para el
diagndstico hematoldgico.
Es necesario conocer las posibilidades y limitacio-
nes de nuestros analizadores hematolégicos para
asegurarnos de que los resultados que ofrecemos
son correctos.
El hemograma debe interpretarse en el contexto
clinico del paciente y para ello utilizaremos todas
las herramientas que estén a nuestro alcance (an-
tecedentes, historia clinica, datos analiticos, téc-
nicas de imagen, pruebas complementarias, etc.).
Elinforme final debe ser claro e inteligible y no li-
mitarnos a dar una serie de descripciones citolé-
gicas sin llegar a ninguna conclusién.
* Aunque los analizadores hematolégicos nos in-
forman de numerosos pardmetros, no todos tie-
nen la misma utilidad. Hay que tener claro qué
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Figura 4. Recuento de plaquetas por CD61. Es significativa la diferencia de plaquetas segiin el método utilizado (PLTo: 6ptico; PLTi:

impedancia; CD61: anticuerpo monoclonal). En verde se observan las plaquetas reales y, en negro, esquistocitos que fueron contados

como plaquetas. Corresponde a un caso de pulrpura trombética trombocitopénica secundaria a trasplante de médula 6sea en una

leucemia de células plasmaticas.

pardmetros nos pueden ser Utiles para la revisién,
cuéles debemos informar al clinico y cuéles no
nos aportan nada.
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Caso 1

Mujer de 75 anos con pancitopenia

I. DLouny!, O. PERA!, N. MARTINEZ CIBRIAN', X. ANDRADE!,
X. CALVO?, M. AYMERICH?, D. CosTA?, N. VILLAMOR?,

J. EsTEVE!, M. RoZMAN?

! Servicio de Hematologia; ? Unidad de Hematopatologia.

Servicio de Anatomia Patologica. IDIBAPS. Hospital Clinic de Barcelona

Historia clinica

Mujer de 75 afios, con antecedentes de diabetes
mellitus de tipo 2 (sin tratamiento farmacoldgico)
y colecistectomia por litiasis biliar. A raiz de aste-
nia progresiva de una semana de evolucidn, se rea-
lizé una analitica en otro centro, donde se obser-
vaba una pancitopenia, por lo que fue derivada a
nuestro hospital.

Exploracion fisica

Al examen fisico presentaba un ECOG de 0, con pa-
lidez cutdneo-mucosa, siendo el resto de la explora-
cién normal.

Pruebas complementarias

El hemograma presentaba hemoglobina 61 g/L, VCM
86 fL, leucocitos 3,50 x 10°/L (neutréfilos 2,1 x 10°/L,
linfocitos 0,9 x 10°/L, monocitos 0,4 x 10°/L, eosiné-
filos 0,1 x 10°/L) y plaquetas 23 x 10°/L. En la bio-
quimica no se encontraron alteraciones destacables.
Las serologias viricas frente a VIH, VHC y VHB fue-
ron negativas. En el frotis de sangre periférica se ob-
servaron eritrocitos con morfologia alterada (perfil de
“champifién”) y neutréfilos desgranulados (Figura 1).

El aspirado medular fue hipercelular, con disminu-
cién de la grasa. La serie blanca estaba disminuida,
mientras que los megacariocitos estaban presentes en
cantidad normal, pero un70% de ellos presentaba sig-
nos displasicos (ntcleos hiposegmentados, microme-
gacariocitos). El componente eritroide semimaduro y
maduro comportaba el 12% del total celular y mos-
traba marcados signos displasicos: cromatinas mega-
loblasticas, nicleos irregulares, cariorrexis, elementos
binucleados y punteado baséfilo. Asimismo se obser-
v6 una infiltracién por un 29% de células blasticas, la
mayoria de aspecto eritroide (nicleo redondo, croma-
tina inmadura y citoplasma amplio, baséfilo y con va-
cuolas confluentes) (Figuras 2-4).
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Figura 1. Frotis de sangre periférica. Se observan eritrocitos de
morfologia alterada. Flecha: eritrocito con perfil de “champiinon”
(May-Griinwald-Giemsa).

Figura 2. Aspirado medular. Se observa un megacariocito

pequeno con niicleo redondo (flecha negra) y un neutréfilo con
segmentacion nuclear anémala (flecha roja) (May-Griinwald-
Giemsa).
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Figura 3. Aspirado medular en el que se observan células
inmaduras de aspecto eritroide: niicleo redondo, con el
citoplasma basofilo intenso y con vacuolas (flechas negras).
Asimismo, se observan neutréfilos con segmentacion nuclear
anomala (flechas rojas) (May-Griinwald-Giemsa).

Figura 4. Aspirado medular. Se observa un blasto de aspecto

mieloide (flecha negra) y abundantes blastos de aspecto
eritroide (May-Griinwald-Giemsa).

En el estudio citoquimico, la tincién de acido pe-
riédico de Schiff (PAS) mostré positividad citoplas-
matica en mazacotes, que tendian a la coalescencia
(Figura 9), y en el estudio inmunocitoquimico (so-
bre el mielograma) la mayoria de las células blas-
ticas fueron positivas para glicoforina (Figura 6), y
aisladamente alguna fue positiva para CD61 o mie-
loperoxidasa.

En el estudio inmunofenotipico por citometria de
flujo la muestra medular estaba constituida mayo-
ritariamente por linfocitos (17 %), serie roja (18 %),
serie granulocitica (46%) y monocitos (6%). Exis-
tian ademds un 6-8% de elementos de FSC/SSC
intermedio y de fenotipo CD117++, CD45 débil,
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Figura 5. Reaccion del PAS sobre aspirado medular. Se observa
la positividad en forma de granos gruesos que tienden a la
coalescencia, ademas de un eritrocito PAS-positivo (flecha).

Figura 6. Inmunocitoquimica sobre aspirado medular. La mayoria
de las células blasticas son de linea eritroide (glicoforina +).

CD33 débil, CD13+ débil, HLA-DR+, CD71+++,
MPO-, lisozima—, y sin expresién de marcadores
de maduracién neutréfila ni monocitica. Los ele-
mentos CD117+ coexpresaban CD2, CD4 y CD7.
Asimismo, el patrén de maduracién neutréfila fue
anémalo.

El estudio citogenético en médula 6sea fue 45-47,
XX, -5[3], del5)(q13q33)[12], 73], 7)(p22436)[8],
+marl[2], +mar2[2]/46, XX[7].

El anélisis de la duplicacién interna en tdndem del
gen FLT3 (FLT3-ITD) mediante PCR fue negativo.

Diagnostico

Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados
con mielodisplasia.
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Se inici tratamiento con azacitidina (75 mg/m? x 7
dias cada 28 dias), con muy buena tolerancia, con lo
que mejord el cuadro asténico. Alcanzé una respues-
ta hematoldgica completa, con normalizacién de los
pardmetros hemoperiféricos y reduccién de la cifra
de blastos (5%), pero después del 8.° ciclo se detec-
té una pancitopenia, por lo que se realizé un aspira-
do medular, confirmando la recaida de la enfermedad
(infiltracién por 28% de blastos de similares caracte-
risticas a las del diagndstico). Se pasé entonces a un
tratamiento paliativo, con soporte transfusional. Fi-
nalmente la paciente fue exitus vitae a los 10 meses
del diagnéstico.

Las leucemias agudas son proliferaciones clonales de
células hematopoyéticas inmaduras que suelen cur-
sar con una disminucién de los elementos mieloides
normales. Su diagndstico se basa en el andlisis inte-
grado de la morfologia, citoquimica, inmunofenoti-
po, citogenética y biologia molecular de sangre pe-
riférica y/o médula ésea. Las leucemias mieloides
agudas (LMA) se dividen, segin la clasificacién de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) 2008, en
LMA con anomalias genéticas recurrentes, LMA con
cambios relacionados con mielodisplasia, LMA rela-
cionadas con el tratamiento y LMA sin otra especifi-
cacién®.

La LMA con cambios relacionados con mielodis-
plasia (LMA-CRM) se define por la presencia en san-
gre periférica o médula ésea de un 20% o mas de
blastos junto a rasgos displasicos intensos en la he-
matopoyesis residual, el antecedente de una mielo-
displasia previa o bien la presencia de anomalias cito-
genéticas relacionadas con mielodisplasia ;

Tabla 1. Anomalias citogenéticas definitorias de leucemia
mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia
(si > 20% de blastos)

Cariotipo complejo (> 3 alteraciones no relacionadas)

Alteraciones no balanceadas  Anomalias balanceadas

-7/del(7q) t(11;16)(q23;p13.3)
-5/del(5q) 1(3;21)(q26.2;922.1)
i(17q)/t(17p) 1(1;3)(q26.2;922.1)
-13/del(13q) 1(2;11)(p21;023)
del(11q) 1(5;12)(q33;p12)
del(12p)/t(12p) t(5;7)(q33;q11.2)
del(9q) 1(5;17)(a33;p13)
idic/(X)(q13) (5;10)(q33;921)
1(3;5)(425;934)
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ademas no debe haber antecedentes de quimio- o ra-
dioterapia ni la presencia de anomalias citogenéticas
recurrentes. En cuanto a la morfologia, la displasia
debe estar presente en al menos el 50% de las células
de al menos 2 lineas celulares de la hematopoyesis.

Ante la presencia de un componente mayoritaria-
mente eritroide en un caso de leucemia aguda hay
que plantearse el diagndstico diferencial con la eri-
troleucemia (antigua M6 de la clasificacion FAB), de
la cual se diferencian 2 subtipos: la leucemia aguda
mieloeritroide (LAME) y la leucemia aguda eritroide
pura (LAEP). La primera se caracteriza por presentar
un componente eritroide de al menos el 50% de las
células nucleadas en la médula dsea, y un 20% o mas
de blastos mieloides de la celularidad restante. Estas
leucemias pueden originarse de novo, evolucionar
desde un sindrome mielodisplédsico o, més raramen-
te, desde un sindrome mieloproliferativo crénico?, si
bien con la clasificacién actual de la OMS el antece-
dente de mielodisplasia haria que se catalogara como
una LMA-CRM. La LAME ocurre preferentemen-
te en adultos, con ligero predominio masculino, y es
poco frecuente (menos del 5% de las leucemias mie-
loides). Los pacientes tipicamente presentan al diag-
néstico una anemia muy marcada, con eritroblastos
displésicos circulantes y con leucopenia.

La LAEP puede aparecer a cualquier edad, incluso
durante la infancia, y es extremadamente rara. Para
su diagnéstico se requiere que en la médula dsea se
presenten un 80% o mds de elementos inmaduros de
la serie roja.

En ambas entidades, la serie roja muestra signos
displasicos marcados (gran tamafo, alteraciones nu-
cleares y frecuentemente la presencia de vacuolas
citoplasmaticas PAS+ con tendencia a la coalescen-
cia). En la LAEP estos rasgos displasicos son més evi-
dentes que en la LAME, habiéndose observado ade-
mas en el primer subtipo que a mayor porcentaje de
proeritroblastos peor era la supervivencia®.

Liu et al. analizaron una serie de 538 casos consecu-
tivos de mielodisplasia y 1.558 de LAM, de los cuales
66 casos (3%) cumplian criterios de eritroleucemia
aguda (> 50% de precursores eritroides y > 20% de
mieloblastos del componente celular no eritroide)?.
La mediana global de supervivencia en estos pacien-
tes fue de 10,9 meses. Las anomalias citogenéticas
mas frecuentemente observadas en estos pacientes
fueron cariotipos complejos (31%) y monosomia de
los cromosomas 5y 7 en un 24% y 26% de los ca-
sos, respectivamente. Usando Unicamente la clasifi-
cacién citogenética del IPSS (International prognostic
scoring system) para sindromes mielodisplasicos®,
los pacientes del grupo de alto riesgo tenian peor su-
pervivencia que los de riesgo bajo e intermedio (P =
0,034), mientras que, si se usa la clasificacién citoge-
nética para LMA del grupo britanico (UKMRC)®, no
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Neoplasias mieloides con predominio
eritroide (= 50%)

Mieloblastos Mieloblastos
>20% del total <20% del total
celular celular
A/ \ v
Displasia, historia Ninguna Mieloblastos Eritroblastos Ninguna
de SMD o >20% del >80% del
alteraciones componente total celular
citogenéticas de celular no
SMD eritroide
v v A A
LAM con CRM Eritroleucemia I._eu.cemla SMD
eritroide pura

Figura 7. Algoritmo de clasificacion de las neoplasias con componente eritroide mayoritario. Fuente: adaptado de S. Wang®.

hay diferencia entre los grupos de riesgo intermedio
y alto (P = 0,516). Asimismo, si se usa el score pronds-
tico IPSS completo, nuevamente el grupo de riesgo
alto tiene una sobrevida més corta en comparacién
con los de riesgo bajo e intermedio (P = 0,031). De
hecho, las anomalias citogenéticas observadas en es-
tos pacientes con predominio eritroide fueron simila-
res a las descritas en los sindromes mielodisplésicos.
Otros autores, como Zuo y Bacher, han publicado se-
ries de casos de patologias mieloides con predominio
eritroide con observaciones similares®”.

Si bien la definicién de la leucemia aguda eritroide
es clara en cuanto a los valores numéricos requeridos
de serie roja y blastos (Figura /), no siempre es tan fa-
cil encasillar cada caso, sobre todo por la variabilidad
interobservador, la distribucién irregular de los dis-
tintos tipos celulares y la atribucién a una determi-
nada linea de los blastos presentes en la muestra. El
criterio arbitrario del 50% de componente eritroide
intenta diferenciar la eritroleucemia de las mielodis-
plasias y de las leucemias mieloides agudas con gran
componente eritroide, aunque todo (los aspectos cli-
nicos similares, las alteraciones citogenéticas comu-
nes, etc.) parece indicar que se trataria de una misma
entidad biolégica®. La leucemia eritroide pura seria
la “verdadera” eritroleucemia, ya que tiene una mor-
fologia y un comportamiento clinico-biolégico dife-
rentes, con un mayor porcentaje de cariotipos com-
plejos y una peor respuesta a la quimioterapia de
induccidn, lo que se traduce en una peor superviven-
cia (mediana entre 1 y 4 meses)®.

El tratamiento de estas patologias es similar al de
otras leucemias mieloides agudas, es decir, esquemas
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de induccién con citarabina y antraciclinas (esque-
mas “7 + 3”), con tasas de remisién completa alre-
dedor del 60% (salvo las LAEP, que son significativa-
mente peores, de alrededor del 25%). Los agentes
hipometilantes (azacitidina) han demostrado cierta
utilidad, con tasas de remisién citogenética comple-
ta en el 77% de casos, con una mediana de supervi-
vencia de 12 meses?. Idealmente, los pacientes con
LAEP deben ser incluidos en ensayos clinicos y, si es
necesario y se dan las condiciones, posteriormente
tratados con trasplante alogénico de precursores he-
matopoyéticos.

Para recordar

* La leucemia aguda eritroide se define por presen-
tar un componente eritroide de al menos el 50%
de las células nucleadas en la médula 6sea, y un
20% o mas de blastos mieloides de la celularidad
no eritroide. Sin embargo, estos criterios son ar-
bitrarios y pueden plantear dificultades en algu-
nos casos.

El diagnéstico diferencial de la leucemia agu-
da eritroide debe hacerse principalmente con
la leucemia aguda mieloide con cambios rela-
cionados con mielodisplasia y con los sindro-
mes mielodisplasicos con componente eritroi-
de importante.

El comportamiento clinico y las alteraciones ci-
togenéticas observadas en la eritroleucemia y las
otras patologias mieloides con predominio eri-
troide sugieren que estas entidades constituyen
un mismo continuum bioldgico.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Casos Clinico-Citologicos

Bibliografia

1

| 239 |

. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein

H, et al. WHO Classification of Tumours of Haematopoietic
and Lymphoid Tissues. Lyon, France: IARC Press; 2008.

. Bacher U, Haferlach C, Alpermann T, Kern W, Schnittger S,

Haferlach T. Comparison of genetic and clinical aspects in
patients with acute myeloid leukemia and myelodysplastic
syndromes all with more than 50% of bone marrow eryth-
ropoietic cells. Haematologica. 2011;96:1284-92.

. Santos FE, Bueso-Ramos CE, Ravandi E Acute erythroleuke-

mia: diagnosis and management. Expert review of hematol-
ogy. 2010;36:705-18.

. Liu CJ, Hong YC, Yang CF, Liu SH, Gau JP, Liu JH, et al. Clini-

copathologic features and outcome of acute erythroid leuke-
mia based on 2008 revised World Health Organization clas-
sification. Leukemia & Lymphoma. 2012;53:289-94.

. Greenberg P, Cox C, LeBeau MM, Fenaux P, Morel P, Sanz

G, et al. International scoring system for evaluating prog-

10.

nosis in myelodysplastic syndromes. Blood. 1997;89:2079-
88.

. Grimwade D, Walker H, Oliver E Wheatley K, Harrison C,

Harrison G, et al. The Importance of Diagnostic Cytogenet-
ics on Outcome in AML: Analysis of 1,612 Patients Entered
Into the MRC AML 10 Trial. Blood. 1998;92:2322-33.

. Zuo Z, Medeiros 1], Chen Z, Liu D, Bueso-Ramos CE, Luth-

raR, etal. Acute myeloid leukemia (AML) with erythroid pre-
dominance exhibits clinical and molecular characteristics that
differ from other types of AML. PloS one. 2012;7:¢41485.

. Wang SA, Hasserjian RP. Erythroid proliferations in myeloid

neoplasms. Human Pathology. 2012;43:153-64.

. Goldberg SL, Noel P, Klumpp TR DG. The erythroid leuke-

mias: a comparative study of erythroleukemia (FAB M6) and
Di Guglielmo disease. ] Clin Oncol. 1998;21:42-7.

Vigil C, Cortes ], Kantarjian HM, Garcia-Manero G, Lancet
JE LA. Hypomethylating therapy for the treatment of acute
erythroleukemia patients. 51st ASH Annual Meeting and Ex-
position; 2009.



LV Congreso Nacional de la SEHH. Casos Clinico-Citologicos

Caso 2

Paciente con cuadro constitucional, hemofagocitosis en méedula
osea y ganglio linfatico y diagnostico de linfoma difuso de célula

grande de linea B

P. INIESTA!, N. NAVARRO?, E. CAMPO?®, J. ESTEBAN*, J.M. HERNANDEZ RIVAS®, L. QUINTANA',
G. SOLER', M.M. OsMA', A. JEREZ!, F.J. ORTUNO'

IServicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Morales Meseguer. Murcia

2 Servicio de Anatomia Patolégica. Hospital Morales Meseguer. Murcia

3 Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Clinic. Barcelona

# Servicio de Hematologia. Hospital Virgen del Castillo. Yecla (Murcia)

3 Servicio de Hematologia. Hospital Clinico Universitario. Salamanca

Motivo de consulta

Paciente de 56 afios remitido en octubre de 2011 por as-
tenia, fiebre y adenopatias de 10 semanas de evolucién.

Antecedentes patologicos

Psoriasis cutdnea diagnosticada en 1990. Diabético
controlado con hipoglucemiantes orales desde 4 afios
antes. Neumonia que requiri6 ingreso hospitalario en
2002. Amputacién traumatica del cuarto dedo de la
mano derecha 5 afios antes.

Enfermedad actual

En estudio por cuadro de 3 meses de evolucién de
fiebre diaria de hasta 38 °C, de predominio vesperti-
no, que se acompanaba de sudoracidn, astenia y ano-
rexia progresivas, pérdida de hasta 15 kg de peso y
crecimiento paulatino de adenopatias cervicales y
submandibulares.

Exploracion fisica

Afectacién del estado general, con aspecto caquécti-
co. Palidez mucocuténea; no lesiones dérmicas. Ex-
ploracién ORL, pulmonar y cardiaca sin hallazgos.
Abdomen distendido; hepato- y esplenomegalia de
4y 5 cm por debajo del reborde costal, respectiva-
mente, la primera de ellas, homogénea, y la segunda,
que atravesaba la linea media, de consistencia pétrea.
Se palpaban adenopatias laterocervicales y subman-
dibulares bilaterales de 3 y 2 cm, respectivamente, y
una adenopatia axilar derecha de 5 cm.

Analiticas

® Hemograma: WBC: 2,2 x 10°/L; diferencial auto-
matico: 70% N, 22% L, 7% M, 1% E, Hb: 73
g/L, VCM 84 fL, CHCM: 33 pg/L, plaquetas: 22
x 10°/L.

| 240 |

® Bioquimica: sin alteraciones en la funcién renal, io-
nograma, proteinograma ni en factores de madu-
racién u hormonas tiroideas. FA: 400 UI/L, GGT:
72 UI/L, ALT: 26 UI/L, AST: 18 UI/L, bilirrubina:
1,1 mg/dL, LDH: 930 UI/L,: B,-microglobulina 5,8
mg/L, ferritina 1.440 mg/dL vy triglicéridos 293
mg/dL. Coombs directo negativo. Sedimento de
orina: sin hallazgos destacables.

Microbiologia

Hemocultivos y urocultivos: negativos. Serologias de
atipicas, lies, VHS, VVZ, CMV, VHB, VHC y VIH ne-
gativas. EBV y toxoplasma positivas (IgG). Antigeno
de galactomanano sérico negativo. Broncoaspirado:
flora habitual con Auramina negativa.

Pruebas de imagen

* Rx de térax: masa parahiliar derecha.

® Ecografia abdominal: hepatomegalia de 20 cm y es-
plenomegalia de 24 cm (medidas en eje craneo-caudal).

® TAC téraco-abdominal: masa parahiliar derecha
de 5 x 6 cm, adenopatias pretraqueales e hiliares, en
espacio prevascular, subcarinales y retropectorales
bilaterales. Se confirman hepato- y esplenomegalia y,
ademds, se observan adenopatias en la raiz del me-
senterio, cadena celiaca, retroperitoneo, retrocavas y
ambas cadenas iliacas.

* Ecocardiografia: FEV: 55% sin otros hallazgos
destacables.

Estudios citologicos e histologicos

* Frotis sanguineo: serie blanca de aspecto normal.
Discreta anisocitosis; rouleaux. Se confirma trom-
bocitopenia. No se observan células atipicas.

¢ Estudio de médula 6sea (MO):

* Aspirado: celularidad abundante. Serie eritroi-
de: 37% (con desviacién izquierda). Serie mie-
loide inmadura: 5% de predominio mieloblas-
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tos de tipo II, promielocito y promonocito.
Serie mieloide semimadura y madura: 51%, de
predominio mielocito- metamielocito. Eosino-
filia moderada. Serie monocitica y SMF: 3%;
a destacar la presencia de numerosas iméage-
nes de hemofagocitosis apreciandose en el cito-
plasma de los macréfagos: hematies, elementos
nucleados de serie eritroide, elementos de se-
rie granulocitica, monocitos y plaquetas (Figu-
ra 1). Serie linfocitica: 2% (heterogénea). Me-
gacariocitos muy abundantes. Hierro reticular:
abundante; sideroblastos 6% (tipos I-II). Con-
clusién: Hemofagocitosis. Se descarta infiltra-
cién por proceso neoplasico. Hemofagocitosis.
Biopsia de MO: hiperplasia mieloide con muy
discretos rasgos displasicos. Fibrosis reticuli-
nica de grado .

Figura 1. Aspirado de médula 6sea en el que se observan
imagenes de hemofagocitosis.

Figura 2. Impronta del ganglio linfatico que muestra un

infiltrado monomorfo por elementos linfoides y fenomeno de
hemofagocitosis.
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* Estudio inmunofenotipico: poblacién linfoide
CD19+: 4,5%.

* Estudio citogenético: cariotipo 46,XY [30].

* Biopsia transbronquial: infiltrado denso y ar-
tefactado a expensas de células de habito linfoi-
de positivas para CD20, CD79 y CD45. Compa-
tible con infiltracién por linfoma no Hodgkin B.

* Estudio de ganglio linfatico:

— Improntas: celularidad abundante. Infiltracién
por linfocitos atipicos de tamafio heterogéneo
(mediano/grande) y contorno nuclear irregu-
lar. En los de mayor tamafio destacan uno o
mads nucleolos de gran tamafio. Se observan
macréfagos (“en cielo estrellado”) e imdgenes
de hemofagocitosis (Figura 2).

— Estudio histolégico: borramiento de la arqui-
tectura ganglionar por infiltracién difusa poli-
morfa constituida por células grandes de habito
linfoide acompafiadas de abundantes histioci-
tos que forman pequefios pseudo-granulomas
(Figura 3). Algunas de las zonas del ganglio es-
tan mds conservadas y presentan un patrén de
crecimiento vagamente nodular. Dichos nédu-
los estan constituidos por una poblacién simi-
lar a la observada en las areas difusas.

— Inmunohistoquimica: células grandes CD20+,
CD30+, MUM1+ y negativas para bcl6, CD10,
bcl2, SOX11, EBER y LMP1. Ciclina D1 con
positividad parcial (débil) y focal. Los marcado-
res CD23, CD35 y CD21 muestran hiperplasia
de células foliculares dendriticas siguiendo un
patrén peculiar, con presencia de estas células
formando nédulos compactos en una parte del
ganglio, mientras que en las zonas correspon-
dientes a infiltracién difusa existen numerosos
elementos que no forman nédulos. Positividad
T presente en compartimentos. Ki-67: 90%.
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Figura 3. Estudio histolégico del ganglio linfatico que confirma el
diagnéstico de linfoma.
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Figura 4. Estudio inmunofenotipico de la suspension ganglionar con poblacion CD19+ y monoclonalidad kappa.

— Citogenética de suspensién gan-
glionar: cariotipo 49, XY, +1,
del(1)(p31), +4, del(6)(q21), -13,
add(14)(q32), +marl, +r [16] (Fi-
gura J).

— FISH sobre células obtenidas a par-
tir de la suspensién ganglionar: po-
sitividad para IgH (58%; sonda
LSI IgH DCBA) y reordenamiento
bell (12% ndacleos; sonda LSI IgH/
CCND1 XT DCDF) (Figura 6). Es-
tudios de bcl2, bcl6 y c-myc nega-
tivos. Todas las sondas de Vysis-
Abbott.

Estudios moleculares

°* MO: andlisis del reordenamiento
clonal del gen de la cadena pesada

Figura 5. Citogenética de suspensién ganglionar con cariotipo complejo. de las inmunoglobulinas IgH: posi-

Figura 6. FISH en suspension ganglionar donde se confirma el

reordenamiento bcldl.
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—Estudio inmunofenotipico de la suspen-

sién ganglionar: CD19+: 52%. Estos elemen-
tos presentan fenotipo CD10+ débil, CD5-,
CD20+, CD22+, CD81+, CD79b+, FMC7+ y
monoclonalidad kappa (Figura 4).

tivo para las regiones FR1-JH y FR2-
JH.

* Suspension ganglionar: idéntico reordenamien-
to del gen de la IgH en las regiones FR1-JH y
FR2-JH (Figura 7). Andlisis del reordenamien-
to clonal del gen TCR: negativo, tanto en MO
como en ganglio linfatico.

Diagnosticos

e Linfoma no Hodgkin difuso de célula grande
(LNH-DCG) de fenotipo B. Estadio IV-B (pul-
mén, higado), IPI alto, cariotipo complejo en gan-
glio linfatico y elevado indice proliferativo (Ki-
67:90%). Destaca la positividad parcial para bcll
tanto por técnica inmunohistoquimica como por
FISH.

e Sindrome hemofagocitico (linfohistiocitosis he-
mofagocitica).
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El hallazgo de numerosas imagenes de
hemofagocitosis en MO y en las impron-
tas del ganglio linfatico, asi como la presen-
tacién clinica con fiebre y esplenomegalia,
y bioldgica con pancitopenia, hipertrigli-
ceridemia e hiperferritinemia hacen que el
paciente presentara seis criterios aceptados
para el diagnéstico de linfohistiocitosis he-
mofagocitica y que incluyen, ademads de
los identificados en nuestro caso, hipofibri-
nogenemia, una actividad NK disminuida
o ausente y un aumento de los niveles de
CD25 soluble (> 2.400 UI/mL).

La linfohistiocitosis hemofagocitica (LHH)
es un sindrome de activacién inmune ané-
mala caracterizado por manifestaciones cli-
nicas y biolégicas de un estado proinflama-

Figura 7. Suspension ganglionar y médula 6sea: reordenamiento clonal del
gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas IgH: positivo para las
regiones FR1-JH y FR2-JH (izquierda: médula 6sea; derecha: ganglio).

Evolucion

Se inici6 tratamiento quimioterapico tipo CHOP-
R con desaparicién precoz de la sintomatologia
constitucional. Un TAC téraco-abdominal tras fi-
nalizar seis ciclos objetivé la desaparicién de la
masa hiliar y del resto de adenopatias, con la ex-
cepcién de una de 1,5 cm en el territorio pretra-
queal; ejes mayores de higado y bazo: 12 y 14 cm,
respectivamente. PET: ausencia de captacién pato-
l6gica. A consecuencia de los factores adversos al
diagnéstico, el paciente fue consolidado en mayo
de 2012 con un trasplante autélogo de precursores
hematopoyéticos (TASPE), recibiendo acondicio-
namiento con esquema de tipo BEAM, presentan-
do como complicaciones mads relevantes mucosi-
tis de grado 3, fiebre con foco més probable en la
mucositis y una eritrodermia generalizada de ori-
gen toxico/medicamentoso. En la revaluacién del
dia +100 post-TASPE persistian criterios de res-
puesta completa, con ausencia de adenopatias en
el TAC téraco-abdominal salvo adenopatia pretra-
queal sin cambios, y con nuevo PET sin captacio-
nes anémalas.

Discusion

El caso que nos ocupa tiene dos puntos de interés:
a) El hallazgo de numerosas imagenes de hemofago-
citosis con un cortejo clinico-biolégico caracteristico.
b) El diagnéstico de linfoma difuso de célula grande
de linea B con positividad parcial para bcll y, en con-
junto, con un patrén histolégico e inmunohistoqui-
mico inhabitual.
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torio extremo. En la actualidad se consideran
formas familiares, también denominadas
primarias y esporadicas o secundarias, es-
tas Ultimas ligadas a infecciones, neoplasias
y enfermedades reumatolégicas?.

La variante primaria se asocia a alteraciones ge-
néticas o, en su defecto, presenta herencia familiar
evidente y en estos casos existe un defecto de la ac-
tividad citotdxica. Entre las variantes con implica-
cién genética evidente se han descrito mutaciones
en PRF1, UNC13D, STX11, RAB27A, STXBP2, SH-
2D1A, XIAP y LYSY®. Estos casos se diagnostican
habitualmente en nifios, tienen un alto riesgo de re-
currencia y son indicacién de trasplante de progeni-
tores hematopoyéticos (TPH). Su debut clinico se ha
asociado a infecciones (CMV y EBV principalmente)
y a vacunaciones, aunque en algunos casos no se de-
tecta un desencadenante claro del cuadro.

Los casos secundarios se presentan en adolescentes
o adultos con o sin historia familiar ni causa genética
aparente. Se asocian a numerosas condiciones: a) in-
fecciones: bacterianas, fingicas, viricas (EBV, CMV,
H1NT1), leishmaniasis, etc.; b) enfermedades autoin-
munes: artritis idiopatica juvenil, artritis reumatoide,
lupus eritematoso sistémico y otras; en este grupo es
de resaltar la importancia del diagnéstico diferencial
de la LHH con el sindrome de activacién macrofagi-
ca, una complicacién letal de la artritis juvenil idio-
patica; ¢) neoplasias hematoldgicas: linfoma de Hod-
gkin, linfomas no Hodgkin, fundamentalmente de
linea T o NK, linfomas anaplésicos y leucemias agu-
das de linea B; en este grupo es de destacar la aso-
ciacién de LHH, linfoma de Hodgkin e infeccién por
EBV; d) tumores sélidos: sarcoma de Ewing, medulo-
blastoma y tumores germinales. Por tGltimo, no debe-
mos pasar por alto que, aunque habitualmente los ca-
sos secundarios no son recurrentes, el riesgo real de
recaidas no ha sido establecido y, de hecho, se han
descrito recurrencias esporadicas?.
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La asociacién entre LHH y linfomas de linea B es
poco frecuente; sin embargo, y aunque no estd bien
establecido, la hemofagocitosis parece relacionarse
de manera mas evidente con los linfomas intravascu-
lares, un tipo poco frecuente de linfoma B extranodal
de célula grande, que tiene unas caracteristicas pecu-
liares: 1) ausencia de linfadenopatias marcadas; 2) in-
filtracién de érganos como la piel, el sistema nervioso
central (SNC), la MO, los pulmones y otros; 3) com-
portamiento clinico muy agresivo; 4) presentacion
distinta segun el drea geografica, de tal forma que la
variante asidtica suele cursar tipicamente con sindro-
me hemofagocitico, y la variante europea u occiden-
tal suele afectar sobre todo a la piel y SNC®. Por todo
ello, amén de una histologfa incongruente con dicho
diagnéstico, la presencia de linfadenopatias generali-
zadas descartd este proceso en nuestro paciente. Por
otra parte, en una excepcional serie de 7 pacientes
con linfoma B difuso de célula grande y LHH®, se su-
giere que la patogenia de la hemofagocitosis es una
hipercitokinemia inducida por una proliferacién de
linfocitos T-CD8+. En ninguno de estos casos se de-
tectaron anomalias moleculares, lo que hace nuestro
caso atin mds interesante.

Aunque se han publicado diversos casos aislados
o series limitadas de LHH en el contexto de distin-
tos tipos de linfomas B, no hemos encontrado en la
literatura ningtn caso con diagnéstico de linfoma del
manto o implicacién de bcll. En este sentido, la se-
gunda caracteristica Unica del caso que nos ocupa
ademds de la confluencia de los diagnésticos de LHH
y LNH-DCG, es la positividad a bcll por técnica in-
munohistoquimica y por FISH. La ciclina D1 es par-
te de un complejo molecular que promueve la pro-
gresién de la fase G1 del ciclo celular, y su expresién
desregulada participa probablemente en la carcino-
génesis de diversas neoplasias sélidas y tumores he-
matoldgicos. Especificamente en los LNH-DCG, este
hallazgo ha sido reportado previamente hasta en el
10% de casos, y mas recientemente, y probablemen-
te con mejor metodologia, entre el 1,5% y el 4,5%
de este subtipo histolégico de linfomas®”). Estos ca-
sos suelen presentar un patrdén inmunohistoquimi-
co propio de linfomas no centrogerminales CD10-/
CD5-/bcl6+/MUM1+, v en ellos la negatividad de
SOX11 es ttil para confirmar la sospecha diagndstica
de NHL-DCG y descartar el diagnéstico de linfoma
del manto, ya que este marcador es positivo en un
89% de los casos con este altimo diagnéstico”). Ade-
mads, los estudios citogenéticos (cariotipo y FISH) son
de utilidad en este contexto, ya que, en conjunto con
los hallazgos inmunohistoquimicos, permiten esta-
blecer el diagnéstico diferencial entre la existencia de
una t(11;14) u otras alteraciones numéricas o estruc-
turales de 11q, e incluso de CCND1 propiamente,
frente a la sobreexpresién de CCND1 de origen pos-
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transcripcional. En este sentido puede ser de gran uti-
lidad el andlisis en paralelo, por una parte, con sondas
de fusién que hibriden tanto la regién IgH en 14g32
como la regién CCND1 y que permitan determinar
la t(11;14) y, por otra parte, con sondas del tipo break
apart que, estudiando regiones centroméricas y telo-
méricas al punto de rotura habitual en 11q13, per-
miten detectar la existencia de reordenamientos de
CCND1, aunque sin establecer el partner de su trans-
locacién®.

En nuestro caso, la positividad para bcll por téc-
nica inmunohistoquimica, aunque débil y focal,
fue confirmada en dos laboratorios distintos me-
diando la utilizacién de dos anticuerpos monoclo-
nales diferentes. El hallazgo de positividad parcial
mediante una sonda de fusién IgH/CCND1 (Vysis,
Abbott) y la ausencia de t(11;14) en el estudio ca-
riotipico introducen un elemento mdas de interés en
este caso.

En conjunto, éste es un LNH-DCG de linea B ex-
cepcional por la presencia simultdnea de asociacio-
nes inhabituales como el diagndstico sincrénico de
LHH en LNH-B DCG vy la positividad parcial de bcll
y cuyo diagnédstico ha sido posible gracias al uso ra-
cional de un complejo arsenal de técnicas diagnésti-
cas y a la implicacién de hematélogos y patélogos.

* La observacién de hemofagocitosis florida en el
estudio del aspirado medular debe conllevar un
diagndstico diferencial en el que han de conside-
rarse diversas neoplasias hematolégicas; entre és-
tas, las mas frecuentes son los linfomas de linea
T y, con menor incidencia, los de linea NK. Los
linfomas de linea B, aunque raros en este contex-
to, siempre deben incluirse en el diagndstico di-
ferencial.

Para el diagnéstico y la correcta categorizacién
de los LNH-B difusos de célula grande se requie-
re una bateria de técnicas de laboratorio entre las
que deben incluirse de manera racional y progre-
siva: histologia/citologia, inmunohistoquimica/
inmunofenotipo por técnica de citometria de flu-
jo, citogenética (cariotipo y FISH) y estudios mo-
leculares.
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Caso 3
Anemia, neutropenia y fiebre

A. PEREZ MARTINEZ!, B. NAVARRO!, L. GARCIA!, P. AMAT!, V. PosaDpas?, F. MARES?, J. DONAT?,

R. FERNANDEZ-DELGADO?
! Servicio de Hematologia; ? Servicio de Pediatria.
Hospital Clinico Universitario de Valencia

Motivo de consulta

Nifio de 24 meses remitido a consultas externas de
hematologia y oncologia pediatrica por bicitopenia.

Antecedentes personales

El nifio procedia de una gestacién y parto normales
(peso al nacimiento: 3.500 g), y habia sido alimenta-
do bésicamente, aunque no de forma exclusiva, con
lactancia materna hasta el momento.

Antecedente de cuadros infecciosos tipicos de la in-
fancia: otitis media en 4 ocasiones, 3 episodios de con-
juntivitis, frecuentes infecciones de las vias respiratorias
superiores y un cuadro compatible con herpangina, to-
dos ellos con una evolucién clinica considerada normal.

La ganancia de peso habia sido pobre, con peso en
percentil 3 desde el primer mes de vida y talla entre
los percentiles 25 y 50.

Historia clinica

Tras observar palidez cutdnea en el examen rutina-
rio a los 2 afios de edad, su pediatra le solicité un he-
mograma que mostré anemia macrocitica: Hb 80 g/L,
VCM 94 fL y neutropenia: neutréfilos 0,3 x 10%/L.
En ese momento, se decidié su ingreso para estu-
dio de la bicitopenia y por sindrome febril asociado.
Durante el ingreso se observé descenso de la cifra de
plaquetas y desarrollo de una pancitopenia grave que
precisé soporte transfusional. Las cifras de LDH lle-
garon hasta 7.000 U/L, y la de IgA hasta 3.200 mg/
dL, con disminucién del resto de inmunoglobulinas.
En dicho contexto, el paciente fue diagnosticado de
una neumonia multilobar (LSD, LM y LID) con derrame
pleural, motivo por el que se inici6 tratamiento antibié-
tico con vancomicina, ceftazidima, amikacina y flucona-
zol, ademds de efectuarse drenaje pleural y administrarse
oxigenoterapia de alto flujo. Se objetivé buena respues-
ta al tratamiento con mejoria progresiva y una radiogra-
fia de control a los 7 dias, que fue practicamente normal.
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Tras el episodio intercurrente se normalizé la ci-
fra de neutrdfilos, aunque persistia la anemia y la
trombocitopenia con requerimiento transfusional
frecuente tanto de plaquetas como de concentrados
de hematies. Se objetivé reaparicién de la fiebre de
manera intermitente, aumento de la hepatomegalia
y aparicién de esplenomegalia. A lo anterior, se aso-
ciaba aumento de la circulacién cutdnea abdominal,
sin demostrarse alteracién de la circulacién portal por
ecografia. Se instaurd tratamiento empirico con pred-
nisona a 2 mg/kg/dia sin observarse mejoria.

Exploracion fisica

Afectacién del estado general y decaido, con pali-
dez mucocutdnea marcada, con cutis marmorata y
frialdad acra. Escaso paniculo adiposo. Temperatura:
39 °C, constantes normales.

Orofaringe hiperémica con mucosidad en cavum,
sin exudado amigdalar. Otoscopia con timpano de-
recho deslustrado y algo abombado, izquierdo nor-
mal. Adenopatias laterocervicales bilaterales. Hepa-
tomegalia de 2 cm bajo el reborde costal. Resto de la
exploracién anodina.

Pruebas complementarias

Hemogtrama: Hb 75 g/L, VCM 94 L, HCM 32,2 pg/
mL, con reticulocitos: 3,2% (80.000/mm3 absolutos),
y leucocitos 3,6 x 109/L, neutréfilos 0,60 x 109/L (£6r-
mula: Ne 16%, Li 59%, Mo 4%, Eo 10%). Plaquetas
305 x 109/L.

Morfologia de sangre periférica: se objetivé anisocito-
sis con abundantes dacriocitos, esquistocitos y esfe-
rocitos aislados (recuento: Ne 5%, Li 73%, Mo 8%,
Eo 14%, y ausencia de células inmaduras).

Bioquimica: destaca una hipertransaminasemia: GOT
103 U/L (1-29) y GPT 150 U/L (1-27), con bilirrubi-
na normal: total 0,8 mg/dL (0,1-1), directa 0,2 mg/dL
(0,1-0,2). LDH aumentada: 1.455 U/L (240-480) y hap-
toglobina baja: 7,5 mg/dL (60-270). Cifras normales
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de: vitamina B,, 717 pg/mL (197-866), acido félico 4,8
ng/mL y metabolismo férrico: Fe 109 pg/dL (50-150),
transferrina 288 mg/dL (200-360), IST 30%, ferritina
32 ng/mL (20-300). PCR 0,3 mg/L (0-5).

Inmunoglobulinas: marcado aumento de la IgA 1.284
mg/dL (25-75), con resto de inmunoglobulinas nor-
males: IgM 30 mg/dL (30-80) e IgG 617 mg/dL (502-
950), con subclases de IgG normales. Complemen-
to normal.

Microbiologia: serologias negativas para VHB, VHC,
VIH, sifilis, parvovirus, VEB, CMV, sarampién, rubeo-
la y parotiditis, asi como Leishmania, Salmonella, Bru-
cella, Bartonella henselae y Borrelia burgdorferi. PCR ne-
gativa en plasma para VEB, parvovirus B19, y para
TBC y enterovirus en LCR.

Pruebas de imagen

Ecografia cervical: adenopatias cervicales bilaterales
de aspecto inflamatorio, la mayor de las cuales posee
un didmetro de 1,6 x 0,9 cm.

Ecografia abdominal: hepatoesplenomegalia homo-
génea, midiendo el bazo 8,8 cm de didmetro longitu-
dinal maximo. Asas intestinales distendidas y paréti-
cas con minima cantidad de liquido entre ellas. Resto
sin alteraciones.

Test de Coombs directo: negativo

Estudio de anemia hemolitica no autoinmune: dentro
de la normalidad tanto los estudios enzimaéticos (G-
6PDH, piruvatocinasa) como los de membrana (test
de resistencia osmética eritrocitaria) y la electrofore-
sis de hemoglobinas.

Mielograma: médula ésea hipercelular con rasgos
de dismegacariopoyesis en el 9% de los elementos
(megacariocitos de nicleo mono- y bilobulado, algin
nucleo disperso). La relacién mieloeritroide estaba
conservada. En la serie eritroblastica se identificaron
todas las fases madurativas con desviacién izquier-
da (83% de eritroblastos baséfilos), y presencia de
marcados rasgos de diseritropoyesis. Destacaban los
rasgos macromegalobldsticos, con gigantismo celu-
lar, asincronismo madurativo, cromatina perlada, lo-
bulaciones nucleares, punteado basoéfilo, cuerpos de
Howell-Jolly, cariorrexis y mitosis anémalas. La serie
granulopoyética representaba el 46% de la celulari-
dad total, con evidencia de todos los estadios madu-
rativos y rasgos megaloblasticos en el 60% de los ele-
mentos, con imdagenes frecuentes de metamielocitos
gigantes, asincronismo madurativo e hipersegmen-
tacién nuclear. Se observaron plasmocitos y alguna
célula de Mott. Fendmeno de hemofagocitosis en <
2%. Tincién de Perls 87 % sideroblastos (30% de tipo
1; 52% de tipo 2; 5% en anillo). Por técnica inmuno-
histoquimica el CD34 fue negativo.

Desde el punto de vista citolégico las dismorfias
observadas son caracteristicas de una anemia me-
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galoblastica, aunque los rasgos de dismegacario-
poyesis no incluyen gigantismo ni hiperlobulacién
nuclear.

Estudio citogenético (M-FISH): cariotipo normal (46,
XY [20]).

Estudio molecular a partir del cultivo de fibroblastos: me-
diante secuenciacién de ADN complementario no se
identificaron mutaciones en la regién codificante del
gen MTRR (CbIE) y del MMADH (CbLD variante
1) y TCN2 (transcobalamina II [TCII]), no pudiendo
descartar la presencia de mutaciones en regiones no
estudiadas del mismo.

Inmunofenotipo: el fenotipo inmunoldgico en sangre
periférica descartd la presencia de poblaciones abe-
rrantes, y el estudio de hemoglobinuria paroxistica
nocturna (HPN) no presenté anomalias.

Determinacion de dcidos orgdnicos en plasma y orina
mediante HPLC (cromatografia en fase liguida): homo-
cisteina elevada en plasma 32,8 umol/L (< 7,5) y en
orina 148 umol/g creat. (< 20), metionina normal en
sangre con excrecién urinaria de dcido metilmaléni-
co normal.

Evolucion

Ante la sospecha de una alteracién en el metabolismo
de la cobalamina por el hallazgo de homocisteinemia/
homocistinuria, se comenzé tratamiento empirico
con hidroxicobalamina (1 mg/i.m./24 h) y acido félico
(1 mL/24 h) al tiempo que se iniciaba una disminucién
paulatina de la dosis de corticoides, a la espera del es-
tudio genético. Se observé mejoria clinica del pacien-
te con ganancia ponderal, normalizacién de la cifra de
plaquetas y hemoglobina e independencia transfusio-
nal. Tres meses después del inicio del tratamiento se
constatd la normalizacién de la homocisteina en plas-
ma, demostrandose la efectividad del tratamiento ins-
taurado. Actualmente se encuentra en seguimiento
periédico y continda con tratamiento sustitutivo con
hidroxicobalamina a dosis espaciadas.

El proceso de diagnéstico diferencial incluyé tanto
hemopatias como enfermedades infecciosas, autoin-
munes y carenciales. Se desestimaron las enfermeda-
des de depdsito y otros trastornos congénitos como
el sindrome de Duncan, la anemia de Fanconi y el
sindrome de Wiskott-Aldrich.

Se descarté tanto la anemia hemolitica de etiologfa
inmune (Coombs directo negativo) como la debida a
defectos enzimaticos del hematie (G-6PDH, piruva-
tocinasa) o de membrana (test de resistencia osmoti-
ca eritrocitaria normal).

Diagnéstico

Anemia megaloblastica secundaria a un probable de-
fecto genético en el metabolismo de cobalamina.
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Discusion

Los hallazgos morfolégicos sugerian un sindrome
mielodisplésico de tipo citopenia refractaria (RCC in-
fancia), entidad poco frecuente (< 5% de las hemopa-
tias en nifios), o una anemia megaloblastica (a pesar
de que los niveles de acido félico y vitamina B , es-
taban dentro de los limites normales). La ausencia de
blastos en el recuento medular y la evidencia de un
cariotipo normal hacian poco probable el diagnésti-
co de un sindrome mielodisplésico de la infancia, por
ello y ante lo llamativo de los rasgos megaloblasti-
cos en el aspirado medular, se decidié ampliar el es-
tudio de anemia megaloblastica sospechando una al-
teracién del metabolismo de la cobalamina.

La anemia megalobldstica es la expresién de un
trastorno madurativo de los precursores eritroides y
mieloides, que da lugar a una hematopoyesis inefi-
caz, producto de la sintesis defectuosa del ADN con
sintesis de ARN y proteinas normales, y cuya causa
mas frecuente es el déficit de vitamina B, y/o de 4ci-
do félico. El aumento del contenido de ADN en las
células se expresa en la morfologia celular como na-
cleos grandes con cromatina laxa.

La vitamina B , o cobalamina desempefa un pa-
pel clave como coenzima en la sintesis de ADN y
en la maduracién celular, asi como en la sintesis de
mielina.

Respecto a su metabolismo y utilizacién (Figura 6),
la metil-cobalamina es la forma activa de la cobala-
mina y actda como coenzima de la metionina sinte-
tasa (MTR), necesaria en la transformacién de homo-
cisteina en metionina. Esta reaccién estd acoplada a

Figuras 1 a 5. Morfologia de aspirado de médula 6sea:
presencia de signos megaloblasticos con eritroblastos de gran
tamaiio y precursores eritroides con nicleo con cromatina

laxa y de aspecto perlado. Gigantismo celular con alteracion
de la relacion nicleo-citoplasma. Asincronia madurativa con
precursores mieloides gigantes. Formas mitéticas presentes.
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la generacién de la forma activa de folato, cofactor
indispensable en la sintesis de ADN. EI déficit de co-
balamina, al bloquear esta reaccién, impide la sinte-
sis de ADN y paralelamente, al no producirse metio-
nina, se acumula la homocisteina, que se eliminara
por la orina (homocistinuria). Puesto que la metioni-
na es necesaria en la sintesis de S-adenosilmetioni-
na (SAM), un metabolito que interviene en el mante-
nimiento de la mielina, el bloqueo de esta via podria
justificar las alteraciones neurolégicas que a menudo
acompanan al déficit de cobalamina.

El déficit de vitamina B,, y/o acido félico se debe
fundamentalmente a defectos en el aporte, metabo-
lismo y utilizacién de los factores madurativos; y, si
bien la causa mas frecuente es el déficit de aporte,
hay que valorar otras causas: tumores, téxicos, o los
trastornos congénitos del metabolismo.

Para llegar a un correcto diagndstico es necesaria la
cuantificacién de los niveles plasmaticos de vitami-
na B, y acido félico, la determinacion cuantitativa de
acidos orgdnicos en suero y orina, siendo los de ma-
yor importancia la homocisteina y el dcido metilma-
[6nico; y es aconsejable el estudio genético molecular
de los genes implicados en el metabolismo intracelu-
lar de la cobalamina.

Hay que sefialar que la determinacién sérica de vi-
tamina B , tiene una alta tasa de falsos positivos y fal-
sos negativos debido a la utilizacién de diversos mé-
todos de medida y a la falta de estandarizacién entre
los laboratorios®. Por todo ello, resulta dificil esta-
blecer el limite inferior para definir el déficit, y toda-
via no es posible garantizar la deteccién de todos los
casos de deficiencia de cobalamina de etiologia varia-
ble, incluido el déficit subclinico®.

Los trastornos relacionados con el metabolismo
de la cobalamina pueden afectar a su absorcidn, su
transporte o a su utilizacién. Los defectos de la ab-
sorcién y el transporte incluyen: el déficit de factor

Figura 2. Véase el texto explicativo de Figura 1.
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Figura 5. Véase el texto explicativo de Figura 1.

intrinseco (FI), del receptor ileal, de la haptocorrina y
de la TCII. Las anomalias genéticas de la utilizacién
de cobalamina son mucho mas raras y su prevalencia
real se desconoce.

La determinacién de la homocisteina y/o el ci-
do metilmalénico en sangre y plasma es indispensa-
ble para clasificar el trastorno del metabolismo de la
cobalamina, siendo en muchas ocasiones los nive-
les séricos de vitamina B,, normales. En caso de de-
fecto genético con homocisteinemia/homocistinu-
ria, éste serd debido a deficiencias parciales o totales
de las enzimas implicadas en el metabolismo de la
homocisteina CBS (cistatotina B sintetasa); MTHFR
(metilentetrahidrofolato reductasa), implicada en el
metabolismo del folato, y que cursan sin anemia,
o las alteraciones del metabolismo intracelular de
la cobalamina: MMACH (CblC), MMADH (CbID),
MTRR (CblE), LMBRD1 (CblF) y MTR (CbIG), sin
olvidar los defectos congénitos en el transporte (FI
y TCII) y la absorcién de cobalamina (defecto del
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Figura 4. Véase el texto explicativo de Figura 1.

receptor del complejo Fl-cobalamina), que ademds
presentan aciduria metilmalénica®.

Los avances en el diagnéstico molecular del meta-
bolismo de la cobalamina han permitido la identifica-
cién de algunas mutaciones y polimorfismos en va-
rios de los genes involucrados (Tabla 1 y Figura 6),
que se traducen en:

* Defectos de remetilacién de la homocisteina que
impiden la sintesis de metionina: MTR (metioni-
na sintetasa) (CblG) y MTRR (metionina sinte-
tasa reductasa) (CblE). Cursan con hipometione-
mia/homocistinuria

* Defectos en la sintesis intramitocondrial de ade-
nosil-cobalamina: MMAA (CblA) y MMAB
(CbIB) que presentan aciduria/acidemia metilma-
I6nica.

* Deficiencia combinada de ambas vias MUT-
MTR: MMACHC (CbIC), MMADHC (CbID) y
LMBRD1 (CbIF).

Los trastornos de la funcién enzimatica de MTR
aislada o combinada MTR-MUT (metilmalonil-CoA
mutasa) se acompanan de anemia megaloblastica, re-
traso en el crecimiento y, en ocasiones, de alteracio-
nes neuroldgicas, y suelen mostrar una buena res-
puesta al tratamiento sustitutivo con cobalamina, si
bien la clinica neurolégica no siempre mejora con el
tratamiento®. De hecho, ante la sospecha de una al-
teracién genética a este nivel, se recomienda el trata-
miento empirico con hidroxicobalamina intramuscu-
lar hasta que los resultados i vitro estén disponibles®.
La deficiencia de MTR es una afeccién rara. El gen
estd localizado en el cromosoma 1 (1g43), mientras
que el gen MTRR se encuentra en el cromosoma 5
(5p15.2-15.8). Se han descrito diversas mutaciones en
ambos genes. Clinicamente presentan un inicio muy
temprano, aunque algunos pacientes pueden no ser
identificados hasta la edad adulta. Presentan gran va-
riabilidad clinica, ambas cursan con anemia megalo-
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Tabla 1. Defectos enzimaticos en el metabolismo de la cobalamina

DEFECTO GRUPO

Via mitocondrial-acido CbIA
metilmaldnico

ChiC
Ambas (MUT/MTR) CbiD
CbIF
Viia metionina-homocistena ChiG
(MTR) ChlE

GEN FENOTIPO BIOQUIMICO
MMAA
Metilmoldnico acidemia/aciduria
MMAB
MMADHC Meh!malonlco gc@em@/ac@una
Hiperhomocisteinemia/uria
LMBRD1
MTR
Hiperhomocisteinemia/Homocistinuria
MTRR

Figura 6. Metabolismo de la cobalamina. Fuente: modificado de R. Carmel®. Cbl: cobalamina; MTHFR: metiltetrahidrofolato

reductasa; MTR: metionina sintetasa; MTRR: metionina sintetasa reductasa; MUT: metilmalonil-CoA mutasa; TCIll: transcobalamina Il.

blastica, y las manifestaciones neuroldgicas, que no
siempre estan presentes, pueden incluir debilidad, hi-
potonia, convulsiones y/o cambios en el estado men-
tal. En el caso del defecto de MTR, en ocasiones se
acompafa de trombofilia, sindrome hemolitico uré-
mico (SHU), hipertensién pulmonar o atrofia del ner-
vio dptico.

El suplemento con hidroxicobalamina intramus-
cular es la base del tratamiento. La cianocobalami-
na oral no es eficaz. Se recomienda un tratamiento
precoz. Se aconseja la combinacién con acido félico
y betaina en los pacientes con CblG (MTR), pues-
to que la betaina aumenta la conversién de homocis-
teina a metionina no metionina sintetasa (MTR) de-
pendiente. Aunque su papel ha sido cuestionado en
los trastornos del metabolismo de la cobalamina in-
tracelular, se requieren estudios adicionales para eva-
luar su eficacia.

Para el seguimiento, sobre todo en nifios, se reco-
mienda un control estrecho, con determinaciones
analiticas una o dos veces al mes.
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Respecto al prondstico e historia natural de la en-
fermedad, existen limitaciones, ya que son pocos los
casos descritos, muestran gran variabilidad clinica y
no siempre se dispone de un diagnéstico molecular
definitivo.

Los trastornos del metabolismo intracelular de la
cobalamina suelen mostrar un patrén de herencia au-
tosdmica recesiva, siendo posible realizar consejo ge-
nético siempre que se identifique la mutacién que
origina el déficit enzimadtico. Actualmente en centros
especializados es posible realizar un diagnéstico pre-
natal, enzimaético y bioquimico mediante el cultivo
de células amnidticas o de las vellosidades coriénicas.

En nuestro caso, a pesar de que las cifras de vi-
tamina B , en suero eran normales, los rasgos mor-
folégicos del aspirado medular altamente sugesti-
vos de megaloblastosis orientaban el diagnédstico
hacia una alteracién del metabolismo de la coba-
lamina, que fue corroborado con la deteccién de
la homocisteinemia con homocistinuria y niveles
de dcido metilmalénico normales. Tras analizar las
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rutas metabdlicas implicadas, pensamos que el pa-
ciente tiene un déficit de metionina sintetasa MTR
(CblG) o metionina sintetasa reductasa MTRR
(CbIE), si bien no ha sido posible identificar muta-
ciones en las regiones del gen estudiadas. Por todo
ello, en base a los hallazgos morfolégicos del aspi-
rado medular, los pardmetros bioquimicos y la res-
puesta al tratamiento empirico, podemos afirmar
que el paciente probablemente padece un trastor-
no congénito en el metabolismo de la cobalamina,
no siendo posible su clasificacién al no identificar-
se la mutacién responsable.

Para recordar

* Ante la evidencia de rasgos megalobldsticos en el
aspirado de médula 6sea, es aconsejable la deter-
minacién de dcidos orgénicos en sangre y/u orina
para detectar formas subclinicas de déficit de vi-
tamina B, o defectos en su metabolismo, incluso
aunque la cuantificacién de vitamina B,, y acido
félico en suero sea normal.

° Los defectos congénitos del metabolismo de la
cobalamina son entidades poco frecuentes, de
herencia autosémica recesiva y de diagnéstico
complejo. Su tratamiento se basa fundamental-
mente en hidroxicobalamina intramuscular a do-
sis altas, teniendo en cuenta que las manifestacio-
nes neuroldgicas a menudo no mejoran.

* El consejo genético es recomendable siempre
que se conozca la mutacién concreta. El diag-
néstico prenatal es posible en laboratorios es-
pecializados.
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Caso 4

Paciente con bicitopenia y diseritropoyesis severa

A. MIGUEL', M. ORERO', R. CoLLADO!, E. LuN0?, D. IvaRrs!, C. VILLEGAS!,

S. OrTIZ!, F. CARBONELL!

! Servicio de Hematologia. Centro de Diagndstico Biomédico. Consorcio Hospital General Universitario
de Valencia. Club Citologico de la Comunidad Valenciana y Murcia
2 Servicio de Hematologia. Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo

Historia clinica

Varén de 69 afios estudiado en septiembre de 2009 por
hallazgo intermitente de anemia normocitica normo-
crémica (hemoglobinas entre 100y 130 g/L) y trombo-
citopenia (plaquetas entre 90 y 144 x 10?/L) que fueron
atribuidas a hepatopatia crénica alcohélica. En diciem-
bre de 2012 acudié al servicio de urgencias por astenia,
debilidad y disnea a moderados esfuerzos de 2 meses
de evolucién. Antecedentes personales de hiperten-
sién arterial, alcoholismo crénico y cirrosis hepatica
alcohdlica. En tratamiento con hierro de forma inter-
mitente. Sin antecedentes familiares de anemia.

Exploracion fisica

Palidez de la piel y las mucosas. Auscultacién cardio-
rrespiratoria normal. Esplenomegalia (2 cm por de-
bajo del reborde costal). No adenopatias periféricas.
Resto de la exploracién dentro de la normalidad.

Pruebas complementarias

Hemograma: hemoglobina 41 g/L, VCM 90,5 fL,
leucocitos 2,9 x 10/L (neutréfilos: 2,2 x 10%/L; linfoci-
tos: 0,38 x 10°/L; monocitos: 0,32 x 10°/L), plaquetas
59 x 10%/L. Reticulocitos 0;5 x 10%/L. Test de Coombs
directo: negativo. VSG: 15 mm/h. Morfologia de san-
gre periférica: hematies con anisocitosis y poiquilo-
citosis moderadas; presencia de hipolobulacién nu-
clear y/o hipogranulacién citoplasmatica en el 14%
de los neutrdfilos.

Bioquimica: creatinina: 1,02 mg/dL. GPT: 14 U/L.
GOT: 19 U/L. GGT: 76 U/L. Fosfatasa alcalina: 68
U/L. Bilirrubina: 1,02 mg/dL. LDH: 572 U/L. Hierro:
155 pg/dL. Ferritina: 613 pg/L. IST: 59%. Vitamina
B,,: 118 pg/dL. Acido félico: 9,3 pg/L.

Proteinograma: normal. Hormonas tiroideas:
normales. Serologia virica: hepatitis B (HBS Ag, an-
ti-HBs y anti-HBc): negativo. Hepatitis C: negativo.
VIH: negativo.
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Ecografia abdominal: higado de ecoestructura
heterogénea compatible con hepatopatia crénica. Es-
plenomegalia de 15 cm con ecoestructura homogé-
nea. La tomografia computarizada (TC) de abdomen
demostré: higado de tamafio normal con contornos
abollonados y sin lesiones focales en su interior. Vena
porta en el limite superior de la normalidad (13 mm).
Esplenomegalia homogénea de 15 cm.

Mielograma: médula 6sea (MO) muy hiperce-
lular a expensas sobre todo de un aumento de la
eritropoyesis (45% de la celularidad total). En los
eritroblastos predominaban las formas inmadu-
ras (proeritroblastos: 31%, eritroblastos baséfilos:
44%, eritroblastos policromatéfilos + ortocromati-
cos: 25%) mostrando rasgos megaloblasticos y di-
seritropoyéticos marcados, entre los que destacaban
un 26% de formas gigantes con bi- o multinucleari-
dad (2 nudcleos: 17%; 3 nicleos: 5%; 4 o méas hasta
15 nicleos: 4%). Esta multinuclearidad se observaba
en todos los estadios de maduracién eritroide. Otros
signos displdsicos presentes en formas intermedias y
maduras eran punteado baséfilo citoplasmatico, lo-
bulacién nuclear y cariorrexis (Figuras 1-3). Un 15%
de la serie megacariocitica presentaba nucleos dis-
persos, hipo- o hiperlobulados y asincronismo ma-
durativo nucleo/citoplasma. La disgranulopoye-
sis se observaba en un 18% de los elementos que
mostraban hipolobulacién nuclear, hipogranulacién
citoplasmadtica y gigantismo de forma ocasional (Fi-
gura 4). Presencia de un 2% de blastos con caracte-
risticas morfoldgicas de linea mieloide.

Citoquimica: hierro de depdsito aumentado. 82%
de sideroblastos: anillados (40%) y tipo III (42%). Un
32% de los eritroblastos presentaban PAS positividad
con distribucién difusa o en mazacotes (Figura 5).

Ante el cuadro de diseritropoyesis severa, en la que
destacaba la megaloblastosis con abundantes giganto-
blastos multinucleados junto a displasia ligera en las
otras dos series hematopoyéticas y, ademads, una bi-
citopenia, que podria también justificarse por el cuadro
de hepatopatia crénica del paciente, nos planteamos
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Figura 1. Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa). A: Eritroblasto baséfilo gigante multinucleado (flecha corta). Eritroblasto
ortocromatico con punteado basdfilo y niicleo picnético (flecha larga). B: Eritroblastos gigantes multinucleados en diferentes fases
de maduracion (flecha corta). Eritroblastos policromatofilos con apéndice nuclear y fenomenos de cariorrexis (flechas largas). C y D:

Varios proeritroblastos y eritroblastos basofilos gigantes multinucleados.

Figura 2. Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa). A-D: Varios eritroblastos gigantes multinucleados en diferentes fases de

maduracion.
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Figura 3. Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa). A: Proeritroblasto binucleado con rasgos megaloblasticos y vacuolas
citoplasmaticas. B-G: Eritroblastos basoéfilos gigantes y multinucleados. H-I: Eritroblastos policromatéfilos multinucleados y con
alteracion en la distribucion de la hemoglobina.

Figura 4. Sangre periférica (May-Griinwald-Giemsa). A: Neutréfilo con hiposegmentacion nuclear e hipogranulacion citoplasmatica.
Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa). B: Cayado neutrdfilo gigante. C: Proeritroblasto gigante multinucleado (flecha
corta). Megacariocito con hiperlobulacién nuclear y asincronismo madurativo niicleo/citoplasma (flecha larga). D: Megacariocito con
nlcleo hipolobulado.
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Figura 5. Citoquimica en médula 6sea. A-C: tincion de Perls. Eritroblastos con actiimulo patolégico de hierro. D: tincion de PAS.

Eritroblastos mostrando glucégeno citoplasmatico con distribucion difusa (flecha corta) y en mazacotes (flecha larga).

un diagndstico diferencial entre anemia megaloblés-
tica, neoplasias eritroides agudas, sindrome mielodis-
plésico y anemia diseritropoyética congénita (ADC)
de tipo III. Como el paciente presentaba un déficit
leve de vitamina B,,, se le administré esta vitamina
por via parenteral hasta normalizar sus cifras, sin que
se modificaran las citopenias ni cambiaran los hallaz-
gos morfoldgicos en un segundo estudio de MO. Para
completar el diagndstico diferencial realizamos las si-
guientes exploraciones complementarias.
Ultraestructura en MO mediante microscopia electrénica
de transmision (MET): hiperplasia eritroblastica (62%)
con clara desviacién izquierda (20% proeritroblastos,
18% eritroblastos baséfilos y 24% eritroblastos tar-
dios). Desde el estadio de proeritroblasto, el gigantis-
mo y la multinuclearidad, ya constatadas en micros-
copia Optica, eran la caracteristica dominante: 12%
de los eritroblastos eran formas binucleadas, 4% tri-
nucleadas, y 4% tetranucleadas. Aisladamente pudo
identificarse alguna forma con mads de 4 trozos nu-
cleares. En las formas bi-, tri- y tetranucleadas, los tro-
zos nucleares con frecuencia eran de diferente tama-
flo y estaban en distinto estadio de maduracién. Los
proeritroblastos y eritroblastos baséfilos, identificados
por su citoplasma electrén-denso peroxidasa-fike por
la hemoglobina y/o por su morfologia ultraestructu-
ral, presentaban intensos rasgos megaloblasticos, nu-
cleos con abundante eucromatina y nucléolos de gran
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tamarfio en algunos de ellos. Los marcados rasgos dise-
ritropoyéticos no se circunscribian sélo al nicleo, sino
que también, desde el estadio de proeritroblasto, las
anomalias citopldsmicas eran notables. En el citoplas-
ma, fue posible identificar algunos depésitos de mi-
celas ferruginosas intramitocondriales, trazos de “do-
ble membrana” citopldsmica y alguna figura mielinica
(Figura 0). Las células eritroblasticas méds maduras ex-
hibian nicleos con contorno irregular en un 22% (en
ocasiones en balén de rugby), con cromatina “en es-
ponja” o “queso suizo” en un 6%, intensas irregula-
ridades y hendiduras nucleares, aumento de los po-
ros nucleares en general sin rotura de la membrana,
asi como marginacién y condensacién periférica de la
cromatina de tipo apoptdtico. En el citoplasma de es-
tas células mas maduras, las anomalias incluian doble
membrana citoplasmica (12%), con frecuencia muy
hipertrofiada, formando bucles periféricos, depdsitos
de micelas ferruginosas intramitocondriales (42,3%),
PAS positividad eritrobléstica en el 24% y coexisten-
cia de sideoacrestia con PAS positividad en 10%. Las
particulas de glucégeno se disponian formando peque-
flos acimulos, pero también mazacotes. Un 16% de
las formas semimaduras y maduras tenfan vacuolas
citopldsmicas y, ocasionalmente, areas vacias de glu-
cbgeno extraido por el procesamiento (Figura 7). En la
serie mieloide madura se observaban rasgos disgranu-
lopoyéticos, hipo/agranularidad en un 24%, nucleos
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Figura 6. A: Proeritroblasto de gran tamafo, con tres niicleos de talla desigual con abundante eucromatina y nucléolos evidentes.

El nicleo central, que es el de mayor tamaiio, tiene forma de diabolo (flecha). En el citoplasma, trazos de “doble membrana”. Doble
contraste. Maghnificacion original x 8 k. B y F: Proeritroblastos megaloblasticos binucleados. Siderosomas (flechas). Membranas

que forman bucles periféricos (*) x 10 k 'y 12 k. C: Las mitocondrias se disponen entre los dos trozos nucleares (m); a la derecha
gran nucléolo y trazos de “doble membrana” citoplasmatica dispuestos de forma irregular alrededor del niicleo (flecha) x 12 k.

D: Proeritroblasto binucleado con mitocondrias de pequeiio tamaio que ya contienen micelas ferruginosas (flecha). Reaccion de
peroxidasa, sin contrastar x 10 k. E: Eritroblasto con cuatro trozos nucleares (flechas) en diferentes estadios de maduracion. Acimulo
de mitocondrias (m) en el area de Golgi. Doble contraste x 10 k. G: Proeritroblasto con figura mielinica (flecha) x 10 k. H: Eritroblasto
binucleado semimaduro con areas de glucégeno extraido (*) y “dobles membranas” dilatadas (flecha) x 20 k. |: Eritroblasto con tres
nlcleos de diferente tamaiio y abundante contenido de hemoglobina (Px-like). Trazos de “doble membrana” dispuestos en la periferia
citoplasmica, ligados a la membrana nuclear, o formando grandes bucles periféricos como en la ADC de tipo Il (*) x 8 k. J: Mitosis
gigante de eritroblasto x 8 k.

Figura 7. A: Eritroblasto semimaduro con tres trozos nucleares de contorno irregular, dos de ellos unidos por un ancho puente de
heterocromatina (flecha). Doble contraste x 10 k. B-E: Eritroblastos tardios con uno, dos y tres niicleos, que muestran caracteristicas
de ADC de tipo I, nicleos de diferente tamafio con marginacion y condensacion de la cromatina que refleja el estadio inicial de la
apoptosis. Cromatina en “esponja” o “queso suizo” y aumento de poros nucleares sin rotura. En el citoplasma, mitocondrias con
micelas ferruginosas que han destruido las crestas mitocondriales (flechas), vacuolas citoplasmicas (v) y acimulos de glucégeno

(*). F: Eritroblasto semimaduro binucleado. El trozo nuclear de la izquierda muestra grandes poros nucleares y discontinuidad de la
membrana, lo que permite que se mezclen material nuclear y citoplasmico. El eritroblasto de arriba, visible solo de forma incompleta,
muestra dilatacion y despegamiento de la membrana nuclear (*). G-H: Eritroblastos tri- y bi-nucleados x 10 k y 12 k. J-L: Eritroblastos
tardios con hendiduras e irregularidades nucleares y sideroacrestia. Las flechas sefalan grandes depdsitos de hierro intramitocondrial.
M: La gran porcion de citoplasma eritroblastico refleja el gigantismo celular. N: Gran acimulo de glucogeno en un eritroblasto
inmaduro (*) x 12 k. O: Eritroblasto multinucleado. Reaccion de peroxidasa x 15 k.
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mono- y bilobulados en el 21%, y en el 4% asincro-
nias madurativas (Figura 8). Entre los pocos megaca-
riocitos analizados, se vieron algunas formas mono- o
bilobuladas y un 1% de micromegacariocitos positi-
vos para la peroxidasa plaquetaria. Eran frecuentes los
macréfagos con fagocitosis de detritus celulares y al-
guna imagen de eritrofagocitosis.

Inmunofenotipo en MO: La pequena proporcién de
blastos (2%) tenia un perfil inmunolégico de célula
de linea mieloide inmadura CD45 + débil, CD117 +,
HLA-DR +, CD13 +, CD33 +, CD71 +, diferencian-
dose dos subpoblaciones por la intensidad de positi-
vidad para CD34: CD34 + (40%) y CD34 ++ (60%),
esta Ultima con positividad ademds para CD11b y
CD4, lo que orientaba a una diferenciacién monoci-
tica. La celularidad eritroide fue positiva para CD36
y CD71, y negativa para la glicoforina.

Cariotipo en MO: 46,XY[20]. Hibridacién in situ
fluorescente (FISH) en MO: empleando las sondas
LSI MLL (11q28) y LSI BCL-1(11q18)/CEP11 se ob-
servaron, en el 28% de las células, entre 3 y 7 co-
pias del cromosoma 11 sin reordenamiento ni dele-
cién del mismo. Con la sonda LSI 5q EGR/D5523/
D5S724 se evidencié delecién 5g31 en un 26% de
los ntcleos analizados (Figura 9). El estudio de triso-
mia 8, delecién 7q31/-7, delecién TP53 (17p13.1) y
delecién 20q12 fue negativo.

Diagnostico

Sindrome mielodisplasico de tipo citopenia refracta-
ria con displasia multilineal de la clasificacién de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Discusion

Los rasgos megaloblasticos con presencia de eritro-
blastos gigantes y la multinuclearidad forman parte
del grupo de alteraciones morfolégicas que reflejan
diseritropoyesis en diferentes patologias eritroides.
El término diseritropoyesis, independientemente de
la causa que lo origine, implica un trastorno selecti-
vo durante el proceso de maduracién de la eritropo-
yesis, y su consecuencia son las anomalias morfoldgi-
cas de los precursores eritroblasticos y un defecto en
la produccidn de eritrocitos. La diseritropoyesis es un
hallazgo comun en enfermedades hereditarias y ad-
quiridas, lo que, unido a su variabilidad en la expre-
sién morfoldgica, puede dificultar el diagnédstico. Sin
embargo, la concurrencia en la misma célula eritroide
de gigantismo y multinuclearidad, lo que se ha deno-
minado gigantoblastos, es un hallazgo poco frecuen-
te en la diseritropoyesis en general, excepto en las
ADC, principalmente en la de tipo III, donde la pre-
sencia de eritroblastos gigantes multinucleados es un
hallazgo constante similar a la fase regenerativa de
la aplasia pura eritroide por parvovirus B ,, que defi-
ne las alteraciones morfolégicas de la enfermedad®.

Se presenta el caso de un paciente con anteceden-
tes de anemia y trombocitopenia moderadas atri-
buidas a alcoholismo y hepatopatia crénicas que, de
forma brusca, sufrié una anemizacién severa. El es-
tudio morfoldgico de MO demostré la presencia de
hiperplasia eritroide con rasgos megaloblasticos y
diseritropoyesis marcada, destacando abundantes
eritroblastos gigantes con multinuclearidad. Las se-
ries mieloide y megacariocitica presentaban rasgos

Figura 8. A: Neutréfilo hipogranulado (flecha). Reticulocito con membranas dilatadas y hierro intramitrocondrial (flecha corta). Célula

plasmatica (P). Doble contraste x 8 k. B-E: Serie mieloide madura degranulada (flechas). En B, citoplasma con abundantes particulas

de glucégeno, aisladas o en pequeiios grupos, y solo algin granulo aislado x 15 k. E: Niicleo bilobulado (flecha) x 10 k. F: Un

eritroblasto con hierro intramitocondrial (flecha), engloba en su citoplasma un neutrdfilo sin internalizarlo. G: Neutréfilo monolobulado

y degranulado con grandes haces de microfilamentos (f). H: Blasto MOP-positivo en cisterna perinuclear, reticulo endoplasmico y

granulos. Reaccion de peroxidasa. Método de Breton-Gorius. Sin contrastar, x 15 k.
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Figura 9. FISH en interfase. A: Miltiples copias no reordenadas del gen MLL (11q23). B: Delecion 5q31.

displasicos en un nimero poco elevado de sus ele-
mentos. Con estos hallazgos morfolégicos nos plan-
teamos un diagnéstico diferencial entre las patologias
que pueden cursar con diseritropoyesis marcada, fun-
damentalmente la anemia megaloblastica, las neopla-
sias eritroides agudas, el sindrome mielodisplasico y
la ADC. Otras patologias que pueden producir cierto
grado de diseritropoyesis son, entre otras, la ingesta
crénica de alcohol® que, estando presente en nuestro
caso, se descarté como entidad responsable ya que la
intensidad de la displasia eritroide que provoca suele
ser moderada, aunque no se puede descartar que tu-
viese un efecto sumatorio en la displasia. El déficit de
vitamina B , como causa de la megaloblastosis se eli-
mind también al no corregirse la anemia tras su trata-
miento. Por otra parte, y siguiendo los criterios de la
OMS de 20089, el nimero de eritroblastos y de blas-
tos mieloides en MO no se ajustaba a los valores re-
queridos para el diagndstico de leucemia aguda eri-
troide, por lo que se descartaron estas patologias.

La ADC de tipo Il es una entidad muy poco fre-
cuente de la que se han descrito casos familiares
con diferentes patrones de herencia y casos espora-
dicos con probable herencia autosémica recesiva o
bien por mutacién espontdnea dominante?#. Has-
ta el momento, sin embargo, sélo tres familias des-
critas cumplen los criterios de ADC de tipo 1II, ya
que otros casos esporadicos publicados no han sido
definitivamente incluidos en este grupo®. Esta enfer-
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medad se caracteriza por presentar una anemia hipo-
rregenerativa moderada de curso relativamente be-
nigno, lo que permite, en la mayoria de los casos,
alcanzar la longevidad. El hallazgo morfolégico que
la caracteriza es la diseritropoyesis marcada, con pre-
sencia de abundantes gigantoblastos con hasta 10 o
mas nicleos, como observdbamos en nuestro pacien-
te310. Por todo ello, esta opcién diagnéstica se tomé
en consideracién. La ADC de tipo IIl no presenta nor-
malmente displasia de las otras dos series hemato-
poyéticas, por lo que la presencia de algunos signos
displasicos en las series mieloide y megacariocitica
podria descartar el diagnéstico de ADC de tipo III
Sin embargo, el hecho de que en personas sanas y en
pacientes con enolismo crénico se puedan encontrar
rasgos displasicos con cifras algo superiores al 10%,
lo que marca la OMS como cifra de corte en cada una
de las series hematopoyéticas para el diagnéstico de
sindrome mielodisplasico®!*? nos hizo no excluir
esta posibilidad diagnéstica al inicio.

Las alteraciones ultraestructurales en los eritro-
blastos de la ADC de tipo III incluyen rasgos me-
galoblasticos, gigantismo y multinuclearidad, junto
a otras anomalias como la existencia de hendidu-
ras (clefts) intranucleares, lobulaciones del contorno
nuclear, células multinucleadas con nicleos de dife-
rente tamafo, forma y/o maduracién, y anomalias
de la membrana nuclear como duplicacién, pérdi-
da o extensa mielinizacién de partes de la membra-
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na nuclear. El citoplasma contiene siderosomas, va-
cuolas autofagicas, figuras mielinicas, un exceso de
microfilamentos, precipitados de hemoglobina, mi-
tocondrias anormales y sdlo ocasionalmente mito-
condrias cargadas de hierro. Otras anomalias que
también han sido descritas, “cromatina en esponja”
o incluso trazos de “doble membrana” citoplasma-
tica, en escaso porcentaje de células, son caracteris-
ticas de ADC de tipos [ y II, respectivamente®’:13-19),
Estas alteraciones, que indican una diseritropoyesis
severa, aunque son muy caracteristicas, no son ex-
clusivas de la ADC de tipo Il y se pueden observar
de forma inusual en otras patologias con displasia
eritroide, principalmente eritroleucemias y sindro-
mes mielodisplésicos. En el caso que presentamos,
la mayoria de estas alteraciones estaban presentes,
junto a otras no relacionadas con una alteracién se-
lectiva de la serie eritrobldstica, como la existencia
de displasia mieloide y megacariocitica, ya sospe-
chadas a nivel 6ptico y confirmadas a nivel ultraes-
tructural. Por otra parte, la intensa sideroacrestia
con mas del 15% de sideroblastos anillados puede
estar presente tanto en la ADC como en los sindro-
mes mielodisplasicos o eritroleucemias. Ademas, y
ello no es menos importante, la existencia de PAS-
positividad eritroblastica, reflejo de la existencia de
eritroblastos con importantes acimulos de glucé-
geno, no es un hallazgo descrito en los eritroblas-
tos displasicos de ADC, sino que acompafia con fre-
cuencia a la diseritropoyesis de las eritroleucemias
y de los sindromes mielodisplasicos.

Una caracteristica determinante en el diagndstico
de los sindromes mielodisplasicos es la presencia de
alteraciones citogenéticas que se observan aproxima-
damente en un 45-50% de los mismos>'%. En nues-
tro caso, se detectaron alteraciones numéricas del
cromosoma 11 y delecién 5q, anomalias previamen-
te descritas en los sindromes mielodisplasicos®”'® y
no entre los pacientes con ADC de tipo III, en los que
estudios moleculares recientes han evidenciado que
una mutacién en KIF23/MKLP1 en la regién 15G23 es
la responsable de esta entidad®™.

Las trisomias/tetrasomias del cromosoma 11 se
han relacionado con la sobreexpresién de determi-
nados oncogenes® y el desarrollo de leucemia agu-
da mielobléstica®-??. Por su parte, las alteraciones del
cromosoma 5 pueden presentarse como Unica ano-
malia o bien estar acompafiadas por otras alteracio-
nes cromosémicas®. La delecién completa o parcial
del brazo largo del cromosoma 5 es la alteracién cro-
mosémica mas frecuente en los sindromes mielodis-
plasicos, siendo su incidencia entre los casos al diag-
nostico del 10-15 %1219,

La técnica de FISH en interfase aport6 una valio-
sa informacidén a nuestro caso. Las anomalias des-
critas se detectaron mediante el estudio de FISH en
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interfase, siendo el andlisis FISH en metafase nega-
tivo y, por tanto, compatible con los resultados pre-
vios obtenidos mediante citogenética convencional.
Este hecho ocurre con frecuencia en clones celulares
portadores de anomalias cromosémicas poco pro-
liferativos, como podria ser nuestro caso, dado el
porcentaje de nucleos alterados (26-28%), o bien en
aquellos casos en los que el cultivo celular ha se-
leccionado la proliferacién de los clones no pato-
légicos. En un estudio reciente llevado a cabo por
el Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética He-
matolégica (GCECGH) y por el Grupo Espanol de
Sindromes Mielodisplasicos (GESMD), en el que se
aplicé la técnica de FISH a 637 casos sin evidencia
de anomalia 5q tras citogenética convencional, se
detectd la delecién 5q en 38 pacientes (5,96%), de
los cuales, 9 casos (2,7 %) correspondieron a pacien-
tes con citogenética normal®@®.

Por tanto, la PAS-positividad eritroblastica, la dis-
plasia mieloide y megacariocitica, y los hallazgos ci-
togenéticos fueron la clave para llegar al diagnéstico
final de sindrome mielodisplésico subtipo citopenia
refractaria con displasia multilineal de la clasifica-
cién de la OMS con la caracteristica de presentar una
morfologfa eritroide similar a la que se observa en la
ADC de tipo IIL

Para recordar

* La intensa diseritropoyesis con gigantoblastos y

multinuclearidad, caracteristica de las anemias

diseritropoyéticas congénitas de tipo III, es una
alteracién posible aunque infrecuente en los sin-
dromes mielodisplasicos.

El estudio ultraestructural puede ser un método

complementario Gtil en el diagndstico de algu-

nos sindromes mielodisplasicos con caracteristi-
cas morfoldgicas inhabituales.

* El estudio citogenético convencional y molecu-
lar es actualmente imprescindible en el diagnds-
tico y la valoracién pronéstica de los sindromes
mielodisplasicos.
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Caso 5

Paciente con enfermedad de Gaucher y anemia macrocitica
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Historia clinica

Mujer de 80 afios seguida en el servicio de hema-
tologia por enfermedad de Gaucher (EG) y en la que
se aprecia anemia macrocitica refractaria al trata-
miento.

En 1979, con 46 afios, ingresé en el servicio de gas-
troenterologia por un episodio de colecistitis y cole-
litiasis. Desde 2 afos antes, la paciente presenté va-
rios episodios de dolor célico, asi como una anemia y
trombocitopenia moderadas (10,9 g/L y 122 x 107/L,
respectivamente), esplenomegalia de 3 cm por deba-
jo del reborde costal y una VSG de 68. Después de la
colecistectomia, persisti6 la trombocitopenia, por lo
que se realizé un aspirado-biopsia de médula ésea,
que estableci6 el diagnéstico de EG (Figuras 1y 2).
Ante el buen estado clinico de la paciente y la recu-
peracién de las citopenias, se decidié no hacer esple-
nectomia, Unico tratamiento para esta enfermedad
en ese momento. En los siguientes afos la pacien-
te acudié a revisién de hematologia, permanecien-
do asintomatica y detectindose Unicamente un défi-

cit de vitamina B, ,, sin anemia, por lo que fue tratada

Figura 1. Histiocito espumoso y célula de Gaucher.
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con vitamina B, i.m., que se administré de forma es-
poradica. A los pocos afios dejé de acudir a las revi-
siones.

En el afio 2011, 32 afios después, con 78 aflos, la
paciente acudié de nuevo al hospital por un cua-
dro de anemia macrocitica, objetivindose unos
niveles séricos de vitamina B , de 112 pg/mL y de
acido félico de 24 ng/mL. Tras iniciar tratamien-
to sustitutivo y a pesar de normalizarse las cifras
de vitamina B, persistia la anemia macrocitica.

Posteriormente la paciente ha sido intervenida
para sustitucién de una prétesis de cadera. Recupe-
rada sin complicaciones de la intervencidn, la pacien-
te continda anemizandose (hemoglobina 70 g/L), lle-
gando a precisar transfusiones de hematies. Por este
motivo, y viendo que el patrén de citopenias no se
ajustaba al caracteristico de la EG, se decidid hacer
un nuevo aspirado-biopsia de médula sea.

Exploracion fisica

La exploracién fisica fue normal, no objetivindose ni
hepato- ni esplenomegalia.

Figura 2. Célula de Gaucher.
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Pruebas de laboratorio

Hemograma: leucocitos 2.700 x 10°/L (neutrofi-
los 44%, linfocitos 40%, monocitos 14%, eosiné-
filos 2%), hemoglobina 94 g/L, VCM 112 fL, pla-
quetas 125 x 10%/L. Bioquimica: LDH 177 UL, AST
11 UL, GGT 11 UL, creatinina 0,6 mg/dL, protei-
nas 6,3 g/dL, saturacién de la transferrina 82,5%,
ferritina 595 ng/dL, transferrina 179 mg/dL, side-
remia 153 ug/dL, vitamina B,, 112 pg/mL, acido
félico 24 ng/mL (en tratamiento con acido féli-
co oral).

Estudio de mutaciones propias de la EG: N370S/
N370S. Actividad enzimaética (B-glucosidasa acida):
18%; quitotriosidasa: 1.557 nmol/mL/h.

Hemograma después del tratamiento con vitamina
B,,i.m.: hemoglobina 91 g/L, VCM 110 fL, leucocitos
3.180 x 10%/L, plaquetas 191.000 x 10°%/L, ferritina 795
ng/dL, vitamina B , 818 pg/mL.

Aspirado de médula 6sea: médula hipercelular
con hematopoyesis conservada en la que destaca una
importante infiltracién por histiocitos espumosos y
células de Gaucher, asi como hiperplasia de megaca-
riocitos, siendo la mayoria pequefios y unilobulados.
En el resto de las series no se apreciaban cambios dis-
plasicos significativos (Figuras 3-6).

Biopsia de médula 6sea: frecuentes histiocitos
con citoplasma amplio y espumoso PAS+, compati-
ble con EG. Celularidad hematopoyética sin altera-
ciones significativas.

Cariotipo de médula 6sea: en cultivo de 24 horas
se estudian 21 metafases y en una se ha visto un clon
anormal con una delecién de 5q.

Estudio de hibridacién in situ de sangre peri-
férica y médula 6sea (FISH): el 66% vy el 51% de
los nicleos en sangre periférica y médula ésea, res-
pectivamente, muestran una Unica sefal fluorescente
correspondiente al cromosoma 5q, por lo que consi-

Figura 3. Agregado de histiocitos espumosos y células de
Gaucher.

Figura 4. Células de Gaucher y megacariocito unilobulado
caracteristico de sindrome 5q-.

Figura 5. Células de Gaucher y megacariocito unilobulados.
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Figura 6. Célula de Gaucher y megacariocitos unilobulados.
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deramos que presenta delecién de dicha regién cro-
mosémica. Resto de estudios por FISH en médula
Gsea: 7q, 8, pd3 y 20q, sin alteraciones (Figura 7).

Diagnéstico

Sindrome mielodisplasico (SMD) con delecién aisla-
da del 5q (5q-) en paciente con EG.

Situacion actual

Se ha iniciado tratamiento con lenalidomida (Revli-
mid®) a dosis de 5 mg/dia, durante 21 dias, con 7 dias
de descanso. Se decidié esta dosis, al ser una perso-
na de edad avanzada y con patologia medular aso-
ciada. Después de 4 ciclos, la paciente se encuentra
asintomadtica con muy buen estado general y presen-
ta la siguiente analitica: hemoglobina 125 g/L, VCM
98 fL, leucocitos 2.560 x 10°/L, plaquetas 88 x 10°/L

(Figura 8).

Discusion

Desde el punto de vista epidemiolégico, la EG es
una enfermedad ultrarrara o ultrahuerfana, es decir,
con menos de 10.000 pacientes en todo el mundo®.

Dicha entidad es una enfermedad lisosomal de-
bida a un defecto en el metabolismo de los esfin-
golipidos como consecuencia de una deficiencia en
la enzima B-glucosidasa 4cida o glucocerebrosidasa
(GCasa), codificada por el gen GBA1, que se encuen-

tra en el cromosoma 1g21@. Esto provoca un acimu-
lo de glucocerebrésido en las células del sistema mo-
nocito/macréfago, que se encuentran distribuidas en
casi todo el organismo, dando lugar a macréfagos re-
pletos de lipidos llamados células de Gaucher (Figu-
ra 9). Estos se suelen acumular principalmente en el
higado, el bazo y la médula ésea, dando lugar a un
cuadro clinico caracteristico de citopenias, organo-
megalias y afectacién ésea; menos frecuentemente
pueden afectar a otros érganos, como son el pulmoén,
el corazén y el rifén. Segun la afectacién o no del
sistema nervioso central, se pueden distinguir tres ti-
pos: tipo 1 (no neuronopético), tipo 2 (neuronopatico
agudo) y tipo 3 (neuronopatico subagudo). El tipo 1
constituye mas del 95% de todos los casos®. Se tra-

Figura 7. FISH en el que se observa la delecion del 5q.

Figura 8. Evolucion de la hemoglobina y las plaquetas en la que destaca el aumento de hemoglobina tras el tratamiento con

lenalidomida al tiempo que disminuye la cifra de plaquetas.
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Figura 9. Caracteristicas células de Gaucher.

ta de una enfermedad crénica, progresiva, heterogé-
nea, multisistémica y altamente variable, lo que jun-
to con su poca frecuencia hace que muchas veces sea
de muy dificil diagnéstico®. El diagnéstico definiti-
vo de la EG se hace determinando la actividad enzi-
matica y estudiando el tipo de mutacién que la cau-
sa aunque muchos pacientes son diagnosticados al
realizarles un aspirado-biopsia de médula ésea. Los
biomarcadores més frecuentemente utilizados para
su seguimiento son la quitotriosidasa plasmatica y
la CCL-18/PARC®. El tratamiento de eleccién, cuan-
do se precisa, es la terapia de sustitucién enzimati-
ca (TSE), existiendo en este momento tres enzimas,
imiglucerasa, velaglucerasa y taliglucerasa, esta ulti-
ma no disponible en Europa. Para los casos en que no
se pueda utilizar la TSE, existe la terapia de reduccién
de sustrato, estando disponible en este momento los
farmacos miglustat, y en 2014, eliglustat®.

La asociacién de la EG con el cancer se viene su-
giriendo desde 1982, cuando se demostrd en estu-
dios post mortem que mas del 50% de los pacientes
fallecidos con EG presentaban algtn tipo de neopla-
sia?”. Numerosos estudios posteriores han demostra-
do que hay un riesgo aumentado de padecer una neo-
plasia hematoldgica asociada a EG, particularmente
mieloma mdltiple, llegando a ser éste de mas de 50
veces mas que en la poblacion general®. También se
han publicado casos aislados de otras neoplasias he-
matoldgicas, como linfomas, leucemia linfatica cré-
nica, leucemia aguda, etc., pero no se ha podido de-
mostrar que estos casos tengan relacion directa con
la EG y mads bien parecen ser hallazgos casuales. Este
riesgo parece ser mayor en los pacientes esplenecto-
mizados.

Hasta este momento, no se ha publicado ningin
caso de EG asociado a SMD y, por lo tanto, tampo-
co a sindrome 5q¢-. El problema que presentan los pa-
cientes con enfermedades raras y, mas atn, si son
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Figura 10. Microscopia electronica de los granulos de una célula
de Gaucher donde se observa su caracteristico alargamiento.

afiosos, es que frecuentemente cualquier alteracién
analitica, signo o sintoma puede ser atribuido a su
patologia de base y no ser estudiado adecuadamente,
con el consiguiente retraso en la instauracién del tra-
tamiento o puede que se esté tratando con una tera-
pia inadecuada®.

El orden de instauracién de las citopenias en la EG
es muy caracteristico la mayoria de las veces, apare-
ciendo en primer lugar la trombocitopenia y después
la anemia®. Esto puede variar si el paciente estd es-
plenectomizado. El cuadro tipico de presentacién del
sindrome 5g-1% con anemia macrocitica y tromboci-
tosis quedaba en este caso alterado al asociarse a otra
patologia que normalmente cursa con trombopenia.
Nuestra paciente tenfa una historia de EG de mas de
30 afos de evolucién y no habia precisado previa-
mente tratamiento de TSE. El hecho de que presen-
tara un sindrome anémico que precisé transfusiones
y que no se corrigiera con vitamina B ,, manteniendo
estable la cifra de plaquetas, fue lo que hizo replan-
tearse que el origen de la anemia estuviera vinculado
ala EG. Por otra parte, la respuesta a la lenalidomida
fue excelente y como unico efecto secundario se ob-
jetivé una trombocitopenia que no obligd a suspen-
der el farmaco. Es probable, sin embargo, que esta
respuesta sea transitoria y que en un futuro haya que
plantearse nuevas opciones terapéuticas®?.

La médula ésea era altamente sugestiva de las dos
enfermedades, por lo que sélo con el estudio citolégi-
co pudo hacerse el diagnéstico aunque, obviamente,
éste debe confirmarse por otras tecnologias. La célula
de Gaucher es patognomoénica de la EG. La llamada
“célula pseudo-Gaucher”, descrita en diversas enfer-
medades, suele ser un macréfago tesaurismético, fre-
cuentemente espumoso, que en ningin caso muestra
los lisosomas alargados caracteristicos de la EG (Fi-
gura 10). La presencia de fendmenos de eritrofago-
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Figura 11. Eritrofagocitosis en una célula de Gaucher vacuolada.

citosis en las células de Gaucher es frecuente ya que
estas células mantienen intacta su capacidad fagoci-
tica y tienen defectos sélo en la degradacién lisoso-
mal (Figuras 11 v 12). Los histiocitos espumosos son
inespecificos y pueden verse en diversas patologias.
Los megacariocitos pequefios y unilobulados, junto
con la hipoplasia eritroide y el resto de series hema-
topoyéticas sin cambios displdsicos, son caracteristi-
cos del SMD asociado a 5qg- aislado.

La disponibilidad de nuevos farmacos para el trata-
miento de los errores congénitos del metabolismo v,
mads en concreto, en la EG, ha supuesto un conside-
rable aumento en la expectativa de vida de estos pa-
cientes. Esto supone la aparicién de nuevos aspectos
en la historia natural de la enfermedad, entre los que
podria encontrarse el aumento del riesgo de neopla-
sias, por lo que los médicos que traten estas enfer-
medades deben estar concienciados y sospechar es-
tas posibles asociaciones.

Para recordar

° Aunque la EG es una enfermedad muy rara, se
debe pensar en ella ante pacientes con espleno-
megalia y trombocitopenia.

e El diagnéstico definitivo de la EG se hace por
determinacién de la actividad enzimatica de la
B-glucosidasa 4cida o glucocerebrosidasa, no
siendo necesario realizar aspirado-biopsia de mé-
dula 6sea en todos los casos.

* La célula de Gaucher es patognoménica de esta
enfermedad.

e Existe una clara asociacién entre EG y cancer, es-
pecialmente mieloma mdltiple u otra gammapa-
tia, siendo el riesgo del primero 50 veces mayor
que en la poblacién general.
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Figura 12. Eritrofagocitosis en un macréfago vacuolado en un
paciente con enfermedad de Gaucher.

° El aumento de la esperanza de vida de los pa-
cientes con enfermedades raras estd cambiando
su evolucién, siendo cada vez mads frecuente la
asociacién de otras patologias que deben sospe-
charse cuando la enfermedad de base no sigue su
curso habitual.
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Caso 6

Fracaso renal agudo en paciente con bicitopenia
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Hospital Universitario de Cruces. San Vicente de Barakaldo (Vizcaya)

Antecedentes personales

Mujer de 49 afios de edad, intervenida en varias
ocasiones por un colesteatoma y diagnosticada de
artritis reumatoide en enero de 2011 y en trata-
miento habitual con corticoides, hidroxicloroqui-
na y metotrexato; desde marzo de 2012 era con-
trolada en un centro privado por una leucopenia
aislada.

Enfermedad actual

El 31 de mayo de 2012 se objetivd anemia normo-
citica (Hb: 97 g/L), leucopenia (1,16 x 10°/L) y neu-
tropenia (0,2 x 10°/L), que fue relacionada con el
tratamiento con metotrexato, motivo por el cual se
suspendid y se administrd a la paciente una dosis
de factores estimulantes de colonias granulociticas
(G-CSEF); 24 horas maés tarde la paciente desarrollé
un cuadro de dolor abdominal, nduseas, vémitos,
descenso de la diuresis y hematuria. Tres dias des-
pués ingresé por fracaso renal oligoandrico (creati-
nina: 7,6 mg/dL), anemia y trombocitopenia. Fue
tratada con hemodidlisis de filtro venoso-veno-
so continuo, requiriendo ademads cuatro concen-
trados de hematies, transfusiones de plaquetas y
tratamiento esteroideo al no resolverse el cuadro.
Nueve dias mds tarde fue trasladada al servicio de
nefrologia de nuestro hospital con la sospecha de
purpura trombdtica trombocitopénica, inicidndose
didlisis y transfusiones de plasma.

Exploracion fisica

Sin hallazgos resefiables.

Exploraciones complementarias

Ecografia abdominal: normal.
Ecografia Doppler renal: ausencia de trombosis.
Bioguimica: urea: 145 mg/dL (10-50), creatinina:
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4,61 mg/dL (0,1-1,1). Acido drico: 4,9 mg/dL (2,4-
5,7). Bilirrubina total: 0,5 mg/dL (0,2-1,2). Proteinas
totales: 5,8 g/dL (6-8). LDH: 422 U/L (26-245). Resto
de pardmetros dentro de la normalidad.

Hemogtrama: Hb: 82 g/L. VCM: 94,6 fL. Leucocitos:
7,9 x 10°/L (neutrdfilos 22 %, cayados 2%, metamie-
locitos 6%, mielocitos 1%, linfocitos 16%, mono-
citos 1%, 52% de células de tamafio mediano, con
nucleo redondo de cromatina madura y aspecto pel-
gueroide y citoplasma amplio con granulacién fina).
Plaquetas: 92 x 10°/L (Figura 1).

Morfologia eritrocitatia: 2 esquistocitos/1.000 hema-
ties (Figuras 1y 2).

Estudio de coagulacion: APTT: 32 s (24-35). IP: 66%
(70-120). Fibrinégeno: 236 mg/dL (200-400). Dimero
D: 11.880 ng/mL (0-500). Monémeros de fibrina: ne-
gativo.

Aspirado medular: la muestra obtenida se coagula-
ba con rapidez y la imagen observada era hipercelu-
lar y monomorfa, constituida por un 71% de células

Figura 1. Imagenes de sangre periférica: serie granulocitica con
rasgos displasicos (ntcleo en anillo, cromatina con fenémenos
de cumpling) y células atipicas de niicleo excéntrico y citoplasma
con granulacion fina y distribucion polar (MGG x 1.000).
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Figura 2. Sangre periférica: blastos granulares y esquistocitos aislados (MGG x 1.000).

de tamafno mediano a pequefio, en cuyo contorno
se observaban con alguna frecuencia blebs; los na-
cleos eran redondos, excéntricos, sin indentaciones,
con una cromatina de aspecto maduro y pelgueroi-
de; los citoplasma eran abundantes y granulares;
esta granulacidn era fina y a veces mostraba una dis-
posicién polar; no se vieron astillas ni bastones de

Figura 3. Aspirado medular en el que se observa una imagen
hipercelular y monomorfa, constituida por una poblacion
blastica de tamafo mediano, con un niicleo redondo y
excéntrico y un citoplasma amplio con granulacion fina, sin
bastones de Auer (MGG x 200).
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Auer y la reaccién citoquimica para la peroxidasa
fue intensamente positiva. La serie granulocitica re-
sidual era muy dismérfica y los megacariocitos esta-
ban en cantidad suficiente y tenfan morfologia nor-
mal; la serie roja estaba escasamente representada
(Figura 3-9).

Inmunofenotipo: el 84% de las células de la médu-
la ésea tenfan un fenotipo compatible con leucemia
aguda promielocitica (LPA): CD45+, CD13+, CD33+,
CD117+ (64%), DR-, CD56+, CD1lc+, CD32+,
CD64+, CD38+, MPO+, CD34-, CD11b-, CD16-,
CD14-, CD4- (Figura 10).

Figura 4. Aspirado medular: blastosis de estirpe granulocitica
(MGG x 1.000).
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Figura 5. Aspirado medular: blastos granulares con presencia Figura 6. Aspirado medular: blastos de nicleo con apariencia
de blebs en su contorno (MGG x 1.000). madura y gran fragilidad (MGG x 1.000).

%{ﬁ [
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Figura 8. Aspirado medular: blasto con blebs y probable

Figura 7. Aspirado medular: blastosis y un eritroblasto con elemento de serie granulocitica desgranulado (MGG x 1.000).
cromatina deslustrada (MGG x 1.000).

Los estudios citogenéticos y moleculares realiza-
dos en médula 6sea fueron:

* Reordenamiento PML-RARo t(15;17)(q22;921) (RT-
PCR): negativo.

e FISH: nuc ish 15q22 (PMLx2), 1721 (RARax3)
[23/100] (Figura 11).

e Citogenctica: 46, XX, del(5)(q13q31), t(11;17)
(q23;q21) [20/30] / 46,XX [10/30] (Figura 12).

® Reordenamiento PLZF-RARo. positivo (RT-PCR) (Fi-
gura 13).

* Reordenamiento RARai-PLZF positivo (RT-PCR).

Diagnostico

LPA con translocacién variante RARa (segin la cla-
sificacién de la Organizacién Mundial de la Salud
Figura 9. Aspirado medular: reaccién muy intensa de los blastos ~ [OMS]).

con la peroxidasa (P x 1.000).
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Figura 10. Inmunofenotipo de la médula 6sea: la poblacion blastica estaba caracterizada por los marcadores CD45+, CD13+, CD33+,
CD117+ (64%), DR-, CD56+, CD11c+, CD32+, CD64+, CD38+, MPO+, CD34-, CD11b-, CD16-, CD14-, CD4-.

Figura 11. Técnica de FISH en el aspirado medular donde se

observa una senal en el cromosoma 11. Cortesia de la Dra.
Calasanz. Universidad de Navarra. Pamplona.

Figura 13. Reordenamiento PLZF-RARa que demuestra la
presencia de una banda de 269 pb; C-: control negativo; MPM:
marcador de pesos moleculares (RTPCR); P: paciente.
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Figura 12. Citogenética de médula 6sea en la que se confirma
la t(11;17)(q23;921), ademas de una del(5q)(q13q31) en 20/30
metafases. Cortesia de la Dra. Calasanz. Universidad de Navarra.
Pamplona.

El 28/6/2013 la paciente fue trasladada a nuestro
servicio e inicié tratamiento quimioterdpico de in-
duccién segin esquema IDICE (idarrubicina: 12
mg/m?/dia los dias 1, 3 y 5; Ara-C: 500 mg/m?/12
h, dias, 1, 3, 5 y 7; y etopdsido: 100 mg/m?/dia,
los dias 1, 2 y 3) + 4cido transretinoico (ATRA),
45 mg/m?*/dia repartido en 2 dosis, hasta alcanzar
remisién completa y ajustando las dosis a la insu-
ficiencia renal durante los primeros dias y a do-
sis plenas 9 dias mds tarde, una vez resuelto este
problema.
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El aspirado medular en el dia +37 postinduccién
mostré un 3% de células blésticas, una enfermedad
residual (EMR) por citometria de flujo de un 0,4% y
un cariotipo: 46,XX,del(5)(q13q31),t(11;17)(q23;q21)
[4/50] / 46,XX [46/50]; el reordenamiento PLZF-
RARo. era positivo.

Se inicié tratamiento de consolidacién (2 ciclos de
Ara-C: 500 mg/m?/12 h, dias 1 a 6; mitoxantrone: 12
mg/m?/dia los dias 4, 5 y 6; y ATRA: 45 mg/m?*/dia
repartido en dos dosis, dias 1 a 15), tras los cuales se
normalizé el cariotipo. La EMR fue en ese momen-
to de 0,072%, y los estudios moleculares para PLZF-
RARo. y RARai-PLZF se negativizaron.

Durante el ingreso, previo al tratamiento quimiote-
rapico, y como consecuencia de la colocacién de un
catéter de via central para la didlisis, la paciente de-
sarroll6 un gran hematoma pectoral derecho con san-
grado a través del orificio de entrada, que fue imposi-
ble de controlar con medidas fisicas y obligd a retirar
esa via.

En febrero de 2013 se efectud trasplante alogéni-
co de precursores hematopoyéticos con acondicio-
namiento mieloablativo y progenitores obtenidos a
partir de la sangre periférica de su hermana, sin que
sufriese complicaciones significativas.

La LPA se incluye entre las leucemias agudas con
anomalias citogenéticas recurrentes y se caracteri-
za por presentar la translocacion t(15;17)(q22;q12)
PML-RARo.. Sin embargo, en un 10% de los casos
no se detecta esta alteracién por técnicas citogené-
ticas, ya sea por problemas técnicos, inserciones
cromosémicas submicroscépicas o reodenamien-
tos mds complejos. A pesar de ello podremos hacer
un diagndstico certero ya que el estudio molecular
del transcrito PAMLRARo. serd positivo. Por otro lado,
aproximadamente un 2% de los casos de LPA por-
tan un gen de fusién alternativo al PVML (PLZF con
la t(11;17)(q23q21), NPM1 con la t(5;17), NuMA con
la t(11;17(q13q21), FIPIL1 con la t(4;17), BCOR con
la t(X;17), STAT5b y PRKAR1A con reordenamientos
de 17q); el maés frecuente de todos ellos es el PLZF
(promielocytic zinc finger)®; este gen, también cono-
cido como Zbtb16, fue descrito por primera vez en
1993 en un paciente chino que padecia de una LPA
atipica; esta localizado en el cromosoma 1123, en-
tre un cluster de genes de la familia zinc finger, co-
dificantes de unas proteinas con gran contenido en
cisteinas e histidinas que requieren una o mas unio-
nes de zinc para estabilizar su estructura®; tiene una
alta capacidad represora de la transcripcién, y su ni-
vel de expresién es muy alto en la célula madre y
progenitora, pero disminuye a medida que la célu-
la madura.
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La importancia clinica de estas variantes de LPA es-
triba, sin duda, en la diferente respuesta al tratamien-
to con ATRA vy triéxido de arsénico, ya que todas son
sensibles, a excepcién de las portadoras de los ge-
nes PLZF y STAB5b. En el caso de la LPA con t(11;17)
(q23g21) hay evidencia de esta resistencia tanto i
vivo como #n vitro, particularmente en aquellos pacien-
tes que tienen el reordenamiento inverso RARa-PLZF,
cuyo producto jugaria un papel importante en la me-
diacién de la resistencia al acido retinoico?.

Desde el afio 1993 se han comunicado aproxima-
damente 16 casos mds de pacientes con esta translo-
cacién variante®”), con una incidencia muy baja en la
mujer (14 hombres versus 2 mujeres), frecuente coa-
gulopatia (11 pacientes) y en todos ellos se detectd
la t(11;17), ya fuera por citogenética convencional o
por FISH; ocurrié lo mismo con los reodenamientos
PLZF-RARo. y RARw-PLZF en aquellos pacientes en
los que se realiz6 el estudio molecular por PCR; res-
pecto al tratamiento, 13 recibieron quimioterapia se-
gun diferentes esquemas, y en 14 se adicioné ATRA;
4 se sometieron a alotrasplante y 1 a autotrasplante
de progenitores hematopoyéticos, consiguiendo res-
puestas de duracién variable en todos los pacientes.

En nuestro caso la forma de debut de la enfermedad
fue peculiar, por la presentacién “subaguda”, la au-
sencia de clinica hemorrdgica espontanea y el fraca-
so renal. La relacién causa-efecto entre el tratamien-
to con factores madurativos y el dafio renal nos lleva
a pensar que los efectos proinflamatorios o trombo-
génicos de los G-CSF podrian jugar algin papel; sin
embargo, no se demostro la existencia de una trom-
bosis renal, ni de datos que apoyaran un dafio endo-
telial evidente; por otro lado, uno de los casos des-
critos en la literatura fue tratado con la asociacién de
ATRA mas G-CSF con buenos resultados® y nues-
tra paciente resolvié la insuficiencia renal con el tra-
tamiento quimioterdpico. Hay que recordar también
que durante los 15 dias previos al diagnédstico recibié
multiples transfusiones de plasma y se habia someti-
do a didlisis, lo que bien pudiera haber enmascarado
las alteraciones de la hemostasia habituales en este
tipo de leucemia; atin asi, en los dias previos al trata-
miento detectamos signos de fibrinolisis.

Elantecedente de una artritis reumatoide tratada con
metotrexato y la presencia de una del 5q en el carioti-
po nos permiten especular con la posible existencia de
una mielodisplasia previa al desarrollo de la leucemia
o relacionar ambas enfermedades. En este sentido, no
tenemos datos que demuestren la primera posibilidad
y, por otra parte, la mayoria de los estudios que han in-
vestigado la asociacién de enfermedades autoinmunes
y sus tratamientos con la leucemia mieloide aguda han
descrito un incremento del riesgo de desarrollarla que,
sin embargo, no alcanza significacién estadistica, por
lo que etiquetar a estas leucemias como leucemia mie-
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loide aguda relacionada con terapia (t-LMA) no pare-
ce, de momento, apropiado®.

El diagnéstico morfoldgico de la LPA de morfolo-
gla variante es siempre complejo, y en la literatura
muchos de los casos fueron descritos como interme-
dios entre LMA-M2 v M3 de la clasificacién FAB? y
los blastos, definidos como células bloqueadas en un
estadio intermedio promielocito-mielocito, con un
nucleo de apariencia madura y cromatina condensa-
da, asi como presencia de rasgos displdsicos asocia-
dos (hipogranulacién, hiposegmentacién del nicleo);
la descripcién de los blastos que hace la clasificacién
de la OMS de 2008 no difiere mucho de esas descrip-
ciones iniciales®?.

Sin embargo, el perfil inmunofenotipico de la LPA
es independiente de las variaciones citogenéticas
subyacentes, de manera que es una herramienta ra-
pida e imprescindible para el diagnéstico?, que por
supuesto se debe completar con los estudios citoge-
néticos y moleculares.

Para recordar

* Las leucemias promielociticas agudas con t(11;17)
(928;q21) son poco frecuentes. Su morfologia es
muy peculiar y ha sido descrita como intermedia
entre LMA M2 y M3 con rasgos displasicos seve-
ros. Su fenotipo, sin embargo, es indistinguible
de la LPA con t(15;17).

* Las técnicas citogenéticas y moleculares son im-
prescindibles para poder llevar a cabo correcta-
mente el diagndstico.

° La experiencia terapéutica en esta entidad es es-
casa.
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