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Resumen

La mayoria de las determinaciones moleculares de-
talladas segun la ELN2017 resultan de dificil acce-
so en nuestro medio y el cariotipo mantiene su im-
portancia al indicar el tratamiento de los pacientes
con leucemia mieloide aguda. Nuestro objetivo fue
evaluar la influencia del cariotipo y de los hallazgos
moleculares disponibles en relacion a la superviven-
cia global (SG) y respuesta al tratamiento.

Se realiz6 un andlisis retrospectivo de 688 pacien-
tes (pertenecientes a 11 instituciones, diagnostica-
dos entre ene-13/jun-19), de los cuales 592 (86%)
fueron evaluables. Los 196 pacientes con cariotipo
alterado, 104 (55%) vinculables a sindromes mielo-
displéasicos, mostraron una distribucion heterogénea
segun los nueve sistemas aplicados (adverso: rango
47%-CECOG-SWOG-MDACC hasta 99%-Kea-
ting). La mayoria de los sistemas fueron ttiles para
predecir SG, con superioridad para el definido por
CECOG-SWOG-MDACC (intermedio 10 m vs ad-
verso 6 m, HR1,6 p=0,007) y entre aquéllos que re-
cibieron un trasplante de células progenitoras hema-
topoyéticas (TCPH) (intermedio no alcanzada-NA
vs adverso 14,5 m, HR2,5 p=0,053). En cuanto al
tratamiento con agentes hipometilantes en 1* linea
(N 41), excluyendo o no a los que recibieron TCPH
(N 4), ninguno fue ttil para diferenciar SG (9 m),
tasas de remisiones completas (RC) ni mejor res-
puesta. Al evaluar quimioterapia, los sistemas CE-
COG-SWOG-MDACC y ELN2010 fueron los me-
jores predictores censurando (13 vs 8 m, p=0,023 y
15 vs 8 m, p=0,018) o no hasta el TCPH (p=0,009 y
p=0,005). Sin embargo, solo el primero fue ttil para
diferenciar tasas de RC (51/70, 73% vs 28/54, 52%,
p=0,023).

Finalmente, se compararon los hallazgos frente a la
t(15;17) (N 77, SG NA) tomando la categorizacion
del CECOG-SWOG-MDACC para los cariotipos
alterados: CBF (N 65, SG NA) HR1,6 p=0,184;
cariotipo-normal/NPM1+/FLT3- (N 26, SG NA)
HR2,3, p=0,057; cariotipo-normal/NPMI-/FLT3-
(N 102, SG 14 m) HR4,2, p<0,001; cariotipo-alte-
rado/intermedio (N 101, 10 m) HRS5,6, p<0,001; ca-
riotipo-normal/NPM[-/FLT3+ (N 21, 9 m) HR6,1,
p<0,001; cariotipo-alterado/adverso (N 88, 6 m)
HR8,2, p<0,001 y cariotipo-normal/NPMI+/FLT3+
(N 12, SG 7m) HR9,9, p<0,001 (CEPBA disponible
en N 62, no evaluable). La mayoria de los riesgos se
incrementaron al excluir los TCPH.
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Los resultados obtenidos comprueban el buen pro-
noéstico de los pacientes con t(15;17), rearreglos
CBF y de NPM1I+ con cariotipo normal. Mientras
que la deteccion de FLT3+ se asocid con un pronds-
tico adverso, independiente de NPM[+. El sistema
definido por el CECOG-SWOG-MDACC, el cual
considera de mal prondstico a los cariotipos com-
plejos y -5/-7, es el que mejor refleja los parametros
evaluados. Sin embargo, las alteraciones recomen-
dadas por la ELN2010 reord3q, 5q-, t(6;9); 11q23v
y 17p-, también influirian en la SG frente al trata-
miento con quimioterapia en 1? linea.

Summary

The ELN2017 stratification has proved useful in
predicting the outcome for acute myeloid leuke-
mia (AML). However, some molecular determina-
tions detailed are limited in use in our media and
the karyotype remains an important factor regarding
therapy. Our aim was to evaluate the predictive ca-
pacity of different cytogenetic and molecular find-
ings on the outcome of patients with AML.

Data was informative in 592 patients (pt) (from a
retrospective cohort of 688 pt diagnosed in 11 Ar-
gentine centers between Jan/13-Jun/19). The overall
survival (OS) concerning genetic data was different:
t(15;17), 77 pt, not reached (NR); CBF rearrange-
ments, 65 pt, NR; normal karyotype, 254 pt, 13 m,
and abnormal karyotype, 196 pt, 8 m; p<0.001.
Regarding normal karyotype, combined data ac-
cording to the ELN2010 showed differences in the
outcome: NPMI+/FLT3-,26 pt, NR; NPM1-/FLT3-,
102 pt, 14 m; NPMI1-/FLT3+, 21 pt, 9 m; NPM1+/
FLT3+, 12 pt, 7 m; p=0.025 (CEPBA available 62
pt, no evaluable).

Adverse karyotypes were heterogeneously dis-
tributed among 9 systems: 47% CECOG-SWOG-
MDACC to 99% Keating-classification, and 104
(55%) with changes related to myelodysplastic syn-
dromes. The CECOG-SWOG-MDACC showed su-
periority to differentiate between intermediate vs ad-
verse for OS (10 vs 6 m, p=0.004; HR1.6, p=0.007,
Cox’s regression) and, in the limit, for those who
undergone hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) (NA vs 15 m, p=0.033; HR 2.5, p=0.053).
Regarding hypomethylating agents (41 pt) as first
line therapy none was useful to differentiate OS (9
m), complete remission (CR) or best response. When
chemotherapy was evaluated, the CECOG-SWOG-

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1 9-20, 2020



INFLUENCIA DE LOS HALLAZGOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES EN EL PRONOSTICO Y RESPUESTA A TRATAMIENTO DE PA-

CIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

MDACC and ELN2010 were similar censoring (13
vs 8 m, p=0.023 and 15 vs 8§ m, p=0.018) or not
censoring at HSCT (14 vs 8 m, p=0.009, and 16 vs
8 m, p=0.005). However, only the first one made a
difference in CR rates (73% vs 52%, p=0.023), with
a tendency for any therapy (p=0.057).

Finally, all findings were compared, selecting
t(15;17) as reference and applying the CECOG-
SWOG-MDACC: CBF HRI.6 p=0.184; normal
karyotype NPM1+/FLT3- HR2.3, p=0.057; normal
karyotype NPM1-/FLT3- HR4.2, p<0.001; interme-
diate HR5.6, p<0.001; normal karyotype NPM1I-/
FLT3+HR6.1, p<0.001; normal karyotype NPM1+/
FLT3+ HR9.9, p<0.001, and adverse HRS&.2,
p<0.001. These HRs increased when excluding
HSCT, especially for FLT3+.

Our results are in agreement with the favorable
outcome of t(15;17), CBF rearrangement and
NPMI+/FLT3- in those with normal karyotype,
whereas FLT3+ was an adverse finding. Complex
karyotypes, -5 and -7, according CECOG-SWOG-
MDACC, were associated with shorter OS and low-
er CR. However, when rearr3q, 5q-, t(6;9), 11q23v
and 17p- were also included, according to ELN2010,
they account for a shorter OS in those treated with
chemotherapy.

Introduccion

La clasificacion de los hallazgos citogenéticos y
moleculares de acuerdo a las recomendaciones de
la Red Europea de Leucemia (European Leukemia
Net, ELN) 2017 para los pacientes con leucemia
mieloide aguda (LMA) ha sido validada en diversas
series®. Este sistema incorpora, ademas de la detec-
cion de las mutaciones en CEPBA y en NPM1®, la
relacion alelo mutado/normal para las duplicaciones
internas en tindem (DIT) del LT3y la presencia de
mutaciones en los genes TP53, RUNX1 y ASXLI",
la mayoria de las cuales resultan de dificil acceso
en nuestro medio y el cariotipo se mantiene como
un parametro importante al decidir el abordaje te-
rapéutico.

La adjudicacion del riesgo de las alteraciones cito-
genéticas, sobre todo de las de menor frecuencia,
varia en diversos sistemas (Ver Anexo) dependien-
do, mayoritariamente, del resultado planteado!-'".
Sin embargo, la presencia de cariotipos complejos,
que involucren mas de 3 alteraciones citogenéticas,
o la pérdida del cromosoma 7 se asocian invariable-
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mente con un prondstico desfavorable en todos los
sistemas de prediccion. La propuesta del Grupo B
de Cancer y Leucemia (CALGB) predeciria el éxito
de la induccion, la recaida y la supervivencia global
(SG) frente a esquemas similares de induccion con
citarabina y daunorrubicina, incluyendo a la triso-
mia 8 como un hallazgo adverso®. Por su parte, los
cariotipos que muestran valor prondstico indepen-
diente para evaluar los resultados de las quimiote-
rapias (QMT) basadas principalmente en citarabina,
se reducen en un estudio entre el grupo Combina-
do Cooperativo de Oncologia del Este (CECOQG),
del Sudoeste (SWOG) y el M. D. Anderson Cancer
Center (MDACC)®. El grupo cooperativo Germano
de LMA (AMLCG) evaluo el éxito del trasplante
alogénico de precursores hematopoyéticos (TA-
CPH) en un grupo de pacientes de alto riesgo se-
gun un sistema definido previamente®. El sistema
germano original evaluaba esquemas de induccion
basados en citarabina y mitoxantrona seguidos o no
de un trasplante autdlogo”. El Consejo de Inves-
tigaciones Médicas del Reino Unido (MRC) tam-
bién establecid su propia clasificacion basada en los
resultados de ensayos clinicos de una poblacion de
5876 adultos jovenes. Este sistema toma en consi-
deracion, entre otros hallazgos de alto riesgo, a los
cariotipos complejos cuando presentan un minimo
de 4 alteraciones citogenéticas®. En el ano 2015 se
publicé un estudio colaborativo comparativo entre
pacientes con LMA de novo (AML-10) y secunda-
rios o con sindromes mielodisplasicos (SMD) de
alto riesgo (CRIANT) que recibieron el mismo es-
quema de induccion y consolidacion®. Los autores
utilizaron el sistema de prediccion de riesgo inter-
nacional IPSSU? adaptado y una estadificacion de
riesgo segun Keating y col., la cual clasifica como
de riesgo adverso todos los cariotipos alterados con
excepcion de la pérdida del YUV,

Dada la heterogeneidad de la distribucion de las al-
teraciones citogenéticas, nuestro objetivo fue eva-
luar la influencia del cariotipo, los hallazgos mo-
leculares y su distribucion en diversos sistemas de
clasificacion de riesgo en relacion a la sobrevida y
respuesta al tratamiento.

Métodos

Se realiz6 un analisis retrospectivo de 688 pacien-
tes, pertenecientes a 11 instituciones argentinas,
diagnosticados entre ene-13/jun-19. Se aplicaron 9
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sistemas de clasificacion de riesgo!*-¢4101D " inclu-
yendo la categorizacion de los hallazgos vinculados
a SMD de acuerdo a la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) 201612, El nimero de alteraciones
fue evaluada de acuerdo al MRC® (1 alteracion para
las trisomias, monosomias, translocaciones balan-
ceadas, 2 para las alteraciones desbalanceadas, por
ejemplo: add(7)(q11.2) implica delecion del brazo
largo del cromosoma 7 con material agregado de
origen desconocido).

Se aplicaron los test de Kaplan-Meier/log-rank,
Regresion de Cox (Método avanzar por pasos y de
entrada) y Chi2/Test exacto de Fisher. Los pacien-
tes fueron evaluados hasta ultimo seguimiento, cen-
surando o no hasta la fecha del TCPH. El nivel de
significancia estadistica fue fijado en p<0,05. Los
andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el
sistema SPSS version 25.00 (SPSS, Chicago, USA).
Los resultados se expresan segun sea el caso, en me-
diana (Mdn) e intervalo de confianza (IC) 95% o
porcentaje =+ error estandar.

Resultados

Los 592 (86%) pacientes con resultados evaluables
presentaron distribucion similar de sexo (masculino:
51%), edad Mdn de 57 afios (15-90), 28% mayores
de 65 afios y 40% con caracteristicas vinculables a
LMA secundaria. Con una Mdn de seguimiento de
8 meses (m) (rango: 0-73), la cual se incrementa a
18 m al considerar la cohorte viva (324 eventos de
muerte, 55%), la SG fue de 11 m (IC95% 9-14).

La SG de la serie mostr6 diferencias significativas
al evaluarla de acuerdo a la presencia de la t(15;17)/
PML-RARA, de los reordenamientos CBF, del ca-
riotipo normal o de otras alteraciones (Figura la,
p<0,001). Los 77 pacientes con t(15;17) y los 65
con rearreglos CBF no alcanzaron (NA) la Mdn,
con 81% + 5%y 64% + 7% vivos a los 30 m, sin di-
ferencias en la determinacion por citogenética con-
vencional (51 y 52) o por técnicas moleculares (26 y
13) en aquéllos con cariotipo normal o no evaluable
(p>0,05).

En relacion a los 254 pacientes con cariotipo nor-
mal (Mdn 13 m, IC95% 8-17 m, Figura la), 88
(35%) presentaban caracteristicas vinculables con
LMA secundaria. El CEPBA fue evaluado en 62 pa-
cientes (24%), 8 de los cuales resultaron CEPBA+
(13%) con una Mna NA vs 15 m para los CEPBA-,
p=0,552. Ademas, 2 de los pacientes CEPBA+ re-
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sultaron FLT3+ (dado el nimero reducido de los pa-
cientes analizados, estos resultados no fueron con-
siderados). El estudio NPMI fue evaluable en 164
(NPM1+24%,Mna 9+7 m vs 13+£3 m, p=0,579) y el
FLT3 en 180 (FLT3+ 22%, Mna 941 m vs 18£5 m).
Al dividir los 161 (61%) pacientes de acuerdo a la
ELN2010® (ratio FLT3 disponible sdlo en 2 pacien-
tes), la evolucion hasta el ultimo seguimiento fue
diferente: NPMI1+/FLT3- (26 pacientes, NA: 75%
vivos a los 9+2 m) vs NPM1-/FLT3- (102 pacientes,
14£3 m) vs NPM1-/FLT3+ (21 pacientes, 9+2 m)
vs NPMI1+/FLT3+ (12 pacientes, 740 m), p=0,025
(Figura 1b).

Los 196 cariotipos alterados (Mdn 8 m, 1C95%
6-9 m, figura la), 104 (55%) vinculables a SMD,
mostraron una distribuciéon heterogénea segun
el sistema (adverso: rango 47% segun CECOG-
SWOG-MDACC hasta 99%, segin Keating y col.,
Tabla 1). La mayoria de los sistemas utilizados
fueron ttiles para predecir SG, con una superiori-
dad para el definido por CECOG-SWOG-MDACC
(HR1,6 p=0,007; intermedio vs adverso: 10 vs 6 m,
p=0,004). Con respecto a aquéllos que recibieron un
TCPH, el mismo sistema mostr6 superioridad limi-
te (HR 2,5 p=0,053, intermedio vs adverso: NA vs
14,5 m, p=0,033) con respecto al IPSS, agrupando
los riesgos bajo e intermedio a fines estadisticos
(p=0,041).

Los pacientes con cariotipos alterados fueron eva-
luados en relacion al tratamiento recibido en pri-
mera linea. En cuanto al tratamiento con agentes
hipometilantes (AHM) (41 pacientes), incluyendo
a los 4 pacientes que recibieron TCPH (Mna 9 m)
o no (Mna 8 m), ninguno mostré diferencias sig-
nificativas en relacion a la SG, tasas de remisiones
completas (RC 9/41, 22%) ni mejor respuesta (MR
21/41, 51%) (Tabla 1). Al evaluar QMT los sistemas
CECOG-SWOG-MDACC y ELN2010 fueron los
mejores predictores censurando (13 vs 8 m, p=0,023
y 15 vs 8 m, p=0,018) o no hasta el TCPH (14 vs
8 m, p=0,009, y 16 vs 8 m, p=0,005). Sin embar-
g0, solo el primero fue util para diferenciar tasas de
RC (51/70, 73% vs 28/54, 52%, p=0,023), con una
tendencia frente al empleo de cualquier tratamiento
(p=0,057 test exacto de Fisher; p=0,041 segun test
de Chi2).

Finalmente, y en base a los resultados anteriores,
se compararon los hallazgos frente a la t(15;17)
tomando la categorizacion de riesgo del CECOG-
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SWOG-MDACC para los cariotipos alterados en
términos de SG hasta ultimo seguimiento (Figura
1b), censurando hasta la fecha del TCPH (Figura
Ic) y excluyendo los pacientes que recibieron un
TCPH (Figura 1d). En la tabla 2 y la figura 2A se
detallan los cocientes de riesgo (HR) de acuerdo al
modelo aplicado en comparacion a la t(15;17). Es-
tos cocientes se modifican segun la fecha de ultimo
seguimiento considerada o al excluir los pacientes
que recibieron un TCPH. En este ultimo escenario
se observan pequefias variaciones, aunque signifi-
cativas (HR 1,3; 1C95% 1,2-1,4) en los cocientes de

p<0,001

t(15;17)/IPML-RARA 77p NA
81% vivos alos 30m

0,5

rearr. CBF 65p NA 64%
vivos alos 30 m

0,6

0.4
Cariotipos Normales 254p 13m

Supervivencia acumulada

Cariotipos Alterados 196p 8m

0,0

T T T T
00 2000 40,00 80,00 80,00

meses

p<0,001

t(15:17)/PML-RARA 77p NA

T _Jear CBEGSPNA ..

C Normal NPM1+/ FLT3- 26p 26m

Supervivencia

049
C Normal NPM1- FLT3-102p 13m

o C Alterado Intermedio 100p 9Sm
C Normal NPM1+ FLT3+ 21p 7Tm

C Alterado Adverso 88p 5m

C Normal NPM1+/ FLT3+ 12p Tm

T T T T
000 2000 4000 50,00 80,00

meses

riesgo si se utiliza el ELN2010 para la definicion del
riesgo adverso. También se evaluaron los mismos
hallazgos excluyendo los pacientes con la t(15;17) y
tomando como referencia a los cariotipos normales
NPM1-/FLT3- (Tabla 3, figura 2B). En la figura 2B
se puede observar el efecto protector de los reorde-
namientos CBF'y de la NPM1+/FLT3- en cariotipos
normales (HR<1); que la presencia de alteraciones
citogenéticas intermedias poseen un riesgo adicio-
nal, pero sin diferencias significativas; y que la pre-
sencia de alteraciones citogenéticas adversas y del
FLT3+ se asocian con un riesgo mayor (HR>1).

p<0,001

t(15;17)/PML-RARA 77p NA

"4+, rearr. CBF 65p NA
ot = = e

== e =i

o i o

o
-
1
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e m - -

Supervivencia

=]
=
1

02 C alterado Intermedio 101p 10m
C Alterado Adverso 88p 6m

C Normal NPM1+/FLT3+ 12p Tm

T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 50,00

meses

i p<0,001

b . H{15;17) PML-RARA 77p NA

081

] rearr CBF 55p NA (62% 30m)
it (Excl 1D;I'Sf'|—l)

P m e = i

o m ot

C Normal NPM1+/FLT3- 22p 26m
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Supervivencia

C Normal NPM+/FLT3+ 10p 7m (Excl 2p)

C Normal NPM1-IFLT3-72p 8m
(Excl 30p)

C Alt Interm 69p 6m (Excl 32p)

C Alt Adverso 71p 4m (Excl 17p)

0,29

0,0

C Normal NPM1-IFLT3+ 9p 2m (Excl 12p)
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0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

meses

Figura 1. Curvas de supervivencia segin Kaplan-Meier a) de acuerdo a los hallazgos citogenéticos (eva-
luados hasta el altimo seguimiento). b-d) Modelo final incluyendo los hallazgos moleculares y tomando
la categorizacion de riesgo del CEOG-SWOG-MDACC para los cariotipos alterados®: b) evaluados hasta
el ultimo seguimiento, c) evaluados hasta el Gltimo seguimiento o hasta la fecha del TCPH, d) excluyendo
pacientes que recibieron un TCPH.
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Figura 2. Cocientes de riesgo de acuerdo a los modelos evaluados en términos de supervivencia glo-
bal. A) Tomando como grupo de referencia los pacientes con la t(15;17). B) Tomando como grupo de re-
ferencia los pacientes con cariotipo normal FLT73-/NPM1-. Modelo incluyendo la categorizacion de riesgo
para cariotipos alterados segun el CEOG-SWOG-MDACC®: negro interlineado, hasta ultimo seguimien-
to; negro linea continua, hasta tltimo seguimiento o a la fecha del TCPH; gris linea continua, excluyendo
pacientes sometidos a un TCPH. Modelo incluyendo la categorizacion de riesgo para cariotipos alterados
segun la ELN2010®: gris interlineado, excluyendo pacientes sometidos a un TCPH.
Regresion segun Cox; Método de entrada.
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Tabla 1. Supervivencia global y respuesta a tratamiento en pacientes con cariotipo alterado subdivididos
conforme a los sistemas de clasificacion de riesgo

aticti R0 TCPH Tl:ata- Quimioterapia Agentes hipometilantes
po completa miento
SG SG Tasa de SG SG# SGY¥ Tasa SG SGY¥ Tasa
N Mdn |N Mdn RC N Mdn N Mdn |N| Mdn RC |N|(Mdn|N|Mdn| RC [ MR
(%)
196| 7,8m |50 31,4m 91p, |[126 8.8 127 8,9 79 5,9 82p, (41| 9,1 |37| 8,2 | 9p, | 21p,
47% 65% 22% | 51%
m | pf m | pY |%]| p* m | pq m | p9 m| pY |%| p* m m | % | %
CALGB p=n.s. p=n.s.|p=n.s.*|p=ns.*
Interm | 58 [11,2| n.s. [18| NA | ns. 52| ns. |41 | 14 | ns. |41 (14,1 ns. |23]7,7| ns. |71| ns. 9] 9,1 9,1 11 44
(€20)]
Adverso|131| 7 31119,6 44 84| 8 83 8,3 56(5,2 61 31 9,1 (28| 7 23 55
(69)
AMLCG
Interm | 73 | 9,1 | n.s. [19|NA| ns. (47| ns. |51 [12,8| ns. | 50 (10,3| n.s. |33]6,2| ns. |63 ns. [13| 11,1 [12] 11,1 15 39
(38)
Alto 119] 7,5 31|14,7 48 771 8,5 77 18,5 4815,2 66 27| 7 |25] 6 22 59
(62)
CECOG-SWOG-MDA
Interm [101| 10 [0,004(32| NA [0,033|54| n.s. | 70 | 14 [0,009] 69 (12,8|0,023|41|7,7| n.s. |73|0,023|19| 11,2 16| 9,1 16 47
(53)
Adverso| 88 | 6,1 17|14,5 3910,057| 54| 7,5 54175 3814,6(0,067|53 22| 7 |21 7 27 54
47
MRC
Interm | 80 | 9,1 [0,016{23| NA | n.s. [53| n.s. |56 [10,3| n.s. | 55| 10 | ns. |34|7,1| ns. |70 ns. |16| 11,1 [15] 11,1 15 38
(44)
Adverso | 110| 6,4 27(14,5 43 70 | 8.4 70| 8,1 45| 5 60 24| 7 (22| 7 22 63
(56)
ELN 2010
Int-IT 79 |11,110,007{24| NA | n.s. [S51| n.s. | 53 [16,4(0,005| 52 (14,5|0,018|30(8,9{0,035|72| n.s. |16| 11,1 [15] 11,1 13 44
(42)
Adverso| 111 | 7 26|14,5 44 73| 8 73| 8 49| 5 59 24| 82 (22| 7 25 58
(58)
IPSS
Bajo- | 94 [10,3]0,006|29| NA |0,041|53| n.s. | 66 | 14 |0,023]| 65 [10,3| n.s. |40|7,7(0,046|71| n.s. |17| 11,2 [14] 9,1 18 47
Inter [(50)
Adverso| 96 | 6,4 21(14,5 41 59175 59 18,3 39(4,6 56 24| 7 (23| 7 25 54
(50)
ELN 2017
Interm | 74 |10,3]0,011 (22| NA | n.s. [50| n.s. |49 [16,4(0,011| 48 [14,10,029(28|6,6| n.s. |71| n.s. |16| 11,1 [15| 11,1 13 44
(39)
Adverso|116| 7,1 28|14,5 45 77183 771 8 51(5,2 60 24| 82 (22| 7 25 58
(61)
Cariotipos relacionado a SMD
No 86 [10,3(0,011|27|31,4| n.s. |55| n.s. | 64| 14 10,036| 63 |12,8| n.s. |38(7,1| n.s. |70| n.s. (13| 11,1 [12] 9,1 15 54
(45)
Si 104 6,3 23(14,5 40 62178 62 8,3 41152 58 27| 82 |25 7 22 52
(55)

Interm: intermedio; TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas; SG: supervivencia global;
Mdn: mediana; RC: remisiones completas; MR: mejor respuesta; N: numero de pacientes; n.s.: no signifi-
cativo. 4 Kaplan-Meier/Log Rank; * Test exacto de Fisher; # Hasta ultimo seguimiento o fecha de TCPH;
¥ excluyendo TCPH.
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Tabla 2. Modelo final para supervivencia global evaluando los hallazgos citogenéticos y moleculares
disponibles en comparacion a los pacientes con t(15;17)

Hallazgos SG SG SG SG *
(Cens. TCPH) (excl. TCPH) (excl. TCPH)

t(15;17)/PML-RARA (Ref) HR p HR p HR P HR P
Rearr. CBF 1,7 0,136 1,6 0,184 1,9 0,081 1,9 0,081
C. Normal NPM1+/FLT3- 2,3 0,044 2,3 0,057 2,6 0,029 2,6 0,029
C. Normal NPM1-/FLT3- 4,1 [<0,001| 42 |<0001| 58 |<0,001| 5.8 |<0,001
C. Normal NPM1-/FLT3+ 4,6 [<0,001| 6,1 |<0001| 155 |<0,001| 156 |<0,001
C. Normal NPM1+/FLT3+ 85 |<0,001| 9,9 |<0,001 11 <0,001| 11,1 |<0,001
C. Alterado intermedio 5 <0,001 5,6 |<0,001 8 <0,001| 7,5*% |<0,001
C. Alterado adverso 7,8 | <0,001| 82 |<0,001| 10,1 |<0,001| 10,2* |<0,001

Cens: censurando; excl: ecluyendo; HR: Hazard Ratio; regresion segiin Cox, método de entrada. SG: su-
pervivencia global; TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.* Modelo tomando en con-
sideracion la clasificacion de la ELN 2010 para los cariotipos alterados.

Tabla 3. Modelo final para supervivencia global evaluando los hallazgos citogenéticos y moleculares
disponibles en comparacion con los pacientes con cariotipo normal NPM1-/FLT3-

Hallazgos SG SG SG SG*
(Cens. TCPH) (excl. TCPH) (excl. TCPH)
HR D HR p HR D HR p
Rearr. CBF 0,42 | 0,001 | 038 | 0,001 | 032 |<0,001| 032 |<0,001
C. Normal NPM1+/FLT3- 0,57 | 0,098 | 0,53 | 0,081 | 043 | 0,022 | 043 | 0021
C. Normal NPM1-/FLT3- (ref)
C. Normal NPM1-/FLT3+ 1,14 | 0669 | 1,50 | 0,264 | 2,80 | 0,005 | 2,81 | 0,005
C. Normal NPM1+/FLT3+ 2,14 | 0,028 | 247 | 0,014 | 197 | 0,064 | 1,98 | 0,062
C. Alterado intermedio 1,22 0,28 1,33 | 0,141 | 1,38 | 0,101 | 1,29 | 0,227
C. Alterado adverso 1,95 |<0,001| 2,00 |<0,001| 1,77 | 0,003 | 1,80 | 0,002

Cens: censurando; excl: ecluyendo; HR: Hazard Ratio; regresion segiin Cox, método de entrada. SG: su-
pervivencia global; TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. * Modelo tomando en con-
sideracion la clasificacion de la ELN 2010 para los cariotipos alterados.
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Anexo: Distribucion de los cariotipos en relacion a los sistemas de riesgo aplicados

Alteracién
Citogenética

idic(Xq)

-Y

Alt 3g21926.2

alter. (3q) otras [1;3 0 3;21] mmm
NN

(3;5)(g21 25;931~35)
add(5q)

del(5q)

-5

t(5932)

NN

7q11.2 NN

10921 LN
12p13.2 NN .
17p13.2 NN NN

1(6:9)(923:934)
-7
add(7q) ANNNNNNNY
del(7q)
+8
del(9q)
t(9;22)(934;,911)
+11
del(11q)
t(11923v) [6927; 10p11~13]
t(2;11)(p21;923.3)
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Cariotipos Complejos 3 alt
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Blanco: Riesgo Favorable; Gris: intermedio; Negro: Adverso; Rayado diagonal: reordenamientos
no especificados cuyos puntos de ruptura involucran alteraciones de riesgo adverso.
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Discusion

La categorizacion de riesgo propuesta por la ELN en
2017 fue presentada como una actualizacion del
esquema original propuesto en 2010®. La opinién
de expertos y la evidencia recolectada de la literatu-
ray de diferentes trabajos presentados en congresos
de relevancia entre los afios 2013 y 2016 muestran
el avance en el conocimiento de la biologia de la en-
fermedad a través de la individualizacion de genes
de relevancia clinico-pronostica.

Una de las observaciones que resultan del presente
trabajo confirma que ciertas determinaciones reque-
ridas para la aplicacion tanto de la ELN2017 como
de su predecesora se encuentran limitadas en nues-
tro medio. El acceso a la identificacion de hallaz-
gos como el calculo del ratio de las DIT-FLT31%,
las mutaciones en CEPBA, TP53, ASXLI requiere
que los laboratorios especializados tengan equipos
de electroforesis capilar y/o de secuenciacion, ya
sea de primera generacion o tecnologias mas avan-
zadas que permiten el estudio de multiples genes.
Si bien la determinacion cualitativa de la mayoria
de las mutaciones en FLT3 y en NPM1 demanda un
equipamiento de biologia molecular estandar+!7,
ambos resultados estaban disponibles para menos
de dos tercios de los pacientes con cariotipo normal.
Los resultados obtenidos confirman la importancia
de estas determinaciones con un mejor pronostico
de aquéllos con NPM1+/FLT3"® y un pronostico
muy adverso para aquellos portadores FLT3+, so-
bre todo al excluir los pacientes sometidos a TCPH.
Sin embargo, esta corta sobrevida fue similar entre
aquellos FLT3+ acompaifiados o no por NPM1+, lo
cual coincide con diversos estudios publicados y re-
visados oportunamente". Los hallazgos sugeririan
que no podriamos subdividir nuestros escasos pa-
cientes FLT3+/NPMI+ de acuerdo al ratio a fin de
individualizar un subgrupo de mejor expectativa: la
alta tasa de mortalidad (10/12) durante el periodo
evaluado y un tnico paciente con una supervivencia
mayor a 10 meses, el cual fue sometido a TCPH. Se
espera que con la incorporacion de inhibidores de
FLT3 desde 2018 cambie la historia de estos pacien-
tes frente al uso de QMT convencional.

El establecimiento del cariotipo se sostiene como
mandatorio al momento del diagndstico, ya que
permite detectar alteraciones recurrentes o asocia-
das a SMD, de acuerdo a la clasificacion de la OMS
2016 y, ademas, clasificar estos hallazgos segiin
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su riesgo"!V, El resultado citogenético fue evaluable
en el 82% de los pacientes y, al complementar los
hallazgos por biologia molecular (RT-PCR) o FISH,
se logro elevar el porcentaje a 86%. De acuerdo a lo
esperado, se confirmé el buen prondstico de los pa-
cientes con la t(15;17) y los rearreglos CBF. Ademas,
el sistema definido por el CECOG-SWOG-MDACC,
el cual considera de pronostico adverso a los cario-
tipos complejos y las pérdidas totales del 5 o 7, es
el que mejor reflejo los parametros evaluados. Estos
hallazgos influyeron en la SG, censurando o no has-
ta el TCPH, SG en pacientes trasplantados, tasas de
RC a QMT primera linea y a cualquier tratamiento.
En la serie original de 6283 pacientes tratados con
esquemas basados en citarabina, estos cariotipos se
asociaron una menor chance de alcanzar una remi-
sion completa e, independientemente, a menor su-
pervivencia global®. Sin embargo, la aplicacion de
la ELN2010® permiti6 identificar 23 pacientes adi-
cionales con reordenamientos 3q21-26, 5q-, t(6;9),
t11g23v (exceptuando la t(9;11)) y 17p- asociados
con una supervivencia mas corta frente al tratamiento
con QMT en primera linea, aunque las tasas de RC no
mostraron diferencias significativas. Con respecto a
los cambios en relacion al cariotipo propuestos por la
ELN2017", se incorporaron 4 pacientes con t(9;22)
y 1 con cariotipo monosomal no complejo, disminu-
yendo el impacto del riesgo adverso frente a los para-
metros evaluados. La utilizacion de terapia diana y la
tasa de trasplante en el primer grupo, segun la reco-
mendacion, puede haber influenciado los resultados
obtenidos' '?. Los cariotipos monosomales no com-
plejos (< 3 alteraciones), que, a su vez excluyan los
cromosomas 5, 7 y 17, conformarian un grupo muy
poco frecuente. La frecuencia de estos cariotipos se
incrementa con su complejidad®-?? y si se excluyen
las alteraciones en los cromosomas 5 y 17 se pierde
su influencia negativa frente al TACPH®.

Estos resultados poseen las limitaciones asociadas a
trabajos retrospectivos y, ademads, estan restringidos
a centros participantes de las subcomisiones de la
SAH pertenecientes a la Region Metropolitana 'y La
Plata. Sin embargo, se complementan con otras seis
comunicaciones presentadas en el Congreso de la
SAH, Mendoza 201932, basadas en la misma re-
copilacion de datos, y muestran el esfuerzo conjunto
por evidenciar la realidad de nuestro medio. Particu-
larmente, en el presente trabajo se comprob¢ el im-
pacto de las alteraciones en relacion a aquéllos con

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1 9-20, 2020



INFLUENCIA DE LOS HALLAZGOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES EN EL PRONOSTICO Y RESPUESTA A TRATAMIENTO DE PA-

CIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

cariotipo normal en términos de SG, con un descen-
so del riesgo en aquellos CBF+ o NPM1+/FLT3-y
un incremento en aquéllos con cariotipos adversos y
con FLT3+, sobre todo en aquellos NPM-/FLT3+
que no recibieron un TCPH.

Agradecimientos:

Se agradece a las instituciones participantes miem-
bros de las Subcomisiones de SMD y LA de la SAH:
Hospital Italiano de Buenos Aires, Hospital Italiano
de La Plata, Hospital General de Agudos “Carlos
Durand”, FUNDALEU, Instituto “Alexander Fle-

ming”, Hospital Interzonal General de Agudos “San
Martin”, Sanatorio “Sagrado Corazon”, Hospital
Nacional “A Posadas”, Hospital de Clinicas “José
de San Martin”, Hospital “Cesar Milstein”, Hospital
de Alta Complejidad “El Cruce”.

Si bien el trabajo no posee financiamiento especifi-
co, CB cuenta con susidios de la Agencia Nacional
de Promocion Cientifica y Técnica (PICT-0480 y
PID-044) y del Consejo Nacional de Ciencia y Téc-
nica (PIP 056).

Conflictos de interés: El Dr Santiago Cranco declara haber recibido honorarios por parte de Pfizer y
Novartis por concepto de conferencias y actividades educativas en las que ha participado. La Dra. Alicia
Navickas declara haber recibido honorarios de parte de Abbie por concepto de actividades educativas en las
que ha participado. El resto de los autores declara no poseer conflictos de interés.

References

1. Doéhner H, Estey E, Grimwade D y col. Diagnosis and
management of AML in adults: 2017 ELN recom-
mendations from an international expert panel. Blood.
2017; 129:424-47.

2. Harada Y, Nagata Y, Kihara R y col. Prognostic anal-
ysis according to the 2017 ELN risk stratification by
genetics in adult acute myeloid leukemia patients
treated in the Japan Adult Leukemia Study Group
(JALSG) AML201 study. Leuk Res. 2018;66:20-7.

3. Doéhner H, Estey EH, Amadori S y col. Diagnosis and
management of acute myeloid leukemia in adults:
recommendations from an international expert pan-
el, on behalf of the European LeukemiaNet. Blood
2010;115:453-74.

4. Byrd JC, Mrézek K, Dodge RK y col. Pretreatment
cytogenetic abnormalities are predictive of induction
success, cumulative incidence of relapse, and overall
survival in adult patients with de novo acute myeloid
leukemia: results from Cancer and Leukemia Group B
(CALGB 8461). Blood. 2002;100:4325-36.

5. Walter RB, Kantarjian HM, Huang X y col. Effect of
complete remission and responses less than complete
remission on survival in acute myeloid leukemia:
a combined Eastern Cooperative Oncology Group,
Southwest Oncology Group, and M. D. Anderson
Cancer Center Study. J Clin Oncol. 2010;28:1766-71.

6. Stelljes M, Beelen DW, Braess J y col. Allogeneic
transplantation as post-remission therapy for cytoge-
netically high-risk acute myeloid leukemia: landmark
analysis from a single prospective multicenter trial.
Haematologica. 2011;96:972-9.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1: 9-20, 2020

7. Biichner T, Berdel WE, Schoch C y col. Double in-
duction containing either two courses or one course
of high-dose cytarabine plus mitoxantrone and pos-
tremission therapy by either autologous stem-cell
transplantation or by prolonged maintenance for acute
myeloid leukemia. J Clin Oncol. 2006; 24:2480-9.

8. Grimwade D, Hills RK, Moorman AV y col. Refine-
ment of cytogenetic classification in acute myeloid
leukemia: determination of prognostic significance
of rare recurring chromosomal abnormalities among
5876 younger adult patients treated in the United
Kingdom Medical Research Council trials. Blood.
2010; 116:354-65.

9. Oosterveld M, Suciu S, Muus Py col. Specific scoring
systems to predict survival of patients with high-risk
myelodysplastic syndrome (MDS) and de novo acute
myeloid leukemia (AML) after intensive antileukemic
treatment based on results of the EORTC-GIMEMA
AML-10 and intergroup CRIANT studies. Ann He-
matol. 2015; 94:23-34.

10. Greenberg P, Cox C, LeBeau M y col. International In-
ternational Scoring System for evaluating prognosis in
myelodysplastic syndromes. Blood. 1997; 89: 2079-88.

11. Keating S, Suciu S, de Witte T y col. The stem cell
mobilizing capacity of patients with acute myeloid
leukemia in complete remission correlates with re-
lapse risk: results of the EORTC-GIMEMA AML-10
trial. Leukemia. 2003; 17: 60-7

12. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL y col, editors.
WHO Classification of Tumours of Haematopoietic
and Lymphoid Tissues, 2017 Revised 4th Edition,
Lyon, IARC press, 2017.

19



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Murphy KM, Levis M, Hafez MJ y col. Detection of
FLT3 internal tandem duplication and D835 muta-
tions by a multiplex polymerase chain reaction and
capillary electrophoresis assay. J Mol Diagn. 2003; 5:
96-102.

Kiyoi H, Naoe T, Nakano Y y col. Prognostic impli-
cation of FLT3 and N-RAS gene mutations in acute
myeloid leukemia. Blood. 1999; 93: 3074-80.

Yamamoto Y, Kiyoi H, Nakano Y y col. Activating
mutation of D835 within the activation loop of FLT3
in human hematologic malignancies. Blood. 2001;
97:2434-9.

Ottone T, Ammatuna E, Lavorgna S, Noguera NI,
Buccisano F, Venditti A, Gianni L, Postorino M, Fed-
erici G, Amadori S, Lo Coco F. An allele-specific
RT-PCR assay to detect type A mutation of the nuc-
leophosmin-1 gene in acute myeloid leukemia. J Mol
Diagn. 2008;10:212-216.

Calvo KL, Ojeda MJ, Ammatuna E y col. Detection of
the nucleophosmin gene mutations in acute myeloge-
nous leukemia through RT-PCR and polyacrylamide
gel electrophoresis. Eur J Haematol. 2008; 82: 69-72.

Mrozek K, Marcucci G, Paschka Py col. Clinical rel-
evance of mutations and gene-expression changes in
adult acute myeloid leukemia with normal cytogenet-
ics: are we ready for a prognostically prioritized mo-
lecular classification? Blood. 2007; 109: 431-48.

Stone RM. Mandrekar SJ, Sanford BL y col. Mido-
staurin plus Chemotherapy for Acute Myeloid Leuke-
mia with a FLT3 Mutation. N Engl J Med. 2017; 377:
454-64.

Haferlach C, Alpermann T, Schnittger S y col. Prog-
nostic value of monosomal karyotype in comparison
to complex aberrant karyotype in acute myeloid leu-
kemia: a study on 824 cases with aberrant karyotype.
Blood. 2012; 119: 2122-5.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

ARTICULO ORIGINAL

Breems DA, van Putten WL, de Greef GE y col.
Monosomal karyotype in acute myeloid leukemia:
a better indicator of poor prognosis than a complex
karyotype. J Clin Oncol. 2008; 26:4791-7.

Middeke JM, Beelen D, Stadler M y col. Outcome
of high-risk acute myeloid leukemia after allogeneic
hematopoietic cell transplantation: negative impact of
abnl(17p) and-5/5q-. Blood. 2012; 120: 2521-8.

Gonzalez J, Villaverde N, Kantor G y col. Diagnosti-
co y tratamiento de las Leucemias Mieloides Agudas
(LMA) segun el tipo de sistema de salud. Hema-
tologia. 2019; 23 (S2): 69.

Gimenez Conca A, Basquiera A, Perusini A y col.
Enfermedad residual medible post induccion por ci-
tometria de flujo en Leucemia Mieloide Aguda no
promielocitica. Estudio colaborativo. Hematologia.
2019; 23 (S2): 34.

Mela Osorio M, Belli C, Ferrari L y col. Impacto de
la respuesta a agentes hipometilantes o quimioterapia
intensiva en la sobrevida de pacientes con LMA may-
ores de 65 afios. Hematologia. 2019; 23 (S2): 34.

Belli CB, Dick H, Giménez Conca AD. Influencia de
la progresion leucémica en el pronodstico de los pa-
cientes con sindromes mielodisplésicos y experiencia
nacional en leucemias mieloides agudas secundarias.
Hematologia. 2019; 23 (N Extraordinario): 161-70.

Perusini A, Basquiera A, Gimenez Conca A y col.
Mortalidad temprana en Leucemia Mieloide Aguda:
Experiencia Multicéntrica. Hematologia. 2019; 23
(S2): 49.

Gimenez Conca A, Perusini A, Basquiera A y col.
Analisis de supervivencia global en Leucemias Agu-
das no promielociticas. Datos de una base colaborati-
va. Hematologia. 2019; 23 (S2): 49.

20

Atribucién — No Comercial — Compartir Igual (by-nc-sa): No se permite un uso comercial de la obra original ni de las
posibles obras derivadas, la distribucion de las cuales se debe hacer con una licencia igual a la que regula la obra original.

Esta licencia no es una licencia libre.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1 9-20, 2020



Manifestaciones clinicas, factores pronosticos
y respuesta terapéutica del sindrome
hemofagocitico: experiencia del HCJSM

Clinical manifestations, prognostic factors and therapeutic
response of hemophagocytic syndrome: Hospital de
Clinicas experience

Lavalle J; Minissale C; Carnelutto N; Rojas F; Gémez M; Brodsky A
Hospital de Clinicas “José de San Martin”
justinalavalle@gmail.com

Fecha recepcion: 07/03/2020
Fecha aprobacion: 27/03/2020

TRABAJO INTEGRADOR FINAL DESTACADO EN EL MARCO DEL CURSO DE LA CARRERA
DE MEDIcO EspEciaLisT4 EN HEMaToLoGia 2017-2019.

Palabras claves: sindrome hemofagocitico,
pronostico,
tratamiento,
linfohistiocitosis.

Resumen

Introduccion

El sindrome hemofagocitico (SHF) es una condicion
clinica poco frecuente pero de elevada mortalidad,
resultado de una respuesta inmune hiperinflamato-
ria e inefectiva, con activacion sostenida del sistema
mononuclear fagocitico.

Objetivos

Analizar retrospectivamente los casos de SHF asis-
tidos durante los ultimos 8§ afios en el Hospital de
Clinicas, para evaluar factores pronosticos y tera-
péuticos.

Material y métodos

Se incluyeron 16 pacientes con SHF primario (n=1)
o secundario (n=15). Segun la causa se dividio a los
pacientes con SHF secundario en 4 categorias: linfo-
ma, infeccidon, combinada o indeterminada. Todos re-
cibieron tratamiento de la causa subyacente, asi como
dexametasona sola o combinada con etopdsido.

ARTICULO
ORIGINAL
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Keywords: hemophagocytic,
prognostic,
treatment,
lymphohistiocytosis.

Resultados

Las manifestaciones clinicas de nuestros pacien-
tes con SHF secundario y primario no difirieron
de lo descripto en la literatura. El 93,75% (n=15)
presentd hemofagocitosis en aspirado o biopsia de
médula 6sea. La enfermedad subyacente fue un
linfoma (46,7%; n=7), una infeccion (33,3%; n=5)
o ctiologia combinada (13,3%; n=2). La mediana
de sobrevida (SV) de los pacientes fue de 79 dias
(IC95%: 29-no alcanzada): 31 dias en el grupo con
linfoma, 160 dias para aquellos de causa combinada
y no alcanzada para aquellos de etiologia infecciosa
(p=0,8). Ninguna de las variables presentes al mo-
mento del diagnoéstico fue predictora de SV, mien-
tras que el descenso de la hemoglobina (p=0,019),
el aumento de la LDH (p=0,029) y el descenso de la
ferritina (p=0,035) al dia 15 mostraron correlacion
significativa con la mortalidad. Hubo un beneficio
no significativo en la SV en aquellos que recibieron
corticoides sin etoposido. El tener respuesta com-
pleta a la semana cuatro (RC4) fue un predictor sig-
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nificativo de SV (p=0,00016). Hubo una tendencia
no significativa a una reduccion de la mortalidad
en el grupo que inicid tratamiento tempranamente
(p=0,32).

Conclusiones

La falta de RC4 y los valores de ferritina, LDH y
hemoglobina al dia 15 se correlacionaron de ma-
nera significativa con el riesgo de muerte. Nuevos
estudios con un numero mayor de pacientes podran
confirmar la relevancia clinica de estos hallazgos.

Abstract

Introduction

Hemophagocytic syndrome (HS) is a rare but poten-
tially fatal condition, which results from an exces-
sive and ineffective immune response with contin-
uous activation of mononuclear phagocyte system.

Objective

To make a retrospective assessment of patients with
HS reported in the last 8 years in the Hospital de
Clinicas to asses prognostic and therapeutic factors.

Material and methods

Sixteen patients with primary (n=1) or secondary
(n=15) HS were included. Patients were classified in
four categories according to the etiology: lympho-
ma, infection, combined or unknown. Every patient
received specific treatment of the underlying cause,
as well as dexamethasone alone or combined with
etoposide.

Results

Clinical signs and symptoms of our patients did not
differ from the literature. Hemophagocytosis in bone
marrow aspirate or biopsy was present in 15 cases
(93.75%). The underlying diseases were lympho-
ma (46.7%; n=7), infection (33.3%; n=5) or com-
bined (13.3%; n=2). The median survival of patients
was of 79 days (CI95%: 29-not reached): 31 days
for those with lymphoma, 160 days for those with
combined etiology and not reached for those with
infectious underlying cause (p=0.8). None of the
variables assessed at the moment of diagnosis was
predictive of survival, whereas hemoglobin decrease
(p=0.019), LDH elevation (p=0.029) and ferritin de-
crease (p=0.035) at 15th day correlated significantly
with mortality. There was a non statistically signifi-
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cant survival benefit in those who received cortico-
steroids without etoposide. To achieve a complete
response at week four (RC4) was significantly asso-
ciated with improved survival (p=0.00016). There
was a trend towards reduction of mortality in those
who received prompt treatment, without reaching
statistical signification (p=0.32).

Conclusions

The achievement of RC4 and the values of ferritin,
LDH and hemoglobin at day 15th correlated signifi-
cantly with the risk of death. New studies with more
patients are needed to confirm the relevance of these
findings.

Introducciéon

El sindrome hemofagocitico (SHF) es una condi-
cion clinica poco frecuente pero de mortalidad ele-
vada, consecuencia de una respuesta inmune inefec-
tiva e hiperinflamatoria, con activacion sostenida
del sistema mononuclear fagocitico?. Tiene una
incidencia anual estimada de 1:800.000 individuos
y aparece a una edad media de 50 afos®. La mor-
talidad oscila segun las series entre el 40 y 70%®.
Se clasifica en: 1) primario: cuando es debido a mu-
taciones en genes que regulan la actividad efectora
de las células NK y linfocitos T, lo que lleva a una
franca disminucion del poder de citotoxicidad de las
mismas®”, y 2) secundario: cuando no se conoce
un defecto genético y aparece ante determinadas si-
tuaciones “gatillo”, que generan una disrupcion en
la homeostasis del sistema inmune. El diagnostico
se basa en un conjunto de caracteristicas clinicas y
de laboratorio establecidas por la Sociedad de His-
tiocitosis (SH)!?. Dada la elevada mortalidad del
cuadro, surge la necesidad de identificar variables
potenciales que puedan condicionar la evolucion, a
fin de optimizar el tratamiento. Es escasa la infor-
macién disponible acerca de factores pronosticos
en adultos, por lo que se realizé un analisis retros-
pectivo de los casos de SHF primario y secundario
durante los tltimos ocho afios en nuestra institucion,
a fin de realizar un analisis descriptivo e identificar
potenciales variables prondsticas y el impacto de la
terapéutica instaurada.

Material y métodos

Se incluyeron 16 pacientes con diagnodstico de SHF
primario (n=1) y secundario (n=15) en el periodo
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mencionado, que reunian los criterios propuestos
por la SH. Se hizo un analisis descriptivo de las
caracteristicas presentes en la poblacion al diagnos-
tico. Segun la causa se dividi6 a los pacientes en
4 categorias: linfoma (SHF-L), infeccion, indeter-
minada o combinada. Todos recibieron tratamiento
de la causa subyacente, y dexametasona como mo-
noterapia o combinada con etopésido. Se evalud el
rol de una serie de variables registradas al diagnos-
tico y al dia 15 como posibles factores pronosticos,
mediante método de regresion de Cox por analisis
univariado y multivariado. Los datos de sobrevida
(SV) se representaron con curvas de Kaplan-Meier.
Se tomd como significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Las caracteristicas generales de la poblacion en
estudio se presentan en la tabla 1, y las analizadas
para los pacientes con SHF secundario en la tabla
2. Las manifestaciones clinicas en aquéllos con SHF
secundario (n=15) y primario (n=1) no difirieron
de lo descripto en la literatura (Tabla 1). El 93,75%
(n=15) presentd hemofagocitosis en médula 6sea

(Figura 1). La enfermedad subyacente en la mayoria
de ellos fue un linfoma (46,7%; n=7), seguido por
infecciones (33,3%; n=5). El 13,3% (n=2) presen-
td una etiologia combinada (Tabla 3). La mediana
de SV de los pacientes fue de 79 dias (intervalo de
confianza del 95%: 29-no alcanzado): 31 dias en el
grupo de SHF-L, 160 dias para aquéllos de causa
combinada y no alcanzada para aquéllos de etiologia
infecciosa (p=0,8). Ninguna de las variables presen-
tes al momento del diagnostico resultd estadistica-
mente significativa como predictora de SV (Tabla
4), mientras que el descenso de la Hb (p=0,019), el
aumento de LDH (p=0,029) y el descenso de la fe-
rritina  (p=0,035) al dia 15 mostraron una correla-
cion significativa con la mortalidad (Tabla 5). Hubo
un beneficio no significativo en la SV en aquéllos
que recibieron corticoides sin etopdsido (p=0,77)
(Figura 3). El tener respuesta completa a la sema-
na cuatro (RC4) fue un predictor significativo de SV
(p=0,00016) (Figura 4). Hubo una tendencia no sig-
nificativa hacia una reduccién de la mortalidad en el
grupo que inicio tratamiento tempranamente, toman-
do como punto de corte 6 dias, que fue la mediana

Tabla 1. Caracteristicas generales sociodemograficas y clinicopatoldgicas basales de la poblacion

VARIABLES VALORES
Masculino/Femenino n (%) 9 (56,25) /7 (43,75)
Edad, m (sd) 57 (15,34)
Inmunosuprimidos, n (%) 3 (18,75)
Caracteristicas clinicas y de laboratorio, n (%)
Fiebre 16 (100)
Bicitopenia 15 (93,75)
Hepatoesplenomegalia 15 (87,5)
Hemofagocitosis en MO 15 (93,75)
Ferritina > 500 ng/ml 15 (93,75)
Fibrindgeno < 150 mg/dl 9 (56,25)
Triglicéridos > 265 mg/dl 9 (56,25)
Proteina C reactiva > 0,5 mg/dl 16 (100)
LDH > 480 UI/L 15 (93,75)
Albimina < 3,5 g/dl 14 (87,5)
Elevacion enzimas hepaticas 12 (75)
Alteracion del coagulograma 8 (50)
ESD > 50 mm/1? hora 6 (37,5)
Insuficiencia renal 3 (18,75)
Sintomas neurologicos 2 (12,5)
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Causa, n (%)

Primario 1(6,25)
Secundario 15 (93,75)
*Linfoma 7 (46,7)
*Infeccion 5(33,3)
*Combinado 2 (13,3)
*Desconocida 1(6,7)

m: media, sd: desvio estandar

Tabla 2. Variables analizadas en los pacientes con SHF secundario (n=15)

VARIABLES VALORES n (perdidos)
Edad, m (17-19) 59,8 (15,34) 15(0)
Hemoglobina (g/dl), m (rango) 7,9 (6 a13) 15(0)
Neutrofilos/mm?, m (rango) 2.194 (528 a 5.000) 15(0)
Plaquetas/mm?, m (rango) 52.600 (22.000 a 92.000) 15(0)
Albtmina (g/dl), m (rango) 2,8(2a4,5) 15(0)
Ferritina (ng/ml), m (rango) 13.908 (460 a 103.737) 15(0)
Fibrinogeno (mg/dl), m (rango) 195 (50 a 700) 15(0)
Triglicéridos (mg/dl), m (rango) 337 (117 a 1.565) 15(0)
GOT (UI/L), m (rango) 306 (9 a 3.100) 15(0)
GPT (UI/L), m (rango) 278 (7 a2 2.000) 15(0)
LDH (UI/L), m (rango) 2.171 (597 a 4.860) 15(0)
Alteracion coagulograma, n (%) 8(53,3) 15(0)
H indice, m (rango) 232,47 (169 a 319) 15(0)
Causa, n (%) 15(0)

*Combinado 2 (13,3)

*Desconocida 1 (6,7)

*Infeccion 5(33,3)

*Linfoma 7 (46,7)
Tratamiento CTC + etopdsido, n (%) 8(53,3) 15(0)
RC a la semana 4, n (%) 7 (46,7) 15(0)
Hemoglobina al dia 15 (g/dl), m (rango) 7,96 (6,5 a 12,7) 13(2)
LDH al dia 15 (UI/L), m (rango) 1.710 (215 a 4.800) 13(2)
Ferritina al dia 15 (ng/ml), m (rango) 2.825 (48 2 4.000) 11(4)
Plaquetas/mm?® al dia 15, m (rango) 64.333 (8.000 a 398.000) 13(2)
GOT al dia 15 (UI/L), m (rango) 34,7 (5 2 96) 13(2)
GPT al dia 15 (UI/L), m (rango) 27 (11 a 673) 13(2)

Abreviaturas. m: media; CTC: corticoides; RC: respuesta completa
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Figura 1. Hemofagocitosis en médula osea.

Tabla3. Causas especificas en los pacientes con SHF secundario, n (%)

Linfoma 7 (46,7)
*Linfoma de células T o NK 4 (57,14)
*Linfoma no Hodgkin B 2 (28,57)
*Linfoma de Hodgkin 1(14,28)
Infeccion 5(33,3)
*Citomegalovirus (CMV) 3 (60)
*Leishmaniasis 1(20)
*Dengue 1(20)
Combinado 2 (13,3)
*Linfoma no Hodgkin y CMV 1 (50)
*Linfoma de Hodgkin y VEB 1 (50)
Desconocida 1(6,7)

Figura 2. Curva de Kaplan-Meier: sobrevida en funcion de la causa
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Tabla 4. Significancia estadistica de cada variable al momento del diagnostico. Analisis univariado

Variable p-valor
Edad 0,62
Hemoglobina 0,828
LDH 0,735
Ferritina 0,317
Plaquetas 0,326
Albimina 0.23
Neutrofilos 0.781
Fibrinogeno 0.491
Alteracion coagulograma 0.69
Causa (linfoma, infeccion, ambas) 0.3
GOT 0.45
GPT 0.223
H indice 0.646

Tabla 5. Significancia estadistica de cada variable medida al dia 15. Analisis univariado

Variable p-valor
Hemoglobina 0.019
LDH 0.029
Ferritina 0.035
Plaquetas 0.061
GOT 0.0537
GPT 0.685

Figura 3. Sobrevida de acuerdo al tratamiento.
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Figura 4. Sobrevida de acuerdo a la RC a la semana 4.

Figura 5. Sobrevida de acuerdo a la demora en el inicio del tratamiento.

de tiempo hasta el inicio del tratamiento en nuestros
pacientes (p=0,32) (Figura 5).

Discusion y revision bibliografica

El SHF primario o familiar (SHF-F) se debe a alte-
raciones en genes que codifican proteinas involucra-
das en la actividad citotoxica de las células NK y T;
entre ellos: PFRI, UNCI3D y STX11®. En general
se diagnostica en los primeros seis meses de vida.
El SHF secundario puede desarrollarse a cualquier
edad, apareciendo asociado a alguna entidad subya-
cente como neoplasias -fundamentalmente hemato-
logicas-, infecciones o enfermedades reumatologi-
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cas?®¥. Sin embargo, la evidencia actual indicaria
que esto no es tan estricto y que hay cierto grado de
superposicion entre ambos®. Asi, 7 a 18% de los pa-
cientes con diagnostico clasico de SHF secundario
tendrian mutaciones monoalélicas o polimorfismos
en genes implicados tipicamente en la patogenia del
SHF familiar®. En este trabajo, dada la falta de co-
bertura de salud de la mayoria de los pacientes, no
se contd con los medios para la realizacion de di-
chos estudios mutacionales.

Se presenta como un cuadro clinico de caracter agu-
do o subagudo (1 a 4 semanas de evolucion)®, cuyas
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manifestaciones se deben a la liberacion exagerada
de citoquinas por los linfocitos activados y macro-
fagos?. Estas manifestaciones no son especificas
y estan presentes en varias patologias como sepsis,
enfermedades autoinmunes o neoplasias; esto puede
dar lugar a diagnosticos tardios, con el consiguiente
retraso en el inicio de la terapéutica. Nuestros pa-
cientes presentaron esta variedad de alteraciones en
una frecuencia similar a la descripta en otros estu-
dios®”. Cabe destacar que muchos autores plantean
que la presencia de hemofagocitosis en médula dsea
posee escasa sensibilidad y especificidad®, pues se
ve en otras patologias -como infecciones- y se hace
evidente en etapas tardias®. En contraste con esto,
el 93,75% de los pacientes de nuestra casuistica te-
nia signos de hemofagocitosis en aspirado y/o biop-
sia de médula, constituyendo asi una herramienta
de alta sensibilidad. Con respecto a la hiperferriti-
nemia, seria de alta especificidad en la poblacion
pediatrica, pero en adultos obliga a descartar otras
causas potenciales®”. En nuestra poblacion de es-
tudio, el valor medio fue de 13.100 ng/ml, con un
valor méximo de 103.737 ng/ml.

Otros parametros no incluidos en los criterios diag-
noésticos establecidos estuvieron también presen-
tes en un porcentaje importante de los pacientes:
elevacion de la proteina C reactiva (100%, n=16)
con eritrosedimentacion normal, aumento de LDH
(93,5%, n=15), hipoalbuminemia (87,5%, n=14) y
aumento de enzimas hepaticas (75%, n=12). La pre-
valencia de disfuncion hepdtica reportada en otros
estudios es similar, al punto que algunos consideran
que deberia ser parte de los criterios diagnosticos®.
Por ultimo, hasta un tercio de los pacientes presenta
compromiso neurolégico al momento del diagnos-
tico segun la literatura®'”, mientras que solo dos
pacientes en este trabajo manifestaron signos y sin-
tomas compatibles.

Uno de los primeros hallazgos en relacion a varia-
bles prondsticas fue que la enfermedad subyacente
condicionaria marcadamente el pronostico de los
pacientes''2_ Asi, el SHF secundario a linfoma
(SHF-L) es una entidad de peor pronostico que las
otras variantes'*'¥ y la etiologia infecciosa es un
factor pronoéstico independiente en adultos con SHF,
tal como se demostrd en un trabajo recientemente
publicado por la Mayo Clinic, donde la SV fue sig-
nificativamente mayor en este grupo de pacientes'.
El SHF-L afecta al 1% de los pacientes con neopla-
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sias hematologicas e involucra principalmente linfo-
mas de células T y NK®, aunque se han descripto
varios casos asociados a linfomas no Hodgkin y lin-
foma de Hodgkin"'?. Li y col® y Han" describen
una mediana de SV de 37 y 36 dias respectivamente
para este grupo de pacientes, versus 350 dias para
el grupo de causa infecciosa. Otros hablan de mor-
talidad mayor al 80% en el SHF-L por linfoma de
células T o NK. Esto podria deberse a que la acti-
vacion y proliferacion aberrante de células T y NK
resultaria en mayor produccion de sustancias infla-
matorias, perpetuando la activacion de macréfagos
y el dafio tisular. Coincidente con lo reportado en la
bibliografia, la SV de nuestros pacientes con SHF-L
fue menor a la del resto, con una mediana de 31 dias,
versus no alcanzada para los que presentaron SHF
relacionado a proceso infeccioso. Estos valores no
alcanzaron significacion estadistica debido al bajo
numero de pacientes incluidos. No obstante, hay que
considerar también que dos de los pacientes con lin-
foma fueron categorizados como de etiologia com-
binada, por tener un factor infeccioso concomitante,
y que se opto por considerar el tiempo de SV a partir
del inicio de los sintomas y no del momento en que
se realiz6 el diagndstico.

El SHF de causa infecciosa fue la segunda variante
identificada en frecuencia. El virus de Epstein Barr
(VEB) es uno de los que més frecuentemente se des-
cribe como causante del SHF: se demostrd la pre-
sencia de VEB en 10 de los 29 pacientes con SHF de
origen infeccioso en el trabajo de Li et al.©. El VEB,
a su vez, suele detectarse en pacientes con SHF-L,
con frecuencias que oscilan entre un 90% en el lin-
foma de Hodgkin hasta un 33% en el linfoma de
células T periféricas'®. Algunos estudios sugieren
que los pacientes con infeccion activa por VEB y
elevada carga viral tendrian peor evolucion', y que
podrian beneficiarse con el agregado de rituximab
al tratamiento'”. En nuestra casuistica, s6lo dos pa-
cientes presentaron infeccion documentada por el
VEB. No obstante, durante gran parte del estudio
no se contd con la posibilidad de deteccion por PCR
del VEB, con lo cual la incidencia real probable-
mente esté subestimada.

Ademas de la etiologia, otras variables se vieron co-
rrelacionadas con aumento de mortalidad: la edad
avanzada al momento del diagnostico'®, el tiempo
de protrombina prolongado en un rango mayor a 3
segundos®, el compromiso del SNC®, niveles eleva-
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dos de GOT®, la presencia de hipoalbuminemia®,
la hipofibrinogenemia'”, niveles elevados de ferri-
tina'), la plaquetopenia®” con recuentos menores a
40.000/mm?, la hiponatremia’®, la presencia de coa-
gulacion intravascular diseminada™ y la elevacion
de LDH por encima de 1.000 UI/L®7, Asimismo, la
tasa de declinacion de la ferritina podria tener impli-
cancia prondstica: el descenso de los niveles de ferri-
tina menor al 50% con respecto al valor al momento
del diagndstico, se asociaria a un riesgo de muerte 17
veces mayor con respecto al descenso de dichos va-
lores en un porcentaje mayor al 96%". Segin nuestra
experiencia, los valores de ferritina tomados al dia 15
tuvieron impacto significativo en la mortalidad de los
pacientes, pero no los valores al momento del diag-
nostico. El presente analisis tuvo sus limitaciones:
la ferritina fue analizada como variable categorica
tomando 500 ng/ml como punto de corte, y hubo 4
casos perdidos, por lo que estos datos y su interpre-
tacion deben ser tomados en cuenta con precaucion.
Por otro lado, la respuesta al tratamiento instaurado
fue significativa como predictora de SV, y la demora
mayor a seis dias en el inicio del tratamiento se co-
rrelacionod de forma no significativa con aumento de
la mortalidad. Es por esto que se deberia considerar
el inicio del mismo si hay alta sospecha clinica de
SHF, incluso si el paciente aun no retne los criterios
necesarios para el diagndstico®.

El protocolo HLH-2004 es hoy el tratamiento estan-
dar de eleccion, que permitié obtener una tasa de so-
brevida global a 5 afios del 55%. Tiene por objetivo
suprimir el estado hiperinflamatorio responsable de
los sintomas que ponen en riesgo la vida del pacien-
te, e interrumpir la perpetuacion de la activacion
de células T y macrofagos®”. Se basa en el empleo
de inmunoquimioterapia, con administracion de
dexametasona, etoposido y ciclosporina A duran-
te un periodo de 8 semanas y el agregado de qui-
mioterapia intratecal con corticoides y metotrexa-
te si hay compromiso severo del sistema nervioso
central'”. Luego debe seguirse con un tratamiento
de mantenimiento como puente a un trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) en
pacientes con SHF familiar o SHF secundario re-
caido o refractario. A su vez, siempre debe tratarse
la causa subyacente®. En casos de SHF con proceso
infeccioso desencadenante se aconseja el agregado
de gammaglobulina al tratamiento especifico. Los
corticoides son esenciales por sus efectos antiinfla-
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matorios®”, y el etopdsido constituye un pilar fun-
damental. Actuaria mediante tres mecanismos dife-
rentes: 1) induciendo apoptosis de manera directa y
selectiva en las células T activadas, sin afectar las
células T de memoria o naive®?; 2) como inhibidor
de la topoisomerasa induce errores en la replicacion
del ADN en las células que estan proliferando, con
apoptosis de células inmunes activas, lo que limita
la liberacion de citoquinas inflamatorias®; 3) in-
hibe la sintesis del antigeno nuclear del VEB y la
transformacion neoplésica de las células infectadas,
lo cual le daria un rol mas relevante en el SHF se-
cundario a VEB!%, Varios de los estudios a gran es-
cala mencionados">!'® refuerzan el concepto de que
aquellos pacientes que recibieron tratamiento com-
binado con corticoides y etoposido tuvieron mejor
sobrevida que aquéllos que recibieron monoterapia
con glucocorticoides. En nuestro estudio, el 40%
(n=6) present6 respuesta al tratamiento instaurado.
Al comparar los resultados obtenidos entre aquéllos
que recibieron corticoides versus corticoides y eto-
posido, se observd una mejoria no significativa en la
sobrevida en aquéllos que recibieron corticoterapia
unicamente. Esto posiblemente se deba a que los pa-
cientes que recibieron etop6sido eran en su mayoria
aquéllos con SHF-L, que, como ya se dijo, tendria
peor evolucion, y los que recibieron monoterapia
con esteroides fueron aquéllos con infeccion como
enfermedad subyacente. Ninguno de los pacientes
incluidos recibi6 ciclosporina, por falta de disponi-
bilidad de la medicacion al momento del diagnosti-
co del cuadro.

La administracion de globulina anti-timocito (GAT),
corticoides, ciclosporina y quimioterapia intratecal
con metotrexato constituye hoy otra alternativa tera-
péutica, con resultados similares al protocolo HLH-
943,

En los casos de SHF primario, asi como en aqué-
llos con SHF secundario refractario, el trasplante de
células progenitoras hemopoyéticas (TCPH) sigue
siendo la unica alternativa de curacion para evitar
potenciales recidivas®. Con el uso de regimenes de
acondicionamiento de intensidad reducida (RIC),
basados en fludarabina, melfalan y alemtuzumab, la
tasa de sobrevida mejord al 90%, comparado con el
60% obtenido con esquemas mieloablativos'?, que
acarrean una mortalidad relacionada al tratamiento
del 30%7.

A pesar de los beneficios sustanciales descriptos
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en relacion al tratamiento especifico, hay que tener
presente que el mismo constituye un arma de doble
filo: por un lado, detiene con eficacia el proceso hi-
perinflamatorio responsable de tanto dafio orgénico,
pero por otro genera inmunosupresion prolongada,
lo cual podria llevar a la reactivacion del agen-
te infeccioso gatillante, y mayor susceptibilidad a
infecciones por nuevos microorganismos. Por esto
no todos los pacientes son candidatos al tratamiento
completo al momento del diagnostico, sino que la
terapéutica debe ser individualizada segun la etiolo-
gia y el contexto clinico de cada paciente®.

Conclusiones

El SHF es una enfermedad poco frecuente pero de
elevada morbimortalidad, de entre 40 y 70%, con
signos y sintomas variados. Este trabajo, pese al bajo
numero de pacientes, corrobora esta informacion:

ARTICULO ORIGINAL

los pacientes incluidos presentaron manifestaciones
clinicas y bioquimicas en una frecuencia similar a lo
reportado en los otros estudios, y la tasa de mortali-
dad fue del 66,67%. Ademas se pudo identificar que
la falta de respuesta completa a la cuarta semana y
diferentes variables medidas al dia 15, como la fe-
rritina, LDH y hemoglobina, se correlacionaban de
manera significativa con el riesgo de muerte. Esto
podria servir para el desarrollo de nuevos estudios
prospectivos con mayor cantidad de pacientes que
puedan evaluar la relevancia de estos datos, a fin de
mejorar la estratificacion del riesgo y optimizar la
terapéutica. Hay que sospechar el SHF como posi-
ble diagndstico en todo paciente que presenta fie-
bre, citopenias y hepatoesplenomegalia, realizar las
pruebas pertinentes para su confirmaciéon o exclu-
sion, e iniciar el tratamiento de manera temprana,
ajustado a las condiciones clinicas del paciente.
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Resumen

Los anticoagulantes orales, dicumarinicos, se utili-
zan en diversas patologias para la prevencion pri-
maria y secundaria de eventos tromboembolicos
venosos y arteriales. Tienen una compleja farmaco-
cinética y farmacodinamia resultando en un rango
terapéutico muy estrecho. Por lo tanto, la monito-
rizacion y el estricto control de la terapia anticoa-
gulante son fundamentales. La eficacia de estos
farmacos reside en un porcentaje bajo de episodios
isquémicos y hemorragicos relacionados con por-
centajes elevados de tiempo en rango terapéutico
(TRT) asociados a una anticoagulacion correcta-
mente controlada.

El presente es un trabajo retrospectivo que fue rea-
lizado sobre 495 adultos que concurrieron al Depar-
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tamento de Hemostasia y Trombosis del Servicio
de Medicina Transfusional del Hospital Italiano por
estar bajo tratamiento con anticoagulantes orales de
los cuales se obtuvieron los valores de TRT de sus
historias clinicas calculados mediante el método de
Rosendaal.

Este estudio tiene como objetivos determinar el
TRT para conocer el nivel de anticoagulacion alcan-
zado y valorar si la edad, sexo, diagndstico y tipo
de anticoagulante se asocian con peores resultados.
El TRT total de la muestra presentd una mediana
(Me) de 64,0% (IIC 53,0 - 77,0). Se analizé tam-
bién el porcentaje del tiempo en que los pacientes
estuvieron fuera de rango ya sea por encima o por
debajo de los valores aceptados, que fue del 36,0%.
No se encontraron diferencias estadisticamente sig-



VALORACION DEL TIEMPO EN RANGO TERAPEUTICO EN PACIENTES BAJO TRATAMIENTO CON ANTAGONISTAS ORALES

DE LA VITAMINA K EN UN CENTRO DE ANTICOAGULACION

nificativas en los niveles de TRT entre los distintos
grupos ni en el total de pacientes en las siguientes
variables: sexo, tipo de anticoagulante y edad. Por
el contrario, se encontré diferencia estadisticamente
significativa en el valor de TRT del grupo de pacien-
tes con reemplazo valvular frente a pacientes con
otros diagnosticos.

Conocer el valor de TRT es importante, ya que nos
permite identificar el nivel de atencion anticoagu-
lante y establecer nuevas metas. Los valores obte-
nidos en esta investigacion se asemejan a la expe-
riencia publicada por centros de anticoagulacion
reconocidos a nivel nacional e internacional y nos
permiten replantear estrategias para la mejora en la
calidad y desempefio del servicio.

Abstract

Oral dicumarinic anticoagulants are used in various
pathologies for the primary and secondary preven-
tion of venous and arterial thromboembolic events.
They have complex pharmacokinetics and pharma-
codynamics resulting in a very narrow therapeutic
range. Therefore, monitoring and strict control of
anticoagulant therapy are essential. The efficacy of
this medical treatment resides in a low percentage
of ischemic and hemorrhagic episodes related to
percentages of therapeutic interval time (TTR) as-
sociated with correctly controlled anticoagulation.
This retrospective study was carried out on 495
adults population who attended the Hemostasis and
Thrombosis Department of the Transfusion Medi-
cine Service of the Italian Hospital for being under
treatment with oral anticoagulants, from which the
TTR values were obtained from their medical re-
cords calculated by the Rosendaal method.

The purposes of this study are to determine the TTR
to know the reached anticoagulation level and to
assess whether age, gender, diagnosis and type of
anticoagulant are associated with worse outcomes.
The median (Me) TRT value from the total samples
was 64.0% (IIC 53.0 - 77.0). The mean out of range
time (either above or below the accepted values)
was also calculated with a value of 36.0%

No statistically significant differences were found
in the levels of TTR among the different groups or
in the total of patients in the following variables:
gender, type of anticoagulant and age. On the other
hand, a statistically significant difference was found
in the TTR value of the group of patients with valve
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replacement vs. patients with other diagnoses.
Knowing the TTR value is important, as it enables
us to identify the level of anticoagulant care and to
establish new goals. Values obtained in this research
are similar to the experience published by nationally
and internationally recognized anticoagulation sites
and allow us to reconsider strategies to improve
quality and performance of service.

Introduccion

Los anticoagulantes orales antivitamina K, warfa-
rina y acenocumarol, fueron descubiertos hace va-
rias décadas y se utilizan hasta el dia de hoy en la
medicina para la prevencion primaria y secundaria
de eventos tromboembolicos venosos y arteriales.
Son los farmacos utilizados para el tratamiento de
diversas patologias, tales como fibrilacion auricular
(FA), remplazo valvular mecanico (RVM), trombo-
sis venosa profunda (TVP), embolismo pulmonar
(EP), entre otras. Su mecanismo de accion es in-
terferir en el ciclo de la vitamina K produciendo la
disminucion de las formas biolégicamente activas
de los factores de la coagulacion, dificultando asi la
formacion y crecimiento de trombos".

El control de la anticoagulacion oral se basa en el
tiempo de protrombina expresado como razén inter-
nacional normalizada (RIN)®.

El motivo por el cual se anticoagula a un paciente
define el rango terapéutico a utilizar que es de 2,00
- 3,00, con excepcion de aquellos pacientes que pre-
sentan RVM, donde es de 2,50 - 3,509,

El tiempo en rango terapéutico (TRT) se define
como el tiempo en el que el RIN se mantiene dentro
de estos valores.

La eficacia de este tratamiento reside en un porcenta-
je bajo de episodios isquémicos y hemorragicos rela-
cionados con porcentajes elevados de TRT asociados
a una anticoagulacion correctamente controlada®.
Los farmacos antivitamina K tienen una farmaco-
cinética y farmacodinamia complejas, por lo que
lograr permanecer en un rango estable es dificil de-
bido al estrecho rango terapéutico de la medicacion,
edad avanzada de muchos de los pacientes, frecuen-
cia de comorbilidades, ingesta de otros medicamen-
tos, insuficiencia renal, hepatica, malnutricion. Por
lo tanto, la monitorizacion y el control estricto de
la terapia anticoagulante son fundamentales para
reducir el riesgo de eventos tromboembolicos o san-
grados.
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En base a estudios multicéntricos publicados, como
RELY, ARISTOTLE o ROCKET AF, se utilizé para
evaluar la calidad de monitorizacion de la anticoa-
gulacion el TRT obtenido por método Rosendaal.
Este calculo matematico parte de la premisa de que
el RIN cambia en progresion lineal entre dos valores
consecutivos y logra, de esta forma, calcular el valor
de RIN especifico para cada dia®¥.

Esta investigacion tiene como objetivos principales
determinar el TRT de pacientes que concurren al
servicio con diagndstico de FA, RVM vy otras pato-
logias que requieran anticoagulacion oral, y valorar
si la edad, sexo, diagnostico y tipo de anticoagulante
se asocian con peores resultados.

Material y métodos

Se incluyeron en el estudio 495 adultos que concu-
rrieron al Departamento de Hemostasia y Trombosis
del Servicio de Medicina Transfusional del Hospi-
tal Italiano, entre el 1 de junio de 2016 hasta el 31
de junio de 2018 para realizar controles de RIN por
estar bajo tratamiento con anticoagulantes orales,
ya sea con warfarina o acenocumarol. Los datos se
obtuvieron de las historias clinicas. Para evitar que
haya sesgo de seleccion se evaluaron los pacientes
que concurrieron al servicio de forma consecutiva.
A cada paciente se le tomo los valores correspon-
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dientes al periodo de 12 meses de tratamiento. Se
incluyeron a todos los que se encontraban en tra-
tamiento por mas de un afio y que tuvieran como
minimo 7 controles de RIN durante el periodo de
estudio. Se aclara que en el presente no se inclu-
yeron pacientes virgenes de tratamiento. En el caso
de pacientes que fueran sometidos a intervenciones,
ya sea procesos quirurgicos u odontologicos donde
se vieran obligados a interrumpir esta medicacion,
la postura tomada fue descontar el lapso correspon-
diente a la suspension del anticoagulante oral, en el
caso de warfarina 8 dias y en acenocumarol 6 dias.
Se excluyeron aquellos pacientes con interrupciones
temporales de la anticoagulacion. Los datos demo-
graficos se muestran en la Tabla 1.

El protocolo de estudio fue realizado conforme a las
normas ¢ticas de la declaracion de Helsinki 1975
preservando la intimidad de los participantes y la
confidencialidad de su informacion personal.

Se procedid a elaborar un instrumento de recolec-
cion de la informacion en una planilla de Excel don-
de se registraron todos los datos necesarios.

El total de pacientes fue dividido en tres grupos,
teniendo en cuenta el rango etario de los mismos:
pacientes < 70 afios (grupo A), pacientes entre 71 y
80 afios (grupo B), pacientes > 81 afios (grupo C).
Por otro lado se dividio a los pacientes teniendo en

Tabla 1. Datos demograficos de la poblacion global en estudio (N=495)

Cantidad de pacientes 495
(100%)
Mediana de edad (aios) 75
[29 - 95]
Sexo (M/F) 263 /232
(53,1% / 46,9%)
Tipo de anticoagulante (warfarina/acenocuma- 317/ 178
rol) (64,1% / 35,9%)
Causas de anticoagulacion
FA 250
(50,5%)
RVM 100
(20,2%)
Otras causas 145
(29,3%)
Media numero de visitas (por aiio) 12
[7-19]

NOTA. Entre corchetes se muestra el rango. Entre paréntesis el porcentaje respecto al total de pacientes.
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cuenta las causas por las cuales estaban bajo trata-
miento anticoagulante: pacientes con FA (grupo 1),
pacientes con RVM (grupo 2), pacientes con otras
patologias que requieran anticoagulacion (grupo 3).
Dentro de este ultimo grupo se incluyeron patolo-
gias tales como: ACV isquémico, TVP, EP, hiperten-
sion pulmonar, trombo intracavitario, infarto agudo
de miocardio, sindrome antifosfolipido, trombosis
ocular, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardia-
ca severa, coronariopatia severa, cardiomegalia,
bypass aorto-coronario, trombosis apical, aneuris-
mectomia. (Tablas 2 y 3).

Se calculd TRT para cada paciente a través del mé-

todo de Rosendaal. Los rangos terapéuticos utili-
zados para este calculo fueron de 2,00 - 3,00 para
los grupos 1 y 3, mientras que para el grupo 2 fue
de 2,50 - 3,50. Todos los pacientes con RVM, tanto
mitral como adrtico, manejaron el mismo rango de
anticoagulacion.

Las variables que se estudiaron para ser asociadas
a peor pronoéstico fueron: edad, sexo, diagndstico y
tipo de anticoagulante.

Se realizd un analisis descriptivo de las variables
cualitativas expresado en porcentaje y para las va-
riables cuantitativas media, desviacion estandar,
mediana (Me) e intervalo intercuartilos (IIC).

Tabla 2. Datos demograficos de la poblacién en estudio (N=495) teniendo en cuenta la edad de los pacientes.

Menores de 70 afios 71 - 80 aiios Mayores de 80 afios
(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C)
Cantidad de pacientes (%) 155 210 130
(31,0%) (42,4%) (26,3%)
Mediana de edad (aios) 66 75 85
[29 - 70] [71 - 80] [81 - 95]
Sexo (M/F) 80/75 132/78 51/79
Tipo de anticoagulante 97/58 135/75 85/45
(warfarina/acenocumarol)
Causas de anticoagulacion
FA 59 110 81
(38,1%) (52,4%) (62,3%)
RVM 47 40 13
(30,3%) (19,0%) (10,0%)
Otras causas 49 60 36
(31,6%) (28,6%) (27,7%)

NOTA. Para cada grupo etario se muestra en corchetes el valor correspondiente al rango poblacional.
El porcentaje expresado en las causas de anticoagulacion corresponde al total de pacientes de cada

grupo etario.

Tabla 3. Datos demograficos de la poblacion en estudio (N=495) teniendo en cuenta el diagnostico de los

pacientes.
FA RVM Otras causas
(Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)

Cantidad de pacientes (%) 250 100 145

(50,5%) (20,2%) (29,3%)
Mediana de edad (aios) 76 71 74

[41 - 95] [29 - 85] [38 - 93]
Sexo (M/F) 220/30 74/26 117/28
Tipo de anticoagulante 154/96 75/25 88/57
(warfarina/acenocumarol)

NOTA. Para cada grupo se muestra en corchetes el valor correspondiente al rango poblacional.
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Para evaluar estadisticamente la normalidad se uti-
liz6 el test de Shapiro - Wilks modificado y para la
comparacion entre los valores se emple6 el test no
paramétrico de Wilcoxon - Mann - Whitney U. Las
diferencias entre las medias de los distintos grupos
se evaluaron por el test de Kruskal - Wallis. En to-
dos los casos el nivel de significancia considerado
fue de p<0,05. El programa informatico con el cual
se realizo el analisis estadistico fue InfoStat (Centro
de Transferencia InfoStat, FCA. Version 2018, Uni-
versidad Nacional de Cordoba, Argentina).

Como agregado al analisis se modificaron ligera-
mente los rangos terapéuticos utilizando un rango
practico de 2,40 - 3,60 para los pacientes con diag-
noéstico de RVM y de 1,90 - 3,10 para el resto de las
patologias.

También se obtuvieron de las historias clinicas los
episodios tromboembdlicos y hemorragicos repor-
tados durante el tiempo de estudio.

Resultados

Los 495 pacientes incluidos en el estudio tenian una
edad promedio de 73,9 + 9.9 con una Me de 75 afios
y un rango de 29 - 95 afios, siendo el 53,1% de sexo
masculino. Los pacientes tuvieron un promedio de
12 visitas/afio (rango: 7 - 19) con un intervalo de
control de su anticoagulacion de 30 dias. La mayo-
ria de los pacientes estaban tratados con warfarina
(64,1%) en comparacion a un 35,9% con acenocu-
marol.

La principal causa de anticoagulacion fue por arrit-
mia de tipo FA 50,5%, porcentaje que se incremen-
taba con la edad.

El TRT total de la muestra presentd una Me de
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64,0% (IIC 53,0 - 77,0). Se analiz6 también el por-
centaje del tiempo en que los pacientes estuvieron
fuera de rango (36,0%) ya sea por encima o por de-
bajo de los valores aceptados (Tabla 4).

Respecto a los distintos niveles de TRT se encuentra
que el 79% del total de pacientes obtuvo un TRT>
50% frente a un 39% que obtuvo TRT= 70% (Tabla
5).

En cuanto a la modificacion del rango terapéutico a
rangos de 1,90 - 3,10 y 2,40 - 3,60 se observa que el
porcentaje de pacientes con TRT>70% se eleva 1,5
veces. (Figura 1)

No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en los niveles de TRT entre los distintos
grupos ni en el total de pacientes en las siguientes
variables: sexo (Me TRTmasculino= 65% vs. Me
TRTfemenino= 63% pvalor= 0,0678), tipo de an-
ticoagulante (Me TRTacenocumarol= 63% vs. Me
TRTwarfarina= 65% pvalor= 0,0503) y edad (Me
TRTgrupo A= 66%, Me TRTgrupo B= 64%, Me
TRTgrupo C= 64,50% pvalor= 0,9652).

Por otro lado, el valor de TRT obtenido entre los
distintos grupos segun el diagndstico mostr6 dife-
rencias estadisticamente significativas entre el gru-
po 2y los grupos 1 y 3 siendo las Me de 58%, 64%
y 68% respectivamente con un pvalor de 0,0031.
Del total de pacientes estudiados solo el 10,3% (51
pacientes) registr6 eventos adversos. Se reportaron
8 pacientes (1,6%) con episodios tromboembolicos,
entre ellos ACV isquémico (6), TEV (1) y TEP (1)
donde el 50% (4) tenia un TRT > 65%. No hubo pa-
cientes con mas de un episodio isquémico reportado.
Respecto a los eventos hemorragicos, el 8,3% (43 pa-
cientes) tuvieron episodios de sangrado en su mayo-

Tabla 4. Analisis del tiempo en rango.

Mediana HC
Tiempo en rango terapéutico 64,0% 53-77
Tiempo fuera de rango 36,0%
Tiempo con RIN supraterapéutico 16,0% 4-23
Tiempo con RIN subterapéutico 20,0% 9-29

Tabla 5. Porcentaje de pacientes en cada nivel de TRT

Nivel de TRT % de pacientes
TRT = 70% 39%
TRT = 60% 58%
TRT = 50% 79%
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Figura 1. Variacion al modificar ligeramente los rangos terapéuticos.

ria debido a hematuria (14) y hematoma por trauma
(11). E1 73% de éstos presentaron un solo episodio de
sangrado y en el 90% de los casos el TRT fue mayor
a 62%. No se reportaron hemorragias mayores.

Discusion

El objetivo principal de la terapia con dicumarinicos
es reducir las complicaciones hemorragicas y trom-
boéticas en el paciente y estas variables tienen una
fuerte correlacion con los valores de TRT.

El valor para el mismo que se obtuvo fue de 64%
el cual es comparable con los resultados encontra-
dos en estudios retrospectivos publicados por otros
paises®10,

Este valor es similar al que se obtuvo en el trabajo
TERRA (TRT Me=67,5% IIC 54 - 80) donde parti-
ciparon mas de 10 clinicas de anticoagulacion del
pais. Este estudio tuvo como objetivos mostrar el
nivel de anticoagulacion efectiva llegando a resul-
tados similares a los observados en ensayos clini-
cos internacionales. Por lo tanto, basandonos en
esto, podriamos decir que los resultados obtenidos
nos posicionan dentro de un estdndar internacional
aceptable!V.

A diferencia de estudios observacionales de centro
unico publicados, en donde se encontraron diferen-
cias en los valores de TRT respecto a edad y sexo,
como lo es el caso del estudio de Alania y colabo-
radores donde el TRT en el sexo masculino era de
61,5% vs 50,9%, en nuestro trabajo no se observo
la misma tendencia, a pesar de tener poblaciones si-
milares*'3).

En 2009 se publicé un trabajo retrospectivo, lon-
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gitudinal cuyo objetivo era analizar y comparar la
eficacia terapéutica de warfarina y acenocumarol
en una poblacion ambulatoria, con la particularidad
que se correlaciono el efecto de ambos farmacos
con la presencia de hemorragias mayores y menores
sin encontrar diferencias en los resultados. Si bien
nuestro trabajo no hizo esa correlacion los valores
obtenidos fueron similares!®.

En la literatura se encuentra que la mayoria de las
investigaciones se realizan en grupos de pacientes
que tienen como diagnéstico FA no valvular, pero
son menos los que correlacionan el TRT con el ries-
go de complicaciones en pacientes con diagnostico
de RVM. Mantener los niveles de anticoagulacion
en los rangos terapéuticos es indispensable en este
grupo por el elevado riesgo de oclusion de la valvu-
la que se incrementa de 1% a 13% en aquéllos que
no reciben tratamiento’>. En el presente trabajo el
valor de TRT obtenido para estos pacientes es signi-
ficativamente menor respecto a los otros dos grupos
y al global. Un punto a tener en cuenta es que este
grupo presenta la menor cantidad de pacientes, ya
que la seleccion de los mismos fue aleatoria y no
dependiente del diagnostico. Se deberia aumentar el
numero para que sea comparable con los demas. Sin
embargo, los valores de TRT encontrados se aseme-
jan con los obtenidos en el estudio observacional y
multicéntrico PLECTRUM publicado por un grupo
italiano, donde el TRT fue de 60% vs 58% que ob-
tuvimos nosotros. En el trabajo antes mencionado se
estudiaron 2357 pacientes y observaron que, a pesar
de tener controles en rangos suboptimos, el riesgo
de eventos embolicos o hemorragicos era bajo e in-
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cluso el riesgo de tromboembolismo no estaba aso-
ciado con niveles bajos de TRT!¢17,

Si bien no se correlaciond si los valores bajos de
TRT se asociaban a un mayor nimero de complica-
ciones, tanto tromboembdlicas como hemorragicas
se obtuvieron de las historias clinicas los eventos
adversos reportados durante el tiempo de estudio.
Estos valores son estimativos, ya que al ser un tra-
bajo retrospectivo existe la posibilidad de que no
se hayan registrado todos los eventos. Se sabe que
en realidad el valor obtenido de TRT simplemente
brinda una idea de la calidad del control de anti-
coagulacion y que son los eventos clinicos desfa-
vorables lo realmente importante. Este trabajo nos
permitido mejorar los registros de eventos adversos
para proporcionar una mejor calidad de anticoagula-
cion y para que puedan ser considerados en futuras
investigaciones.

La principal limitacién de este estudio es que es re-
trospectivo. Si bien se tuvo en cuenta los diferentes
rangos terapéuticos segun el tipo de patologia, no se
analizo los valores del indice CHA2DS2-VASc para
aquellos pacientes con diagnostico de FA. Esta cla-
sificacion identifica los factores de riesgo prevalen-
tes para tromboembolismo, describiéndose a la po-
blacion sin realizar ninguin analisis sobre esta base.

El método de Rosendaal presupone que hay una pro-
gresion lineal entre valores consecutivos de RIN, si-
tuacion que no se ve reflejada en aquellos pacientes
con valores elevados de RIN donde debe adminis-
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trarse vitamina K si bien el porcentaje es bajo (TRT
supraterapéutico 16%).

Como la mayoria de los pacientes eran de edad
avanzada, la existencia de ciertas comorbilidades es
mayor y con ello la necesidad de someterse a in-
tervenciones donde se debe interrumpir la anticoa-
gulacion. Este tiempo fue descontado en el calculo
del TRT pero no todos los pacientes logran volver a
niveles estables en el mismo lapso de tiempo.

Conclusiones

Conocer el valor de TRT es importante ya que per-
mite identificar el nivel de atencion anticoagulante
y establecer nuevas metas.

Los resultados obtenidos muestran la dificultad en
el manejo de la terapia con estas drogas.

La implementacion del calculo del TRT de los pa-
cientes ayudaria, de manera individual, a identificar
aquéllos que requieran controles mas frecuentes, el
cambio a otras terapéuticas permitidas o la rentabi-
lidad del uso de los nuevos anticoagulantes orales.
De acuerdo con el American College of Chest Phy-
sicians (ACCP), la calidad del control de anticoa-
gulacion es crucial para asegurar dptimos resulta-
dos durante la terapéutica con dicumarinicos. Los
valores obtenidos en esta investigacion se asemejan
a la experiencia publicada por centros de anticoagu-
lacion reconocidos a nivel nacional e internacional
y nos permiten replantear estrategias para la mejora
en la calidad y desempeiio del servicio.
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Resumen

El equivalente de hemoglobina reticulocitaria (Ret-
He) medido por algunos autoanalizadores hema-
tologicos proporciona la cantidad de hemoglobina
presente en los reticulocitos. Refleja la sintesis de
hemoglobina en precursores medulares al corres-
ponderse con la hemoglobinizacion de las ultimas
48-72 horas. Correlaciona con eritropoyesis defi-
ciente de hierro, por lo que se convirtié en una he-
rramienta auxiliar eficaz para identificar deficiencia
de hierro y para diagnostico de anemia ferropénica
(AF). Nuestro objetivo fue evaluar la utilidad del
Ret-He para estudio de anemias y determinar el me-
jor punto de corte para diagnodstico de AF, asi como
analizar puntos de corte Optimos para tamizaje de
estados ferropénicos. Se analizaron 213 pacientes
con pedido de hemograma y recuento de reticuloci-
tos, que se clasificaron como sin anemia (Sin-A, n:
80), anemia microcitica (AMi, n: 64), anemia nor-
mocitica (AN, n: 59) y anemia macrocitica (AMa,
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n: 10). De los 213 pacientes, 113 tenian pedidos pa-
rametros ferrocinéticos y se clasificaron como con
ferropénicos (F, n: 54) y no ferropénicos (No-F, n:
47). La mediana (percentil 25 - percentil 75) de Ret-
He (pg) fue 31,6 (30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3
(27.5-31.8) y 38,2 (32.6-41.5) para Sin-A, AMi, AN
y AMa, y 22,5 (18.9-26.6) y 31,2 (30.5-32.4) para
F y No-F respectivamente. Unicamente No-F no
mostrd diferencias significativas respecto al grupo
Sin-A (p<0,05). El analisis de curvas ROC (Recei-
ver Operator Characteristic) evidencio un desem-
pefio de Ret-He similar al de la saturacion de trans-
ferrina (4rea Under the Curve (AUC): 0.95 y 0.96
respectivamente) y superior al de la ferritina (AUC:
0.90) y al del volumen corpuscular medio (AUC:
0.88). El punto con mejor sensibilidad (S) y especi-
ficidad (E) fue 28.45 pg (S/E: 87.04/89.36%). Ret-
He <28.05 pg (E: 95.74% y S: 81.48%) posee alta
E para F; Ret-He >29.90 pg descarta F (S: 94.44%),
conservando E aceptable (82.98%).
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Abstract

The reticulocyte hemoglobin equivalent (Ret-He)
measured by some hematological autoanalyzers
provides the amount of hemoglobin present in re-
ticulocytes. It reflects hemoglobin synthesis in he-
matological precursors, corresponding to the hemo-
globinization of the last 48-72 hours. It correlates
with iron deficient erythropoiesis, so it became an
effective auxiliary tool to identify iron deficiency
(ID) and to diagnose iron deficiency anemia (IDA).
Our objective was to evaluate the usefulness of Ret-
He for the study of anemia and to determine the
best cut-off for the diagnosis of IDA, as well as to
analyze optimal cut-off for ID screening. We ana-
lyzed 213 patients, who were classified as without
anemia (No-A, n: 80), microcytic anemia (MiA, n:
64), normocytic anemia (NA, n: 59) and macrocyt-
ic anemia (MaA, n: 10). Of the 213 patients, 113
had requests for other parameters of iron availabili-
ty and were classified as iron deficiency (ID, n: 54)
and non-iron deficiency (No-ID, n: 47). The median
(percentile 25 - percentile 75) of Ret-He (pg) was
31,6 (30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3 (27.5-31.8)
and 38,2 (32.6-41.5) for No-A, AMi, AN and AMa,
and 22,5 (18.9-26.6) and 31,2 (30.5-32.4) for ID
and No-ID respectively. The only group that did
not show significant differences with No-A was
No-ID (p<0.05). Receiver operator characteristic
(ROC) curve analysis shows that Ret-He has simi-
lar performance to transferrin saturation (area under
the curve (AUC): 0.95 and 0.96 respectively) and
superior to ferritin (AUC: 0.90) and to mean cor-
puscular volume (AUC: 0.88). The cut-off with best
sensitivity (S) and specificity (E) was 28.45 pg (S/E:
87.04/89.36%). Ret-HE <28.05 pg (E: 95.74% and
S: 81.48%) has high E for ID while Ret-He >29.90
pg discards ID (S: 94.44%), retaining an acceptable
E (82.98%).

Introduccion

Los reticulocitos representan a los eritrocitos inma-
duros en el estadio final de diferenciacion. Se ori-
ginan de los eritroblastos ortocromaticos luego de
la eyeccion del ntcleo y maduran gradualmente, 3
dias en médula 6seay 1 dia en sangre periférica, con
reduccion gradual en la cantidad de RNA ribosomal
y proteinas. Actualmente, su recuento se realiza con
contadores hematoldgicos de ultima generacion.
Ademads de contar con mayor precision, exactitud
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y reproducibilidad que el método tradicional, apor-
tan los indices reticulocitarios (IR), entre los que se
encuentran la fraccion de reticulocitos inmaduros
(FRI) y el contenido de hemoglobina reticulocitaria
(CHr o Ret-He)(1). Su determinacion en distintos
analizadores se basa en los mismos principios gene-
rales, dispersion de luz y colorantes afines al ARN.
Sin embargo, el método empleado varia, por lo que
los rangos de referencia (RR) no son intercambia-
bles entre distintos contadores?. Resulta funda-
mental que cada laboratorio establezca o verifique
sus RR y que el seguimiento se realice en el mismo
lugar®-9,

El Ret-He proporciona la cantidad de hemoglobina
presente en los reticulocitos y se corresponde a la
hemoglobinizacion de las ultimas 48-72 horas. Re-
fleja la sintesis de hemoglobina en precursores me-
dulares y correlaciona con eritropoyesis deficiente
de hierro. Por algunos autores es considerado el
marcador mas directo de una sintesis adecuada de
hemoglobina y se convirtié en una herramienta au-
xiliar eficaz para identificar estados ferropénicos y
para diagnostico de anemia ferropénica (AF).

El uso de Ret-He para diferenciar anemias micro-
citicas (AF, anemia de enfermedad cronica (AEC)
y talasemia) ha sido estudiado por varios grupos de
trabajo®. Carecer de utilidad en pacientes con he-
moglobinopatias, que presentan valores muy dismi-
nuidos de Ret-He por la microcitosis caracteristica,
sin observarse diferencia con los obtenidos en AF®.
En cuanto a su uso para diagnostico de AF, AEC y
anemia mixta (AF + AEC) existen resultados con-
tradictorios!'?. Especialmente cuando la anemia
es de origen multifactorial, frecuente al coexistir
un proceso inflamatorio cronico con déficit de hie-
rro, el diagndstico de ferropenia puede ser dificil.
La ferritina, al ser reactante de fase aguda, presenta
utilidad limitada para evaluar los depdsitos de hie-
rro y, por lo tanto, el Ret-He tiene especial interés
como marcador de deplecion de depdsitos. Clinica-
mente resulta importante diferenciar ferropenia fun-
cional (AEC) y absoluta (AF o AEC-AF), dado que
el suplemento de hierro beneficia al segundo grupo
y es perjudicial para el primero. Los pacientes con
enfermedad renal cronica constituyen un ejemplo
de la utilidad del Ret-He en situaciones de anemia
multifactorial. En dicha poblacion este parametro ha
sido ampliamente estudiado e incorporado a la prac-
tica diaria. En pacientes hemodializados recibiendo
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terapia con eritropoyetina (EPO), la deficiencia de
hierro es la principal causa de falta de respuesta al
tratamiento. El tratamiento con Fe permite reducir la
dosis de EPO en pacientes con ferropenia, mientras
que resulta perjudicial en ausencia de deplecion de
hierro. En este grupo, el Ret-He <29 pg se asocia
a eritropoyesis restringida por Fe y predice buena
respuesta a tratamiento'*17,

El uso del Ret-He se ha propuesto también para ta-
mizaje de depdsitos de hierro en poblacion general
y en poblaciones con riesgo elevado de ferropenia,
sin embargo el punto de corte para tamizaje difiere
en los distintos trabajos!*,

Dado que el Ret-He provee una evaluacion tempra-
na de la actividad de la MO, a partir del tubo de he-
mograma y en el mismo tiempo de procesamiento,
consideramos importante conocer su desempefio para
implementarlo en la practica diaria. El objetivo de
nuestro trabajo es estudiar su utilidad para el estu-
dio de anemias y determinar puntos de corte Optimos
para diagndstico y tamizaje de estados ferropénicos.

Materiales y métodos

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo de corte
transversal en el que se analizaron muestras de pa-
cientes con diversas patologias que concurrieron al
laboratorio durante un periodo de 5 meses con pe-
dido de hemograma y recuento de reticulocitos. Se
incluyeron 213 muestras de pacientes, 148 mujeres
y 65 hombres, con edad media de 50,2 afios (rango:
15-92 afios). De los 213 pacientes, 113 (86 mujeres
y 27 hombres) tenian pedidos pardmetros para estu-
dio de disponibilidad de hierro.

El proyecto fue aprobado por un Comité de Etica que
otorgo la exencion de presentacion de consentimien-
to informado dadas las caracteristicas del trabajo y
segun lo contempla la Resolucion 1480/2011 del bo-
letin oficial de la Guia para Investigaciones con Seres
Humanos del Ministerio de Salud de la Nacion.

Las muestras de sangre venosa obtenidas por ve-
nopuncion fueron recolectadas en tubos de ED-
TA-3K y analizadas en un autoanalizador Sys-
mex-4000i, que emplea el fluorocromo polimetina
y calcula el contenido de hemoglobina como Ret-
He. Se mantuvieron a temperatura ambiente hasta
el momento del andlisis y se procesaron dentro de
las 4 horas de la extraccion. Se determiné hemogra-
ma completo, recuento de reticulocitos y Ret-He. La
calibracion del autoanalizador esté a cargo de la em-
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presa que lo provee. Se realizan controles de calidad
internos diarios de tres niveles.

La determinacion de ferritina (Ft), transferrina (Tf)
y hierro (Fe) se realiz6 a partir de muestras reco-
lectadas en tubos secos. Se analizaron en un equipo
COBAS6000 mediante electroquimioluminiscencia
(Ft y Tf) y método colorimétrico (Fe). La saturacion
de transferrina (sTf) se calculdo como sTf = Fe*71/
Tf.

Se definié anemia como mujeres con Hb <12 g/dl
y hombres con Hb <13 g/dl segun la OMS®". Los
pacientes con anemia se clasificaron en funcion al
volumen corpuscular medio (VCM) como anemia
microcitica (AMi), anemia normocitica (AN) y ane-
mia macrocitica (AMa) de acuerdo a las guias de
diagnostico y tratamiento de la SAH®?,

Se definio ferropenia como sTf <16% y/o Ft <15
ug/l y/o Fe <60 ug/dl, abarcando por lo tanto, los
estadios I, II y III de déficit de hierro. Se clasifi-
caron los pacientes como ferropénicos (F) y no fe-
rropénicos (No-F). De los 113 pacientes incluidos
inicialmente, se excluyeron dos por encontrarse con
tratamiento con hierro via oral y 11 por tener diag-
noéstico previo de talasemia.

Se utilizo6 el test de Mann-Whitney y el test de Krus-
kal-Wallis post test de Dunn’s para comparacion de
medianas. Se considerd un p-valor<0,05 como es-
tadisticamente significativo. Se realizd analisis de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
para determinar la S y E para diagndstico de déficit
de hierro. Los datos se analizaron con el programa
GraphPad Prism5.0 y los graficos se realizaron en
SigmaPlot10.0.

Resultados

Se clasificaron los pacientes (n: 213) segun Hb y
VCM: 80 Sin-A (49 mujeres y 31 hombres), 64 AMi
(49 mujeres y 15 hombres), 59 AN (45 mujeres y 14
hombres) y 10 AMa (5 mujeres y 5 hombres). En la
Tabla 1 se reportan los valores hematologicos para
los 4 grupos de pacientes. Los niveles de Ret-He
de los distintos grupos se representan en la Figura
1A. Los valores correspondientes a la mediana (per-
centil 25 - percentil 75) de Ret-He (pg) fueron 31,6
(30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3 (27.5-31.8) y 38.2
(32.6-41.5) para Sin-A, AMi, AN y AMa respectiva-
mente. Se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas entre todos los grupos estudiados
(p<0,05). Los pacientes con AN se subclasificaron
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en F (n: 19) y No-F (n: 37) segiin parametros fe-
rrocinéticos. Unicamente el primer grupo presento
diferencias significativas con los pacientes Sin-A.

De los 100 pacientes con perfil de hierro incluidos,
54 fueron clasificados como F (46 mujeres y 7 hom-
bres) y 47 como No-F (31 mujeres y 16 hombres).

En la Tabla 2 se describen los datos hematoldgicos
y bioquimicos de ambos grupos. Los niveles de
Ret-He se representan en la Figura 1B. Los valores
correspondientes a la mediana (percentil 25 - per-
centil 75) de Ret-He (pg) fueron 22,5 (18.9-26.6)
y 31,2 (30.5-32.4) para F y No-F respectivamente.

Mediana (percentil25 - percentil75). RBC: recuento eritrocitos; Hb: hemoglobina; RDW: ancho de dis-

tribucion de rojos; VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; Ret-He:

equivalente de hemoglobina reticulocitaria; Sin-A: sin anemia; AMi: anemia microcitica; AN: anemia
normocitica; AMa: anemia macrocitica.

Mediana (percentil25 - percentil75). Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio; HCM:
hemoglobina corpuscular media; Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria; Fe: Hierro; sTf:
saturacion de transferrina; Ft: ferritina; F: pacientes ferropénicos; No-F: pacientes no ferropénicos.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1: 40-49, 2020
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Los pacientes F mostraron niveles significativamen- empefio similar a la HCM (AUC: 0,95) y superior
te menores que los Sin-A (p<0,05), sin observarse al VCM (AUC: 0,88). Al comparar con los para-
diferencias significativas entre Sin-A 'y No-F. metros ferrocinéticos, evidencié un rendimiento
La Figura 2 muestra el analisis de curvas ROC eva- similar al del Fe (AUC: 0,95), superior al de la Ft
luando la utilidad diagnostica de Ret-He, VCM, y  (AUC: 0,90) y levemente inferior a la sTf (AUC:
HCM (2A) y Ret-He, Fe, sTfy Ft (2B). El areabajo  0,98). El valor punto de corte de Ret-He con mejor
la curva (AUC) de Ret-He fue de 0,96. Respecto  desempeiio global fue de 28,45 pg. Los valores de
de los parametros del hemograma, mostr6é un des- S, E, valor predictivo positivo (VPP) y valor pre-

Figura 1. Grafico de cajas mostrando los valores de Ret-He en diferentes grupos de pacientes. A. Pacientes

sin anemia (Sin-A) y pacientes anémicos clasificados en funcién al VCM como anemia microcitica (VCM

<80 fl), normocitica (VCM: 81-99 fl) y macrocitica (VCM >100 fl). B. Pacientes sin anemia (Sin-A) y pa-
cientes clasificados en funcion al perfil de hierro como con ferropenia (F) y sin ferropenia (No-F).
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Figura 2. Analisis de curvas ROC para diagnostico de deficiencia de hierro. A. Ret-He (equivalente de
hemoglobina reticulocitaria), VCM (volumen corpuscular medio), HCM (hemoglobina corpuscular me-
dia). B. Ret-He, Fe (hierro), sTf (saturacion de transferrina), Ft (ferritina). Déficit de hierro: Fe<60ug /dl
y/o sTf<16% y/o Ft<15ug/l.Déficit de hierro: Fe <60 ug y/o sTf <16% y/o Ft <15 ug/L.
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VCM: volumen corpuscular medio; Fe: hierro;
sTf: saturacion de transferrina; Ft: ferritina;
Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria;
E: especificidad; S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo

dictivo negativo (VPN) para parametros del perfil
de hierro y diferentes puntos de corte de Ret-He se
resumen en la Tabla 3.

Se evalud la correlacion entre sTf con Ft y entre
Ret-He con sTf, VCM y Ft. La correlacion del Ret-
He con la sTf present6 el mejor resultado (1*: 0,739),
siendo superior a la del VCM (1% 0,667). No se ob-
servo buena correlacion de la Ft con el Ret-He ni
con la sTf (r*: 0,42 y r: 0,543 respectivamente).
Por ultimo, se realizé una comparacion entre el Ret-
He y la HCM por derivar ambos del hemograma y
tener un desempefio similar. Se estudiaron las dife-
rencias entre el limite inferior del RR (RR1) corres-
pondiente de cada parametro (RRi Ret-He: 28,6 y
RRi HCM: 26,3) y cada determinacién individual
de Ret-He (Xi Ret-He) y de HCM (Xi HCM). Se
compararon dichas diferencias en pacientes ferro-
pénicos normociticos y microciticos (Figura 3). Si
bien tanto el Ret-H como la HCM disminuyen, las
diferencias observadas del Ret-He (RRi Ret-He - Xi
Ret-He) son significativamente mayores que las de
la HCM (RRi HCM - Xi HCM), lo que podria sim-
plificar su interpretacion en la practica. En pacientes
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F con AN ambos pardmetros disminuyen en menor
medida que en aquellos F con AMi, resultando aun
mas evidente el beneficio de contar con un parame-
tro que se diferencie claramente de su RR normal.

Discusién y conclusiones.

Los pacientes sin anemia y con anemia macrociti-
ca, microcitica y normocitica presentan valores de
Ret-He con diferencias estadisticamente significati-
vas, encontrandose valores en AMi < AN < Sin-A <
AMa. Los valores aumentados en AMa responden
al mayor VCM y consecuente mayor contenido de
hemoglobina, por lo que no son validos los RR ge-
nerales para pacientes con macrocitosis. El grupo
AM i incluye pacientes con IDA, ACD vy talasemia,
todos grupos con valores de Ret-He disminuidos se-
gun otros autores®!?. Los pacientes con talasemia
se excluyeron del trabajo, ya que por la limitacion
que presenta el Ret-He en esta poblacion, el marca-
dor no deberia utilizarse para estudio de personas
con hemoglobinopatias®. Los pacientes con AN
presentaron valores significativamente disminuidos
respecto a los Sin-A, si bien no se esperaba observar
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Figura 3. Grafico de cajas mostrando las diferencias entre el valor inferior del rango de referencia (RRi)
y los valores individuales (Xi) de Ret-He y HCM. Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria;
HCM: hemoglobina corpuscular media; AN-F: pacientes ferropénicos normociticos; AMi-F: pacientes

ferropénicos microciticos. *p(<0,05).

diferencias, ya que estas anemias no suelen deber-
se a ferropenia. Al subclasificarlos segiin el perfil
de hierro en F y No-F, tnicamente el primer grupo
presento valores de Ret-He significativamente me-
nores que los Sin-A, avalando la utilidad de dicho
pardmetro para identificar pacientes normociticos
ferropénicos. Los valores de Ret-He en pacientes
“Sin-A, “F” y “No-F” concuerdan con los reporta-
dos por otros autores®. Unicamente aquéllos con F
presentaron valores de Ret-He significativamente
disminuidos, evidenciando su utilidad para identifi-
car eritropoyesis deficiente de hierro. La correlacion
entre Ret-He y sTf fue superior a la observada entre
los otros parametros. La falta de correlacion de la Ft
con Ret-He y sTf era de esperarse por ser reactante
de fase aguda, resaltando la utilidad de contar con
parametros que no se modifiquen en procesos infec-
ciosos e inflamatorios.

Los valores de AUC estan en concordancia con los
reportados por otros trabajos?”, siendo el desempe-
fio de la sTf levemente superior al Ret-He y ambos
mejores que el de Ft, Fe y VCM. El comportamien-
to del Ret-He y la HCM fue similar, esperable ya
que ambos parametros estudian el contenido de Hb
por célula pero en poblaciones diferentes; el Ret-He
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evalua Hb en reticulocitos y la HCM Hb en toda la
serie eritroide. Si bien el rendimiento fue similar,
se observaron mayores diferencias respecto del RRi
para el Ret-He, lo que podria simplificar su inter-
pretacion clinica especialmente en pacientes nor-
mociticos ferropénicos en los que la disminucion de
ambos parametros mostrd ser menor.

El punto de corte de 28,45 pg es, segiin nuestros re-
sultados, el de mejor desempeno global para diag-
noéstico de F. Un valor de corte de 28 pg ha sido
propuesto por Jark y col® (S/E: 76/100%) y Toki y
col® (S/E: 68/90%) como el de mayor rendimiento,
mientras que otros trabajos encontraron otros puntos
de corte Optimos para deteccion de ferropenial-?.
Las diferencias pueden deberse en parte a los crite-
rios empleados para la seleccion y clasificacion de
poblaciones, pero resaltan la importancia de realizar
trabajos locales previos a la incorporacion de nue-
vas determinaciones. Un valor de Ret-He <28,05 pg
mostro una alta especificidad para déficit de hierro,
por lo que valores menores son altamente indicati-
vos de estados ferropénicos (VPP: 95,6). Por otro
lado, un punto de corte de 29,9 pg podria resultar de
gran utilidad como tamizaje de deficiencia de hierro
por su alta sensibilidad y aceptable especificidad.
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Valores de Ret-He >29,9 pg descartarian déficit de
hierro (VPN: 92,9%).

Una limitacion de este estudio es el uso de para-
metros parametros ferrocinéticos para definir F y
No-F, en lugar de hierro medular, resultando en un
rendimiento global sobrestimado para la sTf y Ft.
Esta limitacion afecta a la mayoria de los trabajos
reportados en la bibliografia. Por otro lado, si bien
la especificidad obtenida del Ret-He se encuentra
sobrestimada por la exclusion de pacientes con ta-
lasemia, resalta la importancia del andlisis de los
resultados de laboratorio considerando siempre el
contexto clinico del paciente. Resulta fundamental
el conocimiento de transfusiones recientes, trata-
miento con hierro, deficiencia concomitante de B12
o folato y presencia de hemoglobinopatia para la co-

rrecta interpretacion.

Nuestros resultados indican que el Ret-He tiene uti-
lidad clinica para descartar estados ferropénicos y
para orientar al diagnostico de anemia ferropénica.
Debe utilizarse siempre como una herramienta auxi-
liar, complementaria a los parametros ferrocinéticos
que constituyen las pruebas confirmatorias de déficit
de hierro. Su implementacion en la practica diaria,
a partir del hemograma y previa a otros parametros
del perfil de hierro, podria ser de utilidad, ya que da
informacion rapida de las reservas de hierro y de la
hemoglobinizacion en las ultimas 48-72 horas. Son
necesarios nuevos trabajos que evaltien su utilidad
en poblaciones con estados inflamatorios cronicos y
para monitoreo del tratamiento con hierro, especial-
mente via oral.

Conflictos de interés: Los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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Resumen

Introduccion

La profilaxis secundaria en adultos con hemofilia
severa no resuelve la artropatia establecida, pero
puede reducir el nimero de hemorragias articulares.
Los productos de vida media extendida permiten in-
fusiones menos frecuentes.

Objetivo

En este estudio prospectivo, evaluamos la eficacia
de la profilaxis con FVIII recombinante asociado a
proteina de fusion (rFVIIIFc) en un grupo de pa-
cientes adultos jovenes.

Métodos

Pacientes mayores de 18 afos de un solo centro fue-
ron tratados con rFVIIIFc 20-40 Ul/kg dos veces
por semana, durante un periodo de 6 meses. Anali-
zamos la tasa de hemorragia y la comparamos con
el periodo pre-profilaxis (tratamiento a demanda de
eventos hemorragicos).

Volumen 24 N° 1: 49-53
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Resultados

24 pacientes recibieron una dosis media de rFVIIIFc
32,1 Ul/kg dos veces por semana. Hubo 58 hemorra-
gias menores, todas tratadas con 1-2 dosis diaria de
rFVIIIFc. La tasa de hemorragia anualizada prome-
dio fue de 15,3 en el periodo pre-profilaxis frente a
2,4 durante la profilaxis. No se detectaron inhibido-
res.

Conclusion
rFVIIIFc fue bien tolerado en pacientes adultos jo-
venes con hemofilia A severa, y resultd en una tasa
de hemorragia anualizada baja cuando se administrd
2 veces por semana como tratamiento profilactico
secundario.

Abstract

Introduction

Secondary prophylaxis in adults with severe haemo-
philia will not resolve the established arthropathy
but may reduce the number of joint bleeds. Extend-
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ed half-life products permit less frequent infusions.
Aim

In this prospective study, we evaluated the efficacy
of prophylaxis with recombinant FVIII Fc fusion
protein (rFVIIIFc) in a group of young adult pa-
tients.

Methods

Patients older than 18 years old from a single center
were treated with rFVIIIFc 20-40 U kg-1 twice a
week, during a period of 6 months. We analyzed the
annualized bleeding rate and compared it with the
pre-prophylaxis period (on demand treatment).

Results

24 patients received a mean dose of rFVIIIFc 32.1
kg-1 twice a week. There were 58 minor bleed-
ings, all treated with 1-2 daily dose of rFVIIIFc.
The mean annualized bleeding rate was 15.3 in the
pre-prophylaxis period vs. 2.4 during prophylaxis.
No inhibitors were detected.

Conclusion

rFVIIIFc was well-tolerated in young adult patients
with severe hemophilia A, and resulted in low bleed-
ing rate when dosed 2 times per week as a secondary
prophylactic treatment.

Introduction

Prophylaxis involves regular infusions of coagula-
tion factor concentrates two to three times per week.
Primary prophylaxis is most commonly initiated be-
fore or soon after the first joint bleeding episode,
usually when the patient is at the most 2 years old.
Secondary prophylaxis is prophylaxis started after
some degree of haemophilic arthropathy has already
developed; its objectives are, therefore, more limit-
ed than primary prophylaxis, as established arthrop-
athy will not resolve and may continue to deteriorate
even in the absence of further joint bleeding. Thus,
the objectives of secondary prophylaxis usually
are to arrest or reduce the progression of arthrop-
athy, decrease synovitis, permit physiotherapy and
increased physical activity, reduce pain, improve
quality of life and/or defer the need for surgical in-
tervention®.

Optimal prophylaxis with conventional FVIII prod-
ucts, which have half-lives of approximately 12
hours, often requires three to four intravenous infu-
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sions weekly; more frequent administration may be
necessary in children, who generally have a shorter
FVIII half-life compared with adults. Recombinant
FVIII Fc fusion protein (rFVIIIFc) was developed to
prolong the half-life of FVIII®. rFVIIIF¢ consists of
a BDD-rFVIII molecule that is genetically fused to
the Fc domain of human immunoglobulin G1 with
no intervening linker sequence. rFVIIIFc is pro-
duced in human embryonic kidney cells (HEK293)
to provide human glycosylation patterns and high
expression levels, with no added human- or ani-
mal-derived materials. The Fc domain provides
protection from degradation through an endogenous
pathway, mediated by the neonatal Fc receptor, re-
sulting in prolonged half-life of the clotting factor.
In a phase 1/2a human clinical study, rFVIIIFc had
a 1.5- to 1.7-fold increase in plasma half-life com-
pared with full-length rFVIIL.

The specific activity of rFVIIIFc is equivalent
to that of native FVIII (on a molar basis) and the
clotting and chromogenic substrate assays demon-
strated similar results. Despite the methodological
variables that have been observed in laboratory as-
says, post infusion plasma rFVIIIFc levels can be
monitored in patients by either the one-stage or
chromogenic substrate assays routinely performed
in clinical coagulation laboratories®. Mahlangu et
al. reported in a trial with males aged >12 years with
severe haemophilia A treated with rFVIIIFc, that the
annualized bleeding rate was significantly reduced
with prophylaxis (25-65 IU kg-1 every 3-5 days) by
92% compared with episodic treatment™®. The lower
clearance as compared to conventional rFVIII gives
rFVIIIFc the potential for improved efficacy with
regard to bleed prevention, without increasing the
overall factor consumption®.

The primary objective of this study was to evalu-
ate the efficacy of prophylaxis in a group of young
adult patients treated with an extended half-life
FVIII (rFVIIFc) to prevent bleeding episodes, as
assessed by an intraindividual comparison of the
annualized bleeding rate (ABR) during prophylaxis
with the ABR during the previous on-demand treat-
ment period. The second objective of the study was
to evaluate the safety of rFVIIIFc, as assessed by
the occurrence of inhibitors against FVIII in all pa-
tients.

Materials and methods
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Patients older than 18 years old with severe haemo-
philia A (FVIII <1 TU dL"') followed in our center,
who were on demand treatment, with at least 150
exposure days (ED) with previous FVIII replace-
ment products, and no detectable inhibitor to FVIII,
were invited to participate in this prospective trial.
All the patients were treated with rFVIIIFc 20-40 [U
kg-1 twice a week, during a period of 6 months. The
first infusion had to be administered in our center
and then they continued with self-administration at
home. While on prophylaxis in the study, they had
to be involved in an intensive physical rehabilitation
program that included swimming activities. Phar-
macokinetic studies were performed to measure the
plasma FVIII levels (one stage method) at 10 min-
utes, 24, 72 and 96 hours of post infusion samples.
Inhibitor test (Nijmegen-modified Bethesda assay)
was performed at 0, 3 and 6 months, in all patients.
All bleeding episodes were treated with rFVIIIFc at
doses between 20-40 IU kg'. Any patient requiring
surgery during the course of the study could use
rFVIIIFc. Patients were encouraged to contact our
Haemotological Service if there was any concern.
Detailed data on all patients and treatment history
were collected from medical records.

The institutional review board approved the pro-
tocol, and the study was conducted in accordance
with the Guidelines for Good Clinical Practice and
the ethical principles outlined in the Declaration
of Helsinki. All patients signed a written informed
consent.

Results

Twenty five patients with severe haemophilia A
were enrolled in the study, with a mean age of 24.7
years old (range 19-33). One patient reported a mild
chest pain after the infusion of the eighth dose of
rFVIIIFc. There were no changes in the clinical,
laboratory or imaging parameters evaluated. This
patient decided to withdraw from the study. As the
same symptom was reported in later opportunities
(after stopping rFVIIIFc), it was finally considered
an adverse event not related to the study drug.

The assessable population was 24 patients who
completed the six-month prophylaxis period. All
patients had a history of haemophilic arthropathy.
Seven patients had < 3 target joints and seventeen
(70%) had more than 3. Only 11 patients had been
on a late secondary prophylaxis before 18 years
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old. The mean patient’s weight was 72.8 kg and the
mean prophylactic dose of rFVIIIFc was 32.1 U
kg! (range 25-39), twice a week.

The mean in vivo recovery of FVIII level (after 10
min post infusion) was 57 IU dL"! (1.7). At 24 hours
post infusion, mean FVIII level was 15.6 TU dL",
in 20 patients evaluated. 17/19 (89.4%) and 14/24
(58.3%) patients had trough levels of FVIII > 1 TU
dL-! at 72 and 96 hours respectively. The mean ABR
and annualized joint bleeding rate (AJBR) was 2.4
and 1.6 during prophylaxis versus 15.3 and 14 re-
spectively (P<0.0001), in the pre-prophylaxis pe-
riod (Figure 1). There were 369 bleedings in the
pre-prophylaxis period vs 58 minor bleedings (40
were haemarthrosis and the rest were mouth and
nose bleeding episodes), all treated with 1-2 daily
dose of rFVIIIFc, in the prophylaxis period. Seven
patients had zero joint bleeding during prophylaxis.
Twelve patients underwent minor programmed sur-
geries: 5 dental extractions and in 7 patients, autolo-
gous platelet rich plasma was injected in one affect-
ed joint (with chronic synovitis). In all procedures,
a previous bolus dose of rFVIIIFc to reach FVIII
levels over 50 IU dL-' was administered, followed
by a daily dose of rFVIIIFc to reach FVIII levels
over 30 IU dL"!, for one or two days. There were no
bleeding complications associated with these proce-
dures. No major bleedings were reported during the
study period. All patients achieved >50 ED with the
study drug. No inhibitors were detected at 0, 3 or
6 month-evaluations. The adherence was evaluated
as excellent in 23 patients. The patients performed
regular physical activity and they reported a marked
improvement in chronic joint pain, and an increase
in muscle strength and self-confidence.

Discussion

Patients who begin secondary prophylaxis in adult-
hood may derive some benefit despite haemophilic
arthropathy having established at that stage. Fisch-
er et al. described patients who started prophylaxis
after age 17 that were examined on the basis of the
duration of prophylaxis: short (median 2.5 years) or
long (median 20.3 years). The median number of
bleeds after starting prophylaxis decreased by more
than 50% in both groups. Long-term secondary pro-
phylaxis does not prevent the progression of haemo-
philic arthropathy, but may modestly slow the rate
of progression‘®.
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Figure 1. Mean AJBR and ABR in the pre-prophylaxis period vs. during prophylaxis with rFVIIIFc.

A survey organized by patients’ groups in Europe
examined the use of prophylaxis in people aged 20—
35 with severe haemophilia and found an inverse
correlation between time on prophylaxis and occur-
rence of major bleeds, presence of target joints and
time off work. As expected, patients from Sweden
who had spent the longest period on prophylax-
is had the best preserved joints and best quality of
life™”. Berntorp et al reported that more than 60% of
patients between 20 and 40 years old were on regu-
lar prophylaxis in many European centers®.

In our study, a significantly low ABR and AJBR
during prophylaxis was achieved with an inter-
mediate dose of rFVIIIFc in a fixed twice-weekly
scheme. Although all the patients had several target
joints and only 58.3% had FVIII levels > 1 TU dL!
at all times, all patients had a marked decrease in
bleeding. Bjorkman et al. had reported that some
patients did not bleed in spite of a trough level of
<1 IU dL'and others did in spite of trough levels >3
TU dL'®, No inhibitor development was detected in
our study population of previously treated patients
with the use of rFVIIIFc. Prophylaxis also allowed
the patients to perform physical activities on a regu-
lar basis, avoiding the fear of bleeding and favoring
the indisputable benefits of exercising.

The limitation of this study is that it does not com-
pare different doses/frequency of prophylaxis nor
the results of rFVIIIFc vs. conventional FVIII prod-
ucts. We can conclude that rFVIIIFc was well tol-
erated, safe and efficacious in the prevention and
treatment of bleeding in young adults with severe
haemophilia A. Patients with twice weekly prophy-
laxis experienced clinically meaningful reductions
in bleeding compared with episodic treatment.

52

Even when the cost was not analyzed in this study,
Fischer et al. suggested that conservative prophylax-
is yields significant benefits over intensive on-de-
mand treatment, even when annual factor consump-
tion rates are similar, in adult patients"?. Coppola
et al. also reported that late prophylaxis vs. on-de-
mand therapy results in a cost-effective approach
in adolescents and adults with severe haemophilia
AU Torio et al. in a literature review concluded that
prophylaxis with rFVIIIFc may be associated with
improved bleeding rates and lower weekly factor
consumption than more frequently injected rFVIII
products!?.

Finally, as Makris stated!¥, we also consider that
for the majority of patients with severe haemophilia,
prophylactic treatment for life should be the stan-
dard of care.
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Introduccion

El procedimiento de criopreservacion y almacena-
miento (CyA) de las células progenitoras hemato-
poyéticas (CPH) es requerido con frecuencia para la
realizacion de un trasplante de CPH autdlogo y en
algunas ocasiones se requiere la CyA de productos
celulares alogénicos (CPH o linfocitos). El alma-
cenamiento de estos productos celulares tiene una
validez definida por el medio en el que se almace-
na, la utilidad clinica del producto y las condiciones
de seguridad del producto que fue almacenado”. El
descarte de estos productos almacenados tiene no
solo consideraciones técnicas sino también éticas
derivadas del potencial terapéutico de estas células
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y de la informacion genética contenida en ellos®.

La CyA de productos autdlogos para trasplante es
un problema para muchos paises, ya que conlleva
un costo y utilizacion de recursos muy alta®. Los
estandares FACT-JACIE dejan a consideracion de
los centros el tiempo de CyA®. En la experiencia
francesa, se utilizan menos del 1% de los productos
autologos CyA mas de alla de 5 afios®. Estos au-
tores establecen entonces que, superado los 5 afios
de CyA de estos productos, la decision de continuar
dicha conservacion sera evaluada por el equipo mé-
dico a cargo (ver punto 4.4.3 de la guia del SFGM-
TC)®. Por otro lado, para productos CyA en nitré-
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geno, si bien hay reportes de criopreservacion por
mas de 10 anos, son casos aislados®. Para aquellos
productos CyA en freezer mecanico, la experiencia
con este método y el tiempo de CyA informado en
la literatura es variable”.

Se deberia considerar la criopreservacion de un pro-
ducto alogénico cuando se prevé que el donante no
va a estar disponible para infusiones de linfocitos en
el caso de ser necesario o en el caso de productos no
relacionados con exceso de células colectadas. Otra
circunstancia de criopreservacion de un producto
alogénico es la necesidad de realizar tal procedi-
miento antes del inicio del acondicionamiento (e;j.
disponibilidad del donante). Dado que el producto
alogénico podria ser descartado en caso de que se
obtenga mas producto del necesario y que un do-
nante alogénico tiene un potencial de disponibilidad
para futuras donaciones de linfocitos, no hay tiem-
pos sugeridos para dichos productos. Finalmente,
datos publicados muestran que practicamente no se
utilizan productos alogénicos mas alla de 238 dias
de almacenamiento®.

Por lo anteriormente mencionado, resulta funda-
mental entonces establecer pautas para descartar
dichos productos, que tienen que ser informadas al
donante previo al procedimiento de CyA.

El objetivo del presente documento es establecer
recomendaciones para el descarte de productos ce-
lulares criopreservados en el contexto del trasplan-
te de CPH, ya sea autologo o alogénico, que seran
adaptadas a la modalidad de criopreservacion de
cada institucion y consideraran regulaciones nacio-
nales vigentes y normativas bioéticas.

Para el desarrollo de la presente guia se revis6 la
literatura internacional disponible sobre el tema y
las normativas nacionales vigentes sobre productos
biolégicos y CPH, investigacion en seres humanos,
derechos de los pacientes y ley de proteccion de da-
tos personales®9.

Consideraciones del producto de terapia celular
Los productos celulares CyA considerados en el
presente documento tienen como finalidad ser utili-
zados para un paciente en particular, en el contexto
del procedimiento de trasplante de CPH autélogo o
alogénico segun corresponda. Por tal motivo, todas
las consideraciones clinicas y de laboratorio sobre
la utilidad de productos de CPH CyA estan dirigidas
al paciente para el cual dicho producto fue colecta-
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do". Bajo ninguna circunstancia el producto CyA
debe ser utilizado para otro paciente.

Criterios de validez del producto celular CyA por
método de almacenamiento

Actualmente hay dos métodos disponibles de alma-
cenamiento de productos criopreservados: en nitro-
geno liquido, sea en la fase liquida o en la fase ga-
seosa, 0 en un congelador mecanico a temperatura
menor a -70°C.

Criterios de utilidad clinica del producto celular

CyA

Un producto celular obtenido para trasplante auto-

logo de CPH y CyA tendra utilidad clinica para el

paciente para el cual fue colectado si:

* El paciente mantiene los criterios de elegibilidad
para trasplante de acuerdo a lo estipulado por
cada equipo clinico de trasplante: edad, comor-
bilidades, estado de la enfermedad de base, etc.

* El paciente no ha fallecido.

* El producto tiene una celularidad apropiada para
trasplante.

Un producto de CPH y/o linfocitos obtenido para

trasplante alogénico de CPH de un donante alogé-

nico y CyA tendra utilidad clinica para el receptor

para el cual fue colectado si:

 FEl trasplante no alcanzo el afio desde la fecha de
almacenamiento pudiendo ser de utilidad para te-
rapia inmunolégica o ante pérdida del injerto.

Criterios de seguridad del almacenamiento

Se considerara que la seguridad del producto celular

CyA podra verse afectada en caso de:

» Contaminacion bacteriana: en el caso de que los
cultivos obtenidos al momento de la criopreser-
vacion resultaran positivos, los equipos clinicos
y Elaborador de Productos Celulares (EPC) de-
terminaran la necesidad de descarte de dichos
productos de acuerdo al tipo de germen, politicas
infectoldgicas locales, etc., y habiendo procurado
obtener otro producto.

* Otras situaciones que puedan afectar la seguridad
del producto, como dafio irreversible, desconge-
lacion accidental, fallo en la identificacion, etc.
Dichas situaciones seran detalladas por cada insti-
tucién de acuerdo a la modalidad y procedimiento
local de CyA.
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Utilidad del producto a descartar para control de
calidad y/o investigacion

En algunas circunstancias un producto celular de
CPH o linfocitos que va a ser descartado puede brin-
dar informacion sobre calidad del procedimiento o
podria servir para investigacion éticamente aproba-
da. Esta situacion podra ser contemplada previo al
descarte, pero debera haber sido consentida por el
donante ya sea aut6logo o alogénico.

Consideraciones éticas

Generalidades

En el desarrollo de las recomendaciones para el des-
carte se han tenido en cuenta principios bioéticos de
autonomia, beneficencia y justicia. Se le explicara
al donante (autdlogo o alogénico) las situaciones
por las cuales el producto puede ser descartado y
estas condiciones seran resumidas en el consenti-
miento informado que firmara previo a la colecta de
CPH/linfocitos. La utilidad terapéutica del producto
CyA sera la principal consideracion al momento de
considerar el descarte del producto, por tal motivo,
independiente de la toma del consentimiento infor-
mado, se recomienda que los equipos EPC y clini-
co de trasplante evalten la situacion conjuntamente
previo al descarte del producto, para verificar la uti-
lidad clinica del mismo. Previo a la destruccion de
una muestra biologica puede considerarse su uso si
la misma pudiera contribuir al beneficio del progre-
so cientifico en términos de mejora de calidad o in-
vestigacion éticamente aprobada; dicha considera-
cion debera quedar establecida en el consentimiento
que el paciente firmara previo a la colecta de CPH/
linfocitos y sera opcional .

Consentimiento Informado

El donante autélogo o alogénico, o su tutor cuando

correspondiere, dard su consentimiento para un po-

tencial descarte.

Dicho consentimiento establecera:

* Que el producto CyA solo sera utilizado para
el paciente para el cual fue colectado y solo en
contexto del trasplante de CPH o necesidad de
inmunoterapia posterior al trasplante de CPH en
el caso del alogénico.

* Que el producto autdlogo podrad ser descartado
en las siguientes situaciones:

° Pasado los 5 afios para productos CyA en ni-
trogeno.
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° Pasado los 2 afios para productos CyA en
freezer.

° Cuando el equipo de clinico de trasplante ten-
ga la certeza de fallecimiento del paciente o el
equipo EPC obtenga la informacion de otras
fuentes fehacientes.

° Cuando el equipo clinico de trasplante haya
definido la no elegibilidad irreversible para
trasplante.

° Cuando el equipo clinico de trasplante defina
que el producto CyA tiene una celularidad in-
suficiente para ser utilizada y la continuidad
de su almacenamiento no otorgara beneficio
alguno al paciente.

° Cuando el equipo del EPC considere que las
condiciones de almacenamiento y/o identifi-
cacion del producto pudieran poner en riesgo
la seguridad del producto.

° Cuando el donante autblogo retire el consen-
timiento para CyA.

* Que el producto alogénico podra ser descartado
en las siguientes situaciones clinicas:

° Luego de un afio de transcurrido el trasplante
alogénico para el cual el producto fue colec-
tado y se haya documentado reconstitucion
hematoldgica sostenida.

° Cuando el equipo de trasplante tenga la certe-
za de fallecimiento del paciente.

* Que una vez decidido el descarte, el producto a
descartar podra ser utilizado para fines de con-
trol de calidad y/o investigacion éticamente apro-
bada siempre y cuando el donante haya dado su
consentimiento y bajo la normativa de proteccion
de datos personales vigente.

Implementacion del procedimiento en cada ins-

titucion

En base al presente documento, cada institucion

debera establecer el procedimiento mas apropiado

de acuerdo a la politica local de calidad establecida.

Dicho procedimiento debera considerar que:

* El consentimiento para CyA se tomard previo a
iniciar la colecta de CPH.

* El descarte de material CyA que se encuentre
contemplado en alguna de las situaciones ante-
riormente mencionadas requerira la anuencia tan-
to del equipo clinico como del equipo de EPC.
En el caso del descarte por validez, el equipo del
EPC informara al equipo clinico de trasplante y
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el descarte se realizara luego de la anuencia de
este ultimo. En las demads situaciones, el proce-
dimiento sucederd a la inversa. Cada institucion
establecera la mejor forma de implementar dicha

RECOMENDACIONES PARA EL DESCARTE DE PRODUCTOS DE CPH/LINFOCITOS CRIOPRESERVADOS: CONSENSO DEL GRUPO AR-
GENTINO DE TRASPLANTE DE MEDULA OSEA (GATMO)

gos periodos de tiempo, si no se dispone de con-
sentimiento informado y el donante no puede ser
contactado, el producto podra ser descartado de
acuerdo a los procedimientos de descarte de ma-

comunicacion.

* En caso de que el donante retire el consentimien-
to para CyA debera firmar un documento donde
se deja constancia de esta situacion, que servira
como justificativo para el descarte.

terial biologico de cada institucion®.

Conclusiones

La practica de CyA de productos de CPH a largo
plazo lleva a considerables costos(17) y espacio
para el almacenamiento. Es conocido que la mayo-
ria de los productos almacenados por tiempo pro-
longado no se utilizaran, por lo que establecer una
politica homogénea en nuestro pais es fundamental.

Productos de CPH CyA previo al desarrollo de la
presente politica
* En el caso de productos de CPH destinados a

trasplante CyA previo a la implementacion de la
presente guia y que fueron almacenados por lar-

La implementacion de la misma a nivel institucional
debera adaptarse a los requerimientos locales.

Conflictos de interés: los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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Resumen

El sistema hematopoyético tiene caracteristicas
particulares: capacidad de auto-renovarse y dife-
renciarse, garantizando un numero constante de
precursores y la produccion de todas las células de
la sangre a lo largo de la vida de un individuo. El
direccionamiento a los diferentes perfiles celulares
dependera del estimulo que genere la activacion y
de la expresion selectiva de receptores de superficie
que permitan, ademas, la movilizacion de células
desde la médula 6sea hacia los sitios efectores. La
estimulacion continua de las células hematopoyé-
ticas es un proceso que puede resultar perjudicial
para éstas, siendo en parte la causal del desarrollo
de enfermedades oncoldgicas o autoinmunes. El
descubrimiento de la proteina survivina ha abierto
una nueva ventana a la investigacion de un potencial
blanco terapéutico para la modulacion de la apopto-
sis de estas células desreguladas.

Abstract

The hematopoietic system has particular character-
istics: the capacity to self-renew and differentiate
itself, guaranteeing a constant number of precursors
and the production of all the blood cells through-
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Keywords: hematopoietic system,
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out an individual’s life. The differentiation to the
diverse cell profiles will depend on the activation
stimuli generated and the selective expression of
surface receptors which allow the mobilization of
cells from the bone marrow towards the effectors
sites. The continuous stimulation of hematopoietic
cells may be harmful for them, contributing in the
development of oncological or autoimmune diseas-
es. The discovery of the survivin protein provides
the opportunity for the investigation of a potential
therapeutic target for the apoptosis modulation of
these deregulated cells.

Introduccion

El sistema hematopoyético presenta caracteristicas
particulares: esta constituido por células con capa-
cidad de autorrenovarse continuamente, proliferar y
morir en forma programada. Se estima que en un
adulto de 70 kg se producen 300.000 eritrocitos y
30.000 leucocitos por segundo. Y en situaciones es-
pecificas de demanda, por ejemplo ante una pérdida
de sangre o ante una infeccion, este nimero puede
incrementarse de 2 a 8 veces, y luego, mediante la
puesta en marcha de diversos mecanismos regulato-
rios y de retroalimentacion a distancia, volver a su
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estado basal®.

Se podria pensar al sistema hematopoyético como
una organizacion jerarquica, con las células madres
en la cima de la piramide. Estas células troncales
representan menos del 1% de las células de la mé-
dula 6sea. No son identificables morfologicamente,
por lo que deben ser estudiadas por el inmunofe-
notipo (CD34+, CD38- y adicionalmente CD90+,
CD117+, CD133 y HLA-DR-), o a través de culti-
vos in vitro®. Estas células, mediante procesos de
autorrenovacion y diferenciacion, permiten garan-
tizar un numero constante de progenitores y la pro-
duccién continua de todas las células de la sangre
durante toda la vida de un individuo (Figura 1)¢-.

» Células sanguineas e
e o g ® ¢

Figura 1. Sistema hematopoyético y su organiza-
cioén jerarquica (Figura adaptada®)

También se lo puede considerar un sistema dindmico
y flexible, con capacidad de aumentar la produccion
y diferenciacion celular bajo ciertos estimulos. Por
ejemplo, una infeccidon bacteriana sistémica gene-
ra la activacion de la mielopoyesis como respuesta
adaptada a la demanda, con leucocitosis, neutrofilia y
presencia de granulocitos inmaduros (conocido como
desviacion a la izquierda). Las infecciones locales no
generan esta magnitud de respuesta. En estos casos,
suele haber una atraccidon de neutréfilos por quimio-
taxis al sitio de la infeccidn, y control local median-
te intervencion de las células polimorfonucleares/
monocitos/macrofagos, y suele ser autolimitada. Por
otro lado, frente a una infeccion viral (HIV, parvovi-
rus B19, CMYV, virus de Epstein Barr, hepatitis), la
respuesta del sistema hematopoyético predominante
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es la activacion de linfocitos con linfocitosis absoluta
y alteracion en su morfologia (aumento de tamao,
cambios en el aspecto del nucleo, basofilia citoplas-
matica, posible presencia de nucléolos)(5). En cual-
quier caso, la diferenciacion y maduracion desde la
célula madre involucra detener los procesos de auto-
rrenovacion, adquirir alta capacitad de proliferacion
y restriccion a diferenciarse a una linea celular, para
montar la respuesta mas eficiente contra ese estimulo
que modifico el estado de equilibrio®.

La hematopoyesis: ;donde, como, cuando?

A partir del nacimiento y hasta la muerte del indivi-
duo la médula 6sea es el principal 6rgano hemato-
poyético. Es un tejido que se localiza en el interior
de los huesos y esta formado por 3 componentes ce-
lulares: el componente hematopoyético, el mesen-
quimal y el endotelial. El componente hematopoyé-
tico estd formado por las células madres (HSC) que
se ubican fisicamente en nichos hematopoyéticos®.
Este término fue acufiado por Joseph Grinell en
1917 y adaptado por Schofield en 19787, aludiendo
a un espacio donde las HSC se encuentran rodeadas
por células que generan un ambiente favorable para
su proteccion, proliferacion y maduracion. La zona
endosteal, integrada por osteocitos y osteoblastos,
fue el primer lugar fisico identificado como nicho de
las células troncales (nicho endosteal). La zona vas-
cular, integrada por células endoteliales (CE) y me-
senquimales (CM), fue identificada como un nicho
adicional al endosteal (nicho vascular o endotelial)
donde también se localizan las HSC y las células
progenitoras hematopoyéticas (HSPC). Las células
endoteliales median el paso de elementos celulares y
proteicos hacia adentro y hacia afuera de la cavidad
medular®. La CXCL12 o quimoquina SDF-1 (fac-
tor derivado del estroma), producida por las células
endoteliales, es esencial para el homing y manteni-
miento de las células troncales hematopoyéticas, el
desarrollo de células B y de células dendriticas plas-
macitoides®. Las células reticulares productoras de
CXCL12 ademas secretan SCF (factor de células
troncales), que es una quimoquina importante para
mantener la viabilidad de las células troncales he-
matopoyéticas!?. El Dr. Toshio Suda (investigador
japoneés, lider en el estudio de nichos de las HSC) ha
propuesto que el nicho de las HSC esta compuesto
por células no especializadas, y que son las interac-
ciones de multiples linajes celulares (osteoblastos,
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endoteliales, mesenquimales y hematopoyéticas) las
que conforman el nicho de las HSCU",

En condiciones normales, la hematopoyesis co-
mienza en una HSC que, segun el estimulo o entor-
no medular mediado por células del estroma, matriz
extracelular (fibronectina, vitronectina, laminina,
colageno), moléculas de adhesion (integrinas, su-
perfamilia de las inmunoglobulinas, selectinas), ci-
toquinas y factores de crecimiento, se diferenciara
a una célula progenitora multipotente (MPP), que
pierde la capacidad de autorrenovarse, pero que pre-
senta alta capacidad de diferenciarse, y va a ser la
precursora por un lado de un progenitor mieloide
comun (CMP) -célula progenitora primitiva-, que a
su vez dard origen al progenitor comun a linea gra-
nulocito-macréfago (GMP), y eritrocito-megacario-
cito (MEP); y por otro lado, esa célula MPP pue-
de ser precursora de un progenitor linfoide comun
(CLP), que dara origen a linfocitos B, T y células
NK. Los linfocitos T requeriran luego una etapa de
maduracion en el timo. A su vez, tanto CMP como
CLP, bajo el estimulo adecuado, puede dar origen al
precursor de las células dendriticas (CDP) (Figura
2)12),

Esta regulacion de la hematopoyesis se da tanto por
estimulos externos, como las citoquinas, interac-
ciones entre células o factores de maduracion del
microambiente medular, que ademas afectan la di-
ferenciacion, proliferacion y retencion de las HSC

en la médula 6sea, como por reguladores intrinsecos
epigenéticos que actiian en conjunto para favorecer
la diferenciacion de la HSC en los diferentes tipos
celulares®. Y en esto tiene un rol fundamental la
microbiota intestinal. Esto fue publicado por Josefs-
dottir y col™, donde se observa que el tratamiento
prolongado con antibidticos tiene accion negativa
sobre la microbiota intestinal en un modelo experi-
mental murino, y esto, a su vez, da origen a citope-
nias, afectando la hematopoyesis normal. El efecto
resulta reversible, suprimiendo el antibidtico. El
efecto del farmaco sobre la hematopoyesis no es di-
recto sobre las HSC o los progenitores sino sobre la
microbiota intestinal. Esta define un estado inflama-
torio basal que incluye niveles de citoquinas como
interferon (IFN) a/y, IL-6, TNF con capacidad de
modular la hematopoyesis. Las citoquinas proinfla-
matorias, como IFN, al unirse a su respectivo recep-
tor de membrana, generan la activacion de la via de
senalizacion JAK-STAT la cual converge en la acti-
vacion del factor de transcripcion STAT1, que juega
un rol importante en la activacion de linfocitos T. El
farmaco, al modificar la microbiota intestinal, afecta
el nivel de citoquinas anteriormente nombradas y,
por lo tanto, suprime la via de sefializacion mediada
por STAT1, alterando la activacion de linfocitos T.
Entonces, modificando los niveles basales de cito-
quinas proinflamatorias, se afectaria la hematopo-
yesis a nivel medular (Figura 3)!419,
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Figura 2. Hematopoyesis normal (Figura adaptada®)
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Figura 3. Accion de la microbiota intestinal sobre la hematopoyesis (Figura adaptada'®)

Mecanismos y modelos de activacion del sistema
hematopoyético

Para la activacion del sistema hematopoyético el
primer paso sera censar y reconocer el estimulo que
alterd la homeostasis. Los componentes del sistema
inmune innato, como las células dendriticas, poseen
receptores especializados en el reconocimiento de
patron (PRRs) que censan patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs) y patrones mole-
culares asociados a dafio (DAMPs) cuando ha ocu-
rrido dafio tisular®. Los receptores tipo Toll (TLR)
pertenecen a la familia de los PRR y reconocen pro-
ductos conservados de patdgenos exdgenos y posi-
blemente algtin ligando endogeno del huésped®!”.
Las HSPC también poseen PRR (TLR y receptores
tipo NOD)®?. La unién al receptor activa una cas-
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cada de sefalizacién que induce la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular y, ademas, la
produccién y secrecion de citoquinas, como IL-6,
destinadas a montar una respuesta inmune eficiente,
estimulando un linaje celular en particular que acttie
contra el agente invasor. Las CM y CE del nicho
vascular también expresan receptores de citoquinas/
quimoquinas y PRR que les permiten reconocer un
medio inflamatorio local o sistémico generado por
cambios o activacion hematopoyética. La activacion
de estos receptores en CM y CE modula funciones
celulares y activa la produccion de una segunda ola
de factores inflamatorios que también regulan la he-
matopoyesis. Ante el estimulo de IL-1B y TNF-a,
las CE producen GM-CSF, estimulando la granulo-
poyesis vy el reclutamiento de neutrofilos“V. Asi es
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como ha ido cambiando el concepto histologico que
se ha tenido de las HSC, donde se pensaba que éstas
se ubicaban en nichos estaticos de la médula oOsea,
rodeadas por células que so6lo ejercian un papel de
proteccion frente a agentes toxicos o infecciosos. En
la actualidad se conoce que juegan un rol activo en
el montaje de la respuesta hacia un agente invasor:
expresion de TLR, produccion de citoquinas infla-
matorias y quimoquinas (factores movilizantes)!'®.
Ante un estimulo, cabe preguntarse ;como se logra
gestionar la diferenciacion celular al linaje especifi-
co? Actualmente se aceptan dos modelos.
MODELO PERMISIVO (modelo A): consiste en
regular la proliferacion o apoptosis de células ya de-
legadas a un linaje especifico.

MODELO INSTRUCTIVO (modelo B): consis-
te en la induccion de un programa molecular en las
células progenitoras que las induce a diferenciarse a
un linaje en particular.

Cualquiera de los dos modelos implica la expresion
de los receptores de citoquinas correspondientes en
las células progenitoras y la unién de la citoquina
implicada. Por ejemplo, la diferenciacion de GMP
a granulocitos 0 monocito/macrofago esta direccio-
nada por la presencia de G-CSF o M-CSF®”, Por
otro lado, la linfopoyesis estara estimulada bajo el
efecto de la IL-7, la cual suele estar presente en el
medio ante un estado de linfopenia®?. A través de la
modulacion de la expresion de la densidad de recep-
tores de citoquinas, las HSCP responden de manera
diferente a los cambios en su entorno al que estdn
expuestas, logrando entonces la respuesta dirigida.
Con la expresion diferenciada de receptores de ci-
toquinas, se logra comisionar la diferenciacion a un
linaje celular particular y dirigir la respuesta medu-
lar a linea mas eficiente (Figura 4)@°.

Otro dato: los receptores de citoquinas responsables
de la diferenciacion mieloide o linfoide se expresan
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Figura 4. Regulacion de la expresion de receptores de citoquinas (Figura adaptada®)
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en concentraciones medibles en los progenitores he-
matopoyéticos ya comisionados a linaje, mientras
que en las HSC se hallan en baja concentracion, con
lo cual, ante un proceso inflamatorio o infeccioso,
las células que responden son las ya comisionadas
a linaje, que presentan una alta capacidad de proli-
feracion mas que de autorrenovacion?*?>, Pero sin
el soporte de la HSC que, con sus procesos de au-
torrenovacion y proliferacion cooperen en el aporte
de mayor nimero de progenitores, esta respuesta no
puede ser sostenida en el tiempo. Y aqui es funda-
mental el papel del IFN tanto tipo I (o/f) como tipo
IT (y). Por lo tanto, se necesita del trabajo conjunto
entre el sistema inmune y el hematopoyético, me-
diado por el IFN para garantizar el reabastecimiento
de progenitores y la capacidad de perpetuar la res-
puesta229,

Al aumentar la densidad celular, naturalmente la
médula osea se expande, con la limitante dada por
la cavidad 6sea. Por lo tanto, para obtener espacio,
se requerira de la movilizacion de células hacia
otros 6rganos hematopoyéticos, que le permitan la
expansion a aquellas lineas celulares que asi lo re-
quieran®. En el trabajo de Takizawa y col se plan-
tea que durante la respuesta mielopoyética, las ci-
toquinas proinflamatorias (IL-1, IL-3, IL-6, G-CSF,
GM-CSF) reducen la expresion de los factores de
retencion para la linfopoyesis y favorecen la movi-
lizacioén de linfocitos a los organos linfoides peri-
féricos, como el bazo. Y de esta manera se logra el
efecto deseado: espacio fisico en el interior del hue-
so para la expansion celular requerida‘!?222,

Inicio de la respuesta ante un estimulo

Anteriormente se plante6 que las células del sistema
innato son las que, mediante la union del ligando a
los PRR, desencadenan el perfil de citoquinas pro-
inflamatorias para lograr la respuesta medular. Aho-
ra existe evidencia de que los progenitores también
expresan PRRs y responden a esta union®”. Esto
esta sustentado por 3 lineas de evidencia. La prime-
ra linea muestra que, ante el reconocimiento de los
PRR por parte de los TRL, existe una instruccion
del linaje al que debe diferenciarse ese progenitor,
con generacion de células del sistema inmune in-
nato, a expensas de frenar la diferenciacion a otros
linajes®2?. En la segunda linea, se sabe que un nu-
mero pequefio de células madre y células progeni-
toras (HSCP) circulan en sangre periférica, pasan
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por ganglios linfaticos y algunas retornan a la mé-
dula 6sea para participar de la produccion celular.
Se cree que las células realizan estas migraciones
para mantener el equilibrio en diferentes huesos,
poblar el timo, actuar en la reparacion de tejidos o
respuesta frente a una infeccion. Hay evidencia de
generacion local de clusters de células con inmu-
nofenotipo compatible con monocitos/granulocitos
y células dendriticas. Las HSCP estarian haciendo
una especie de patrullaje tisular, y controlando de
manera local cualquier tipo de infeccion®?. Y en ter-
cer lugar, se ha visto que las CDP expresan TLR2, 4
y 9. Ante un estimulo estas células regulan en forma
decreciente la expresion del CXCR4, que retiene las
HSCP en la MO, y expresan el receptor de homing
de los ganglios linfoides (CCR7). De esta manera
se favorece el reclutamiento de progenitores ya co-
misionados a un linaje, sin cambios de linaje, au-
mentando el niimero de células para dar batalla®V.
De esta manera queda claro que las HSCP pueden
censar patdgenos, y modulando la expresion de re-
ceptores de quimoquinas, tienen la capacidad de
migrar a los sitios de inflamacion y actuar intentan-
do restaurar rapidamente la homeostasis del tejido
involucrado.

Alteracion en la regulacion de los procesos aso-
ciados a la HSC

Es conocido que la estimulacion cronica de las HSC
puede resultar ser perjudicial. Se podria considerar
que los 3 procesos “normales” que involucran a la
HSC son: la autorreplicacion, la diferenciacion y la
muerte celular programada. Las HSC pueden sufrir
40-60 divisiones durante la vida de un individuo®".
Aquellas HSC envejecidas o aquéllas utilizadas para
un trasplante, o si han estado bajo estimulacion con-
tinua por procesos inflamatorios o infecciosos y han
sufrido una alta tasa de proliferacion, podrian pre-
sentar alteraciones intrinsecas, como disminucion
en la capacidad de diferenciacion a serie mieloi-
de, disminucion en la capacidad de autoduplicarse,
agotamiento de la HSC y riesgo de acumular alte-
raciones genéticas®>¥. Estas HSC con alteraciones
genéticas no son competitivas, y en condiciones ba-
sales mueren. Pero bajo el estimulo continuo de un
proceso inflamatorio o infeccioso, podrian ser res-
catadas por el entorno o el microambiente en nichos
pro-oncologicos y dar lugar a una hematopoyesis
clonal (hematopoyesis clonal de significado incierto
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-CHIP®Y) con alto potencial a desarrollar a una neo-
plasia hematologica (como LMC o SMD) o tumores
s6lidos®>37. Son células que escapan a la apopto-
sis 0 a la remocion por parte del sistema inmune,
acumulan eventos genéticos en genes como los que
codifican para NF«xB, el receptor de TNF o TRL4,
y son potenciales clones formadores de tumores“?.
La resistencia a la apoptosis y los altos indices de
proliferacion celular constituyen dos mecanismos
muy importantes que dan lugar a las enfermedades
en humanos. La resistencia a la apoptosis de linfoci-
tos autorreactivos en la seleccion en timo o médula
Osea, o la falla en la apoptosis de linfocitos activados
en forma cronica podrian jugar un rol fundamental
en el inicio de una enfermedad autoinmune®?.

Entonces cabe preguntarse: ;es posible eliminar la
estimulacion celular continua?, ;habra que direccio-
nar el blanco terapéutico a mejorar los procesos de
apoptosis? En el trabajo de Ebrahimiyan y col® se

pre-mRNA

mRNA maduro

describe el rol de la proteina survivina (BIRCS), que
pertenece al grupo de proteinas cuya funcion esta
vinculada a la inhibicion de la apoptosis (IAP). Se
trata de una proteina codificada por el gen RS, Este
gen pertenece a la familia de genes inhibidores de la
apoptosis. Esta ubicado en el cromosoma 17q25.3
y codifica para la proteina survivina de 16.5 kDa.
Presenta 4 exones y 3 intrones. Gracias a los pro-
cesos de empalme alternativo, se pueden generar 6
variantes de survivina de diferente longitud. E1 98%
que se encuentra en la célula (citoplasma, nticleo y
mitocondria) estd compuesto por las 3 primeras iso-
formas de la figura 5. BIRCS esté altamente expre-
sado en médula 6sea, nddulos linfoides, placenta,
testiculos, granulocitos y células eritroides*%.

Rol de la proteina survivina
La proteina survivina desempefia un rol importante
en la regulacion de la mitosis, inhibicion de la apop-

survivin-WT

survivin-2B

survivin-AEx3

survivin-3B

survivin-2d

Figura 5. El gen BIRC5 que codifica para la proteina survivina estd ubicado en el cromosoma 17q25.3
(figura adaptada™)
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tosis y funcionamiento del sistema inmune.
Regulaciéon de la mitosis: survivina se expresa en
la fase G2/M, y durante esta fase interacciona con
las aurora kinasas (AURK) y diferentes estructuras
como el centrosoma, el kinetocoro, cromosomas en
metafase y microtiibulos del huso mitotico®”.
Inhibiciéon de la apoptosis: survivina se une a las
caspasas tanto en el citoplasma como en la mitocon-
dria bloqueando su funcion. En el citoplasma ocurre
la formacion del complejo survivina-XIAP (IAP li-
gada al X), el cual se vuelve resistente a la accion
de la degradacion dependiente de ubiquitina. Este
complejo luego se une a la caspasa-3 para inhibir
su funcion apoptotica. Actualmente este mecanis-
mo de accion esta cuestionado y en revision*®, En
la mitocondria ocurre la inhibicién de la caspasa-9
mediante la unidon de survivina al segundo activador
mitocondrial de caspasa (Smac)/Diablo“®.
Funcionamiento del sistema inmune: survivina
regula la diferenciacion de linfocitos T efectores
CD4+ y mantiene linfocitos CD8+ de memoriaian-
te la unioén de survivina al segundo activador mi-
tocondrial de caspasa (Smac)/Diablo®®. Survivina
estd expresada en linfocitos estadio pro-B en el cen-
tro germinal, donde hay alta proliferacion celular,
cambio de cadenas e hipermutacién somatica en los
receptores de células B#). Regula la maduracion
de células dendriticas y la expresion de moléculas
MHC clase II activando la expresion del coestimu-
lador CD80/CD86, favoreciendo asi el proceso de
presentacion antigénica®”. En la granulopoyesis se
observa aumento de neutrofilos inmaduros, ya que
¢éstos expresan la isoforma 2a.

Pero la sobre-expresion de esta proteina no seria be-
neficiosa. Esto ha sido estudiado en células tumo-
rales. La elevacion de los niveles de survivina se
asocia a la progresion del tumor, resistencia al trata-
miento, menor tiempo de sobrevida y peor pronos-
tico, en relacion al grupo de pacientes control. Se
creé¢ que la sobre-expresion se debe a mecanismos
genéticos y epigenéticos en estas células tumorales.
Y, por otro lado, la inhibicion de la expresion de sur-
vivina lleva a la muerte de la célula tumoral®'?.
La sobre-expresion de survivina se ha asociado al
desarrollo de enfermedades autoinmunes como li-
quen plano, miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico, esclerosis multiple, esclerosis sistémica,
psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal y artri-
tis reumatoidea, como consecuencia de la capacidad
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de la proteina de mantener sobrevivientes los linfo-
citos autorreactivos®?.

Si bien el laboratorio ha acompainado el avance de
la medicina, a través del desarrollo de metodologia
que permite cuantificar citoquinas pro-inflamato-
rias, por el momento, la medicion de survivina sélo
esta validada con fines de investigacion.
Conclusiones

El aprendizaje de los mecanismos de la inmunidad
innata ha progresado notablemente a partir del des-
cubrimiento de los PRRs, entre ellos destacan los
TLR, que no solamente participan en la secrecion de
citoquiinas proinflamatorias y la expresion de molé-
culas coestimuladoras implicadas en la modulacion
de la respuesta inmune, sino también en el control
de los eventos mas tempranos de la hematopoyesis.
Y esto ha permitido la comprension tanto del siste-
ma inmune como del hematopoyético de una mane-
ra mas integral.

Conocer la expresion temprana de los receptores en
las HSC ha generado una apertura de conocimiento de
potenciales blancos terapéuticos, ademas de permitir
avanzar en la fisiopatogenia de las enfermedades.

Lo mismo ha ocurrido con los avances en el estu-
dio del nicho hematopoyético, de manera tal que la
“nichoterapia”, que se basa en la modificacion del
ambiente y nicho de las HSC con fines terapéuticos,
es considerado una mas entre los tratamientos cli-
nicos a aplicar frente a diferentes enfermedades del
sistema hematopoyético®®.

A partir del descubrimiento de la proteina survivina
se ha abierto una posibilidad para el estudio de la
apoptosis y, ademads, utilizar este proceso como un
potencial blanco terapéutico a través de los antago-
nistas de los IAP.

La proteina survivina ha sido muy estudiada en can-
cer, inclusive los efectos de su disminucion y el im-
pacto en células tumorales. Por otro lado, en enfer-
medades autoinmunes los tratamientos se orientan a
disminuir el nivel de citoquinas proinflamatorias e,
indirectamente, esto disminuye los niveles de sur-
vivina. Hay que reconocer que, a pesar de que han
pasado 21 afios desde su descubrimiento, ain no se
ha alcanzado el desarrollo de un agente anti-tumoral
unico y especifico para survivina que presente alta
eficiencia anti-tumoral y baja toxicidad tisular para
ser utilizado en pacientes con cancer®-®, Actual-
mente, un anti bcl-2 (venetoclax) ha sido aprobado
por la FDA en 2016 para el tratamiento de la leuce-
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mia linfocitica cronica (LLC)®”. Y recientemente la
FDA ha aprobado el tratamiento de interferencia de
RNA (ONPATTRO™-Patisiran) para el tratamien-
to de la polineuropatia de la amiloidosis hereditaria
mediada por transtiretina (hATTR) en adultos®®. Se
desconoce alin si ambos farmacos tienen accion en
pacientes con enfermedades autoinmunes.

A pesar de que nuestro conocimiento actual sobre
el sistema hematopoyético se ha incrementado de
manera notable gracias a la evidencia de las ultimas
décadas, la composicion, el funcionamiento del mi-
croambiente medular y su injerencia sobre las HSC
y HSPC es aun motivo de estudio®-¢?,

Estos nuevos conocimientos animan a continuar
investigando en la btisqueda del blanco terapéutico
mas adecuado.
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Resumen

La anemia hemolitica autoinmune es causada por
anticuerpos que estan dirigidos contra los eritrocitos
del propio organismo. En esta revision se abordan
las AHAI causadas por anticuerpos de tipo IgG,
IgM, anticuerpos bifasicos y secundarios al uso de
medicamentos. Se consideran aspectos etiologicos
y fisiopatologicos, el diagnéstico y tratamientos
necesarios para los distintos trastornos causantes.
Finalmente se presenta una conclusion, donde se
manifiesta que en el diagnostico, el fundamento del
test anti globulina, con innovacidn en técnicas para
su realizacion, continiia como principal prueba para
su estudio, lo que confirma su eficacia, y en cuanto
a tratamiento, los corticoides siguen siendo el tra-
tamiento de primera linea y surgen pautas de trata-
mientos avaladas por estudios de casos, que mues-
tran la efectividad de los anticuerpos monoclonales
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anti CD20, transformandolos en agentes terapéuti-
cos de segunda linea.

Abstract

Autoimmune hemolytic anemia is caused by an-
tibodies that target the body's own red blood cells
antigens. In this review, we discuss AHAI caused
by IgG, IgM antibodies, biphasic antibodies and
secondary to drug use. The etiological and patho-
physiological aspects are considered, as well as the
diagnosis and necessary treatments for the different
causing disorders. Finally a conclusion, that the di-
agnosis, the basis of the anti-globulin test, with in-
novation in techniques for it realization, continues
as the main test for study, which confirms its effica-
¢y, and treatment, corticosteroids they are still the
first-line treatment and treatment guidelines are sup-
ported by case studies, which show the effectiveness
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of anti-CD20 monoclonal antibodies, transforming
them into second-line therapeutic agents.

Introduccion

Existen varios tipos de anemias hemoliticas, sin em-
bargo todas tienen como denominador comun la des-
truccion del eritrocito. Es importante recalcar su am-
plio espectro de presentacion, relacion con procesos
toxicos, neoplasicos y hereditarios. En cuanto a su
clasificacion, se puede dividir en intracorpusculares,
en las que la causa de la hemolisis radica en los eri-
trocitos y generalmente son hereditarias; y anemias
hemoliticas extracorpusculares, en las que la causa
del proceso hemolitico es ajena a los globulos rojos.
Cuando se producen anticuerpos dirigidos contra
estructuras propias, aparecen las enfermedades au-
toinmunes. La inmunopatologia de las enfermedades
autoinmunes se desencadena por la presencia de anti-
cuerpos auto-reactivos o por la activacion de células
T que secretan citoquinas tipo Th1 que conducen a la
activacion de fagocitos. Una de estas enfermedades
es la anemia hemolitica autoinmune (AHAI), en este
caso, los autoanticuerpos estan dirigidos contra los
globulos rojos del propio organismo.

Anemias hemoliticas autoinmunes

AHALI es el resultado de la destruccion de los globu-
los rojos en pacientes cuyo organismo ha formado
anticuerpos de especificidad frente a antigenos de
sus propios globulos rojos!®. Este tipo de anemia
representa el 5% de todas las anemias, con una in-
cidencia que varia entre 0,4 y 2,0 por cada 100.000
habitantes, siendo mas frecuentes en pacientes de
sexo femenino. Puede presentarse a cualquier edad;
sin embargo se ha visto que dos tercios de los pa-
cientes que presentan la patologia son mayores de
50 anos®™.

Las causas por la cuales se puede presentar este tipo
de anemia son diversas y comprenden desde esta-
dos fisiologicos como el embarazo (incidencia 1/
50.000) a usos de un farmaco®?; sin embargo, la
gran mayoria de los casos se presentan secundarias
a alguna patologia®®. La sintomatologia en la gran
mayoria de los pacientes se ve enmascarada por el
padecimiento de base haciendo poco especificas sus
manifestaciones clinicas®. Estas pueden ir desde
ausencia de sintomas, si la destruccion de los globu-
los rojos es leve y se desarrolla gradualmente; pre-
sentar sintomas similares a cualquier anemia, si la

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1 70-80, 2020

hemolisis es grave o rapida; o casos en que la hemo-
lisis persiste por varios meses, manifestar ictericia
y aumento en el tamafo del bazo. Los mecanismos
fisiopatologicos de la destruccion de los globulos
rojos en si son diferentes y dependen del anticuer-
po o inmunoglobulina implicada, que pueden ser de
isotipo IgG o IgM, causando hemolisis extra o intra-
vascular, respectivamente!'®!V,

Clasificacion

El reconocimiento de las formas mas comunes de
AHALI se logro gracias al desarrollo de la prueba de
Coombs directa ¢ indirecta en el afio 1945, hoy
en dia denominados prueba de antiglobulina direc-
ta (PAD) y prueba de antiglobulina indirecta (PAI).
Fundamentalmente, la PAD se utiliza para determinar
si los globulos rojos tienen inmunoglobulina G unida
a la superficie (IgG) y / o complemento, usando en
primer lugar suero antiglobulina poliespecifico que
contiene anticuerpos anti-IgG y anti-complemento.
Si la reaccion es positiva, los hematies se enfrentan
con suero antiglobulina mono especifico para detec-
tar individualmente IgG y complemento, contiene
anticuerpos anti-IgG y anti-complemento!?.

Para la realizacion de esta prueba se han descrito
diferentes técnicas, como hemaglutinaciéon en fase
liquida (tubo), aglutinacion en columna (gel test),
citometria de flujo y técnicas moleculares como in-
munoblotting>13),

En las AHALI los anticuerpos que se producen van
dirigidos generalmente contra sistemas de antige-
nos eritrocitarios y reaccionan a diferentes tem-
peraturas, permitiendo clasificarlas de acuerdo al
isotipo del autoanticuerpo formado en: a) anemia
hemolitica por anticuerpos calientes, cuando es una
inmunoglobulina G (IgG) b) por anticuerpos frios,
si la inmunoglobulina es M (IgM) c) anemias por
anticuerpos bifasicos, capaces de unirse al eritrocito
a temperaturas bajas (4°C) y provocar la lisis del
hematie al retornar la sangre de la circulacion capi-
lar a la circulacion venosa (37°C), d) de tipo mix-
tas, en donde se pueden presentar tanto anticuerpos
calientes como frios como responsables del cuadro
hemolitico y e) el grupo de AHAI causada por el uso
de algunas drogas®+19,

a) AHAI producidas por anticuerpos calientes

Corresponden al 80% de las AHAI. Es mas frecuen-
te en mujeres, entre la tercera y cuarta década de
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vida. Puede ser idiopatica en el 50% de los casos, o
secundaria a enfermedades: sindromes linfoprolife-
rativos, lupus eritematoso sistémico, leucemia linfo-
citica cronica, entre otros®!”!¥, El curso puede ser
agudo o crénico, con remisiones y exacerbaciones.
La subclase de IgG formada que predomina es [gG1
y en menor proporcion IgG3, siendo las dos subcla-
ses de inmunoglobulinas G las que fijan con mayor
avidez complemento; IgG3 resulta ser mas eficiente,
pues requiere de algunos cientos de moléculas, res-
pecto a IgG1l que requiere 10,000 moléculas para
producir el mismo efecto!”.

Fisiopatologia: la sensibilizacion del eritrocito ocu-
rre a 37°C, pudiendo provocar hemolisis extravas-
cular por fagocitosis en: células reticuloendoteliales
en sinusoides del bazo, cuando la cantidad de IgG
unida al eritrocito es baja, o fagocitosis por los ma-
crofagos a nivel de higado, si la cantidad de IgG
recubriendo los eritrocitos es alta y se ha producido
activacion del complemento hasta C3b, lo que coad-
yuva a la opsonizacioén. También se ha descrito que
los eritrocitos opzonizados con IgG pueden unirse
al receptor Fc de los macréfagos, provocando daiio
en la membrana celular y dando origen a los mi-
croesferocitos, los que también serdn retirados en
los senos del bazo®2Y.

Cuando la AHAI se desarrolla con purpura trombo-
citopénica idiopatica (PTI), simultanea o secuen-
cial, es conocida como Sindrome de Evans®?.

b) AHAI producidas por anticuerpos frios

Conocida como sindrome de aglutininas frias, esta
AHALI es poco comun. El isotipo de inmunoglobu-
lina formada es IgM y representa el 10 - 20% de las
AHAI®. Su incidencia es mayor en ancianos.

La hemolisis producida por estos anticuerpos actua
con mayor eficiencia entre los 0 y 20°C. Se diferen-
cian de los anticuerpos frios naturales irregulares por-
que en esta patologia el anticuerpo presenta un mayor
rango térmico y titulos altos (> 1:1000)3*. Se puede
presentar en forma idiopatica, pero lo habitual es aso-
ciada a infecciones, particularmente a infeccion por
Mycoplasma pneumonie y presencia de anticuerpos
contra antigeno I (sistema I ISBT 027)?%. También
se han descrito casos en mononucleosis infecciosa,
VIH, hepatitis C, influenza, citomegalovirus, rubeo-
la, varicela, sarampiodn, sifilis, malaria, endocardi-
tis bacteriana, entre otros®). En forma mads rara, en
casos asociados a sindromes linfoproliferativos, en
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donde la crioaglutinina es monoclonal'*2®,
Fisiopatologia: 1a hemdlisis que se produce en estos
casos es intravascular, dado que la IgM es eficiente
en la activacion del complemento hasta llegar a com-
plejo ataque de membrana (C9) y también esté invo-
lucrado el sistema reticulo endotelial. El anticuerpo
IgM se une a los globulos rojos a temperaturas por
debajo de los 37°C. Conforme los hematies retornan
a la temperatura corporal, la IgM se disocia, dejando
solo a C3b unido a la superficie del eritrocito. La
IgM liberada puede entonces unirse a otras células a
bajas temperaturas. Mientras el hematie recubierto
de C3b es detectado por receptores especificos de
los macrofagos del sistema reticulo endotelial (par-
ticularmente higado) sufriendo fagocitosis®”. Este
proceso suele ser autolimitado, ya que con el tiempo
los componentes C3b son hidrolizados a su forma
inactiva (C3d), por inactivador C3 impidiendo que
sean reconocidos por los macrofagos®”. A pesar de
que el sindrome generalmente tiene un curso leve,
en algunos casos puede poner en peligro la vida del
paciente. La manifestacion clinica caracteristica de
este sindrome es la acrocianosis!*-32%),

¢) AHAI producidas por anticuerpos bifasicos
También conocida como hemoglobinuria paroxisti-
ca a frigore. En este tipo, los autoanticuerpos produ-
cidos son de tipo IgG, siendo su especificidad hacia
el antigeno P (sistema sanguineo P ISBT 003)?%. Es
poco frecuente (2%) y suele presentarse en nifios,
secundaria a infecciones. Su curso clinico es croni-
co y cursa con hemoglobinuria tras la exposicion al
frio, escalofrios, vomitos, fiebre, dolor renal, abdo-
minal y de miembros inferiores.

El anticuerpo se une al eritrocito en frio, luego el
complejo antigeno-anticuerpo se separa, por tan-
to no hay fagocitosis y la hemolisis se produce a
37°C, siendo la destruccion aguda a nivel intravas-
cular por activacion del complemento®’2%. Esta
caracteristica (importante para ser demostrada en
el laboratorio) los denomina anticuerpos de Dona-
th-Landsteiner.

d) AHAI inducida por drogas

Se han identificado varios medicamentos que pueden
ocasionar AHAI y PAD positivo, por diferentes me-
canismos®, pudiendo clasificarlas segiin el meca-
nismo de accion de la droga®®. Suponen entre el 16
al 18 % de las anemias hemoliticas autoinmunes®.
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a) Mecanismo tipo hapteno: en este tipo, la droga
se une a la membrana del eritrocito en forma co-
valente sin causar dafio a los eritrocitos. Este paso
le otorga la antigenicidad necesaria para que se sin-
teticen anticuerpos dirigidos contra los epitopes de
la droga que recubre estas células. Los anticuerpos
formados contra el hapteno son predominantemente
isotipo IgG, lo que explica que la mayoria de los
eritrocitos recubiertos con la droga sean retirados de
circulacion por los macréfagos del bazo, haciendo
que la hemolisis que predomine sea extravascu-
lar®. El medicamento que clasicamente se describe
en la literatura para este mecanismo es la penicilina.
Se ha reportado que el 3% de los pacientes que se
les administra altas dosis por via intravenosa (> a
10 x 10¢ U/dia) desarrollaran anticuerpos anti-pe-
nicilina®?”, Estibofeno, cefalosporinas, tetracicli-
nas, tolbutamida y semisintéticos de penicilinas son
otras drogas que pueden ocasionar AHAI por este
mecanismo®.

b) Mecanismo de tipo complejo inmunitario: se ini-
cia con la formacion de anticuerpos anti-droga pre-
dominantemente de isotipo IgM, los que reconoce-
ran a la droga en el plasma, para finalmente unirse
en forma inespecifica a la membrana del globulo
rojo formando una tri-molécula estable o también
llamada complejo ternario, provocando que la des-
truccion de los globulos rojos esté mediada por la
activacion del sistema del complemento hasta C9,
dando como resultado la lisis intravascular de los
globulos rojos, que puede llevar al paciente a fallo
renal, coagulacion intravascular diseminada y/o
muerte®?, Este mecanismo puede ser desarrollado
con pequefias dosis del farmaco®®.

Es importante sefialar que el término “autoinmune”,
es inapropiado para designar a las anemias hemoli-
ticas por drogas que provocan la hemdlisis por los
mecanismos anteriormente descritos, por el hecho
de que los anticuerpos producidos son especificos a
un componente exodgeno (la droga) y no contra com-
ponentes propios del eritrocito.

¢) Mecanismo tipo formacion de anticuerpos: en
este caso, a diferencia de los descritos anteriormen-
te, los anticuerpos formados son verdaderos autoan-
ticuerpos antieritrocitos. Se han descrito dos meca-
nismos para explicar su formacion: a) que la droga
interfiere con la funcion de los linfocitos T supreso-
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res, ayudando a la proliferacion de células B; b) que
la droga cause una alteracion a los antigenos de los
globulos rojos, creando nuevos epitopes, que no son
reconocidos como propios. El isotipo de autoanti-
cuerpo formado es principalmente IgG, que se une
a los eritrocitos, para ser retirados de circulacion a
través de fagocitosis®539,

La droga antihipertensiva alfa-metildopa (4/domef),
es la que con mas frecuencia induce este tipo de me-
canismo de hemolisis inmune®? y tiene la particula-
ridad que la suspension de la administracion del far-
maco no asegura la remision del proceso hemolitico,
lo que apoya el concepto de que el trastorno ocurre
a nivel central®?. Se ha visto que el desarrollo de
los anticuerpos es dependiente de dosis y tiempo de
administracion de la droga. Un 30 % de los pacien-
tes tratados con alfa-metildopa desarrollan una PAD
positiva, variando desde un 11% a 40% seguin la do-
sis diaria; sin embargo, menos del 1% desarrollan
una anemia hemolitica significativa®®.

d) Mecanismos de adherencia no especifica: utili-
zado para describir como algunos medicamentos
parecen ser capaces de modificar la membrana de
los eritrocitos, provocando una disminucion de la
vida media, sin mediar formacion de un anticuerpo.
En 1971, Spath et al®® demostraron que al enfren-
tar un plasma normal a glébulos rojos tratados con
cefalotina, éstos eran capaces de adsorber IgG, C3,
albumina, fibrinégeno, entre otros, dando una PAD
positiva. Posteriormente se demostré que la unioén
del medicamento modifica la membrana del hema-
tie, haciendo que dichas proteinas se unan de forma
inespecifica. Esta uniéon no provoca hemolisis de los
glébulos rojos; sin embargo, se ha demostrado una
menor vida media de éstos en pacientes que reciben
tratamiento con medicamentos que contienen inhi-
bidores de P-lactamasas y cefalosporina, aparente-
mente mediado por macrofagos©?.

Diagnostico

Las AHALI, en la practica clinica, suele ser de diag-
noéstico y tratamiento problematico y dependen de
la adecuada comprension de la fisiopatologia y las
pruebas de laboratorio realizadas, que incluyen la
combinacion de signos de hemolisis en los globulos
rojos junto a la deteccion de auto-anticuerpos y/o
complemento. La primera evidencia de una AHAI
es la PAD, que generalmente da resultado positivo;
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sin embargo, un resultado negativo, no excluye el
diagnostico de AHAI®Y.

Pruebas de laboratorio: se observan niveles ele-
vados de lactato deshidrogenasa (LDH), hiperbili-
rrubinemia indirecta, disminucion de haptoglobina,
hemoglobinuria y reticulocitosis y/o esferocitosis en
frotis sanguineo, lo que refleja un incremento de la
destruccion de los globulos rojos, ya sea debido a la
hemolisis intra o extravascular>39).

Diagnostico inmuno-hematologico: tiene como ob-
jetivo detectar auto-anticuerpos contra globulos ro-
jos, por medio de la PAD, que serd positiva en un
90% de casos de AHAI por anticuerpos calientes!'®;
sin embargo, si esta prueba es negativa, la presencia
de esferocitos en la sangre periférica puede apoyar
el diagnostico®. En el caso de que la PAD resul-
te positiva al utilizar un reactivo poliespecifico, se
debe realizar una PAD diferencial, con la utilizacion
de reactivos monoespecifico (anti IgG, anti IgA, anti
IgM, anti C3c, anti C3d, anti C4b), con el fin de dis-
criminar el tipo de inmunoglobulinas y/o la fraccion
de complemento que recubre los glébulos rojos. El
20 a 66% de los casos son unicamente debidos a
IgG, del 24 a 63% sera tanto IgG como C3, del 7
a 14% sera solo C3 y del 1 a 4%, sera negativo®®.
En el 10% de las AHAI de tipo caliente la PAD es
negativa. Tres razones principales explican la ausen-
cia de una prueba positiva de antiglobulina directa
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en estos casos: a) sensibilizacion IgG por debajo del
umbral de deteccion por el reactivo antiglobulina
comercial, b) IgG de baja afinidad, eliminada por
lavados preparatorios no realizados a 4°C o a baja
fuerza ionica y c) sensibilizacion de los eritrocitos
por IgA, o rara vez por IgM monomérica, pero no
acompafiada por fijacion del complemento, y por lo
tanto no detectable por un reactivo antiglobulina co-
mercial que contiene anti-IgG y anti-C3d.

La opsonizacion de los globulos rojos con anticuer-
pos puede ser confirmada utilizando un método al-
ternativo para detectar niveles bajos de inmunoglo-
bulinas, como el uso de lavados de baja fuerza ionica
a 4°C para preparar las células, antes de adicionar el
suero antiglobulina®”, utilizar pruebas con anti-IgA
y, si es necesario, un reactivo anti-IgM63849_ Otra
alternativa es la citometria de flujo que se utiliza
para detectar globulos rojos recubiertos ya sea con
auto-anticuerpos o complemento!!34142,

El uso de immunoblotting para detectar pequefias
cantidades de inmunoglobulina adherida a los eri-
trocitos ha sido demostrado; sin embargo, se requie-
ren estudios adicionales para validar el uso de esta
técnica.

Como resumen, en la figura 1 se muestra un algo-
ritmo para establecer el diagnostico diferencial de
la AHAL

Paciente con signos clinicos y de
laboratorio que evidencian

hemolisis

. Rebalde] Positiva
Prueba Antiglobulina Directa | «
Donath-Landsteiner diferencial
Pos%ivo
AHAI
Anticuerpos
bifésicos SAGH SAGH
1gG C3d
Posjtivo Pos|tivo
AHAI AHAI )
Anticuerpos Anticuerpos
calientes frios )

Antiglobulina Directa Negativa PAD PAD
(reactivo N ifi N ifico
poliespecifico lgA leM
18G/C3d) B
Po%ﬂvo Positivo
A

Prueba de

AHAI AHAI
mediada IgA mediada IgM

Negativa

A

Uso de técnicas que detecten bajos
niveles de Inmunoglobulinas
( Gel Test/Citometria de Flujo)

Proceso
mediado

Confirma Positivo
«rositivo |

Hemolitico
por Inmunoglobulinas

Figura 1. Diagnostico Inmunohematologico Diferencial de AHAIL Fig: elaboracion propia.
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Tratamiento

Antes de la aparicion de los corticoides la AHAI se
trataba exclusivamente con terapia de transfusion
sanguinea y procedimiento de esplenectomia®.
Hoy en dia, la transfusion debe ser evitada, en lo
posible, dado que hay un riesgo significativo para
la formacion de aloanticuerpos y ademads, la he-
molisis en curso puede ser agravada por la transfu-
sion, ya que los auto-anticuerpos también reaccio-
nan con los globulos rojos transfundidos®#¥. Los
tratamientos actuales buscan detener o atenuar el
proceso hemolitico a través de la inhibicion de la
produccion de autoanticuerpos y/o inhibicion de
la destruccion de globulos rojos. La disponibilidad
de terapias que tienen como blanco a las células B
cuestiona la importancia de la esplenectomia. Los
estudios que evaltian la eficacia de tratamientos
son escasos, ya que la AHAI es una enfermedad in-
frecuente y afecta a una poblacion heterogénea de
pacientes. Ademas, la interpretacion de la eficacia
del tratamiento es dificil, al no haber definiciones
uniformes para la respuesta a la terapia, ya sea una
remision completa o parcial®®. El tratamiento espe-
cifico de las AHALI varia segun el origen idiopatico
o secundario de la enfermedad y el tipo de autoan-
ticuerpo presente.

Tratamiento AHAI por anticuerpos de tipo IgG: la
terapia en este tipo de anemia va a depender de la
severidad de la enfermedad:

Tratamiento de primera linea. Corticoides: se em-
plean cuando el grado de hemolisis es tal que la ane-
mia es considerable. El mas comiinmente usado es la
prednisona. Con su uso se obtiene remision parcial en
el 60 al 70% de los pacientes y completa en un 10 a
15%®. Su mecanismo de accion se relaciona con la
disminucion en la produccion de auto-anticuerpos por
las células B asi como la reduccion de la densidad de
receptores Fc-gamma de los fagocitos. Una respuesta
satisfactoria a este tratamiento por lo general ocurre
a los 4-7 dias de iniciar el tratamiento, observando-
se un lento incremento en el nivel de hemoglobina
de 2-3 g/dL por semana. Cuando se logra niveles de
hemoglobina de 10 g/dL en el paciente, se comienza
a reducir lentamente la dosis de los corticoides"®. Si
no hay remision con los corticoides, o causan efectos
secundarios (alteran los niveles de colesterol, hiper-
glucemia, hipertension, glaucoma, osteoporosis, en-
tre otras), se realiza tratamiento de segunda linea.
Tratamiento de segunda linea: esplenectomia, anti-
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cuerpos monoclonales anti CD20 y farmacos cito-
toxicos4).

Esplenectomia: tratamiento de segunda linea de pre-
ferencia en pacientes con resistencia a tratamientos
de primera linea, por su eficacia a corto plazo y la
buena tasa de respuesta inicial. Diferentes estudios
muestran una respuesta al procedimiento bastante
variable, ya que no hay estudios que demuestren
predictores de resultado confiables para este trata-
miento"®49, Ademas, la esplenectomia puede estar
asociada a complicaciones de tipo quirdrgicas, in-
fecciones, tromboembolismo, hipertension pulmo-
nar y muerte en algunos casos®647,

Anticuerpos monoclonales anti CD20

Rituximab. corresponde a un anticuerpo quimeérico
monoclonal anti CD20, molécula expresada en to-
das las células B. Su administracion disminuye la
produccion de autoanticuerpos mediante una des-
truccion selectiva de estas células. La eficacia de
rituximab en AHAI por IgG es dificil de evaluar de-
bido a la considerable falta de estudios prospectivos
controlados. Sin embargo, en estudios retrospecti-
vos se reportan remisiones completas en 20 a 70%
de los pacientes®®. Hoy en dia se le considera como
el sustituto a la esplenectomia cuando un paciente
es resistente a los corticoides™®*. El rituximab es
bien tolerado, pero pueden aparecer reacciones, es-
calofrios e hipotension, y se ha reportado que puede
causar una complicacién muy rara, pero fatal, leu-
coencefalopatia multifocal progresiva después de su
administracion®'3253),

Obinutuzumab: anticuerpo monoclonal tipo 2 con-
tra CD20. Es un IgG1 que reconoce un epitope tini-
co, y se ha demostrado mejor capacidad de union a
linfocitos B que rituximab, reduciendo el riesgo de
modulacion antigénica por aumento de la deplecion
de células B®).

Ofatumumab: se une con mayor afinidad a un epito-
pe distinto en la molécula CD20 y da como resultado
una mayor citotoxicidad dependiente del comple-
mento y, por lo tanto, un agotamiento mas eficaz de
las células B. Su caracteristica estructural le permite
unirse a CD20 en la proximidad mas cercana a la su-
perficie de la membrana celular. Esta caracteristica,
ademas de una union mas avida a C1q y un impacto
aparentemente reducido de las proteinas regulado-
ras del complemento, contribuye a que ofatumumab
se ha considerado superior en comparacién con ritu-
ximab, sumado a una tasa de disociacion mas lenta

75



con una vida media de tres horas“-3459).

Farmacos citotdxicos: la azatioprina y la ciclofos-
famida son los farmacos mas utilizados de esta ca-
tegoria. Su mecanismo de accioén es disminuir la
produccion de autoanticuerpos, mediante un efecto
mielosupresor, por lo que su uso tiene ademas efec-
tos periféricos, como la disminucién en el recuen-
to de células sanguineas, debiendo administrarse
junto a un quimioprotector (Mesna) y G-CSF para
obtener un tratamiento exitoso®®. Puede ser admi-
nistrado como monoterapia o en combinacién con
corticoides. También se han descrito casos con el
uso de vincristina como alternativa valiosa, ya que
tiene la ventaja de ser menos mielotoxica que la ci-
clofosfamida®”. Otros medicamentos inmunosupre-
sores, como la ciclosporina o micofenolato mofetil
parecen ser eficaces en algunos casos®®. El danazol,
esteroide sintético derivado de la etiniltestosterona,
con propiedades antiestrogénicas y débilmente an-
drogénicas y reduce de forma significativa los ni-
veles de IgG, IgM e IgA. Ha demostrado resultados
variables en el tratamiento de la AHAI"?.

Otros tratamientos. Alemtuzumab: es un anticuerpo
IgG monoclonal dirigido contra el CD52, molécula
presente en la membrana de linfocitos B y linfocitos
T. Se ha utilizado en casos de AHAI con refractarie-
dad a tratamientos con corticoides, esplenectomia
y rituximab®”. Sin embargo, debido a su alta toxi-
cidad se considera una opcién de "altimo recurso"
para tratar esta patologia©®®.

Terapia transfusional en pacientes con AHAI: la
terapia transfusional en pacientes con AHAI me-
diada por anticuerpos calientes presenta un pro-
blema clinico importante debido a la dificultad en
obtener unidades de sangre compatible, por lo que
deberia ser evitada. Sin embargo, en pacientes con
niveles peligrosamente bajos de hemoglobina, se
puede considerar la transfusion, como tratamiento
complementario, hasta que se logre una respuesta
a los medicamentos®. El requisito minimo es que
los globulos rojos seleccionados deben ser compa-
tibles para sistema ABO, los 5 antigenos mayores
del sistema Rh y antigeno Kell. Y en caso de que el
paciente presente ademds un aloanticuerpo identi-
ficado, deben carecer también del antigeno al cual
esta dirigido®”. Igualmente la prueba cruzada dara
positiva, por lo que se considera la premisa “tan
compatibles como los propios”®”. Desde el punto
de vista de la administracion, esta debe realizarse a
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una velocidad de infusion lenta, considerando que
células transfundidas seran destruidas al mismo rit-
mo que las células propias del receptor®-D,

Tratamiento AHAI por anticuerpos de tipo IgM: la
AHALI producida por anticuerpos frios es de afecta-
cion cronica, por lo que la terapia adecuada puede
requerir s6lo que el paciente evite las temperaturas
bajas. En los pacientes en que el cuadro es grave, la
terapia se dirige a reducir la produccion de anticuer-
pos por medio de inmunosupresion, ya que el uso
de corticoides o la esplenectomia, no han mostrado
resultados favorables©9.

Tratamiento con clorambucil: agente citotdxico uti-
lizado en casos de hemolisis grave. La eficacia de
este medicamento en términos de un aumento en el
nivel de hemoglobina, es mas bien baja®®.
Tratamiento con eculizumab: corresponde a un
anticuerpo monoclonal que impide la division de
C5, previniendo los efectos citotoxicos y proinfla-
matorios de la activacion del complemento, como
también la disminucion de la hemolisis intravascu-
lar, lo que mejora la condicion del paciente®®. Este
medicamento esta aprobado para las indicaciones
de hemoglobinuria paroxistica nocturna y sindrome
urémico hemolitico; no obstante también se esta ad-
ministrando a pacientes con anemia por anticuerpos
frios, como tratamiento de segunda linea®>%),
Tratamiento con rituximab. este medicamento tie-
ne documentada una eficacia a corto plazo. En un
estudio realizado por Berentsen y col®?, la tasa de
respuesta de rituximab en AHAI por anticuerpos
frios fue del 60%. En cuanto a efectos secundarios
del medicamento, no hay variacion respecto a los
demostrados en AHAI por anticuerpos calientes,
pero no cabe duda de que el beneficio a corto pla-
zo versus el riesgo al tratamiento con rituximab, lo
posiciona como la mejor opcidn para los pacientes
en los que no se pueden realizar la esplenectomia o
bien se niegan a ella®”. Resultados similares fueron
obtenidos por Schollkopf'y col, en 2006®.

Terapia transfusional en pacientes con anticuerpos
de tipo IgM: la terapia transfusional generalmente
no se necesita para pacientes con hemolisis media-
da por anticuerpos frios. Sin embargo, cuando las
transfusiones son necesarias, todas las pruebas pre-
transfusionales deben realizarse a 37 °C, para mini-
mizar los efectos de los anticuerpos frios y permitir
la deteccion de aloanticuerpos©®.
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Tratamiento AHAI producida por drogas: la
medida mas importante para el tratamiento de estas
anemias hemoliticas es la interrupcion de la droga,
mientras que el laboratorio realiza las pruebas sero-
logicas para establecer el diagnostico definitivo®?.
La hemolisis disminuira dependiendo del meca-
nismo de accion de la droga, pudiendo ser rapida
(complejo inmunitario), o dependiente de la concen-
tracion de droga en el plasma (tipo hapteno), y pau-
latina en el caso de produccion de autoanticuerpos,
ya que el farmaco no necesita estar presente para
que el anticuerpo se una a los globulos rojos. Es de
destacar que la PAD puede permanecer positiva du-
rante muchos meses®.

Conclusion
En el diagnostico de la anemia hemolitica autoin-
mune debe haber una sinergia entre la clinica, los

hallazgos de laboratorio que evidencien hemdlisis y
las pruebas inmunoldgicas. El fundamento del test
anti globulina, con innovacién en técnicas para su
realizacion, es la principal prueba para su estudio,
lo que confirma su eficacia.

En el tratamiento, si bien el foco inicial de las tera-
pias fue corregir la anemia y disminuir la hemoli-
sis por medio del uso de corticoides, transfusion y
esplenectomia, la presencia de aloanticuerpos con-
comitantes con los autoanticuerpos y el riesgo a in-
fecciones de los pacientes esplenectomizados hacen
que el uso de la transfusion sanguinea y la esplenec-
tomia sea hoy en dia controvertida. Los corticoides
siguen siendo el tratamiento de primera linea y sur-
gen pautas de tratamientos avaladas por estudios de
casos, que muestran la efectividad de los anticuer-
pos monoclonales anti CD20, transformandolos en
agentes terapéuticos de segunda linea.
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Introduccion

La leucemia/linfoma T del adulto (LLTA) es un sub-
tipo de neoplasia de células T periféricas que deriva
de linfocitos T CD4 infectados por el virus linfotro-
pico humano de células T tipo 1 (HTLV1)!¥, Fue
descrita por primera vez en Japon en 1977 y se ca-
racteriza por su mal prondstico®.

El HTLV1 fue el primer retrovirus descrito en 1980
en un paciente con linfoma cutaneo T. Existen entre
10 y 20 millones de personas afectadas en el mun-
do, aumentando la prevalencia en zonas endémicas
hasta un 15%, como es el caso de Japdn, Africa,
Melanesia ¢ Islas Seychelles. En Latinoamérica y
Argentina, donde también es endémico, la preva-
lencia es del 5%“. Por lo general la infeccion es
asintomatica y s6lo un 3-5% de las personas infec-
tadas desarrollan LLTA®®, Se transmite por contac-
to sexual, via parenteral y de madre a hijo en etapa
perinatal y de lactancia materna®. El periodo de la-
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tencia de la infeccidon es de 20 a 50 afos, variando
segun la region geografica, con un promedio de 40
afios en Sudamérica’*%?. El HTLV1 conduce a la
transformacion clonal y a la expansion de células T
activadas CD4 y CD25 positivas, constituyendo el
primer evento de un fenomeno de pasos multiples
en el proceso de leucemogénesis, en el que también
participan factores epigenéticos y genéticos consti-
tucionales o adquiridos®->.

Se presenta el caso de un varén con LLTA e infec-
cion con HTLV1 que expone dificultades diagnosti-
cas por una morfologia inhabitual.

Caso clinico

Varoén de 53 afios, de Misiones, al que, por presentar
lesiones maculo papulares y nédulos hiperpigmen-
tados en piel, se le realiz biopsia un mes previo
a la consulta, arrojando el diagnéstico de linfoma
T CD4+ de células pequeias y medianas, con mi-
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cosis fungoide como diagnoéstico diferencial. Se in-
terno por sindrome confusional, pérdida de peso y
progresion de las lesiones cutaneas. El laboratorio
evidencio Hb: 15,2 gr/dL, leucocitos 46.530/mm3,
linfocitos 5.200/mm3, plaquetas 374.000/mm3,
creatinina 1,6 mg/dL, calcemia 16,4 mg/dL, LDH
386 U/L. HIV no reactivo. RMN y estudio del LCR
normales. TC de torax y abdomen: imagen litica en
rama isquiopubiana izquierda. Frotis de sangre pe-
riférica: 12% de linfocitos con nucleo cerebriforme.
Medulograma: 6% de linfocitos de tamafio mediano
a pequefio con nucleo cerebriforme (Figura 1).
Citometria de flujo (CMF) de médula 6sea (MO):
21% linfocitos T de fenotipo maduro y patologico
CD4+, CD3s-, CD3c+ binodal, CD8-, CD5+, CD7+
homogéneo, CD2+int, CD16-, CD56-, CD26-,
CD38+/- heterogéneo. Anatomia patologica de MO:
infiltracion por linfoma T (Figuras 2 y 3).

La inmunohistoquimica marcaba el CD3+ 15% (Fi-
gura 4).

Rearreglo del receptor de células T (TCR) positivo.
La hipercalcemia fue tratada, con mejoria del cua-
dro neuroldgico. Se le inici6 corticoterapia en plan
de quimioterapia (QT).

Evoluciond con deterioro del sensorio, cefalea y
diplopia. LCR: GB 16/mm3, 80% mononucleares,
glucosa 39 mg/dL, proteinas 170 mg/dL, tinta china
positiva, antigeno criptococo positivo. Hemocul-
tivos: Criptococo neoformans grubii. La criptoco-
cosis fue tratada con anfotericina B y fluconazol.
Luego de la mejoria infectoldgica inici6 QT con
esquema CHOP. Present6 un segundo episodio de

CASO CLINICO

criptococosis meningea luego del primer ciclo de
QT. Se evidenciaron células T patologicas CD4+
en un nuevo estudio del LCR, con RMN normal,
por lo que se interpretdé como compromiso lepto-
meningeo por linfoma. Por presentar infecciones
oportunistas recurrentes se revaluo6 el diagnostico:
serologia HTLV1 positiva. CMF de SP: CD25 posi-
tivo. Se concluy¢ el diagnostico de LLTA asociado
a HTLV1, con morfologia tipo Sézary. Continu6 es-
quema CHOP y QT intratecal con respuesta parcial
luego de tercer ciclo. Fallecié por neumonia grave
y progresion de enfermedad antes de completar el
sexto ciclo.

Discusion

El diagnoéstico de LLAT se basa en la presentacion
clinica, la morfologia y el inmunofenotipo de las cé-
lulas malignas, debiendo confirmarse en todos los
casos la infeccion por el retrovirus HTLV1. Debi-
do a su baja prevalencia se requiere un alto indice
de sospecha. El 60-80% de los pacientes presenta
hipercalcemia como fendémeno paraneoplasico y
las infecciones oportunistas, como la neumonia por
Pneumocystis, la estrongiloidosis maligna y la crip-
tococosis diseminada, son frecuentes®?. La OMS
reconoce 4 subtipos de LLAT (Tabla 1) con las prin-
cipales caracteristicas que las distinguen'->7%),

La forma crénica se divide en favorable y desfavo-
rable, con una media de supervivencia de 2 a 5 afios
en el primer grupo y de s6lo meses en el segundo.
Se consideran desfavorables los pacientes que tie-
nen uno de los siguientes factores: albumina baja,

Figura 1. Linfocito con nticleo de aspecto cerebriforme en medulograma. May Grunwald Giemsa, 100x.
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Figuras 2 y 3. Anatomia patologica de médula 6sea. HE, 4x y 10x.

Figura 4. Inmunohistoquimica CD3 en biopsia de médula 6sea.
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Tablal. Clasificacion de Shimoyama de LLTA

Forma indolente: menos frecuente, por lo general asintomatica o con lesiones cutaneas o pulmonares,
GB normales, linfocitos patologicos < 5%, sin hipercalcemia.

Forma croénica: 10% de los casos, con lesiones cutaneas, linfadenopatias pequefias y linfocitosis absolu-
ta. LDH normal o con elevacion menor al 50%.

Leucemia aguda: 60% de los casos, con sintomas sistémicos, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
LDH elevada y linfocitos patologicos en SP > 1%. Supervivencia de meses a pesar de QT y TALO. Son
frecuentes las lesiones liticas 0seas, lesiones en piel similares a micosis fungoide e infiltracion de 6rganos
como el SNC. Frecuente la hiperleucocitosis < 100.000/microL.

Linfoma agudo: 20% de los casos, con linfadenopatias, linfocitos patologicos SP < 1%. Es menos fre-
cuente la hipercalcemia, las lesiones cutaneas y la hepatoesplenomegalia que en las formas agudas. Por lo

general las adenopatias respetan el mediastino.

LDH o BUN elevados. Ademas se han propuesto
la presencia de neutrofilia, mas de 3 sitios extra-
nodales, haber recibido QT y un indice de prolife-
racion medido por Ki67 alto como factores de mal
pronostico. Es de sefalar que, aun en presencia de
masas ganglionares voluminosas, tener mas de 1%
de células circulantes catalogaria al paciente como
portador de leucemia aguda. Por otro lado, si no hay
compromiso histologico de 6rganos demostrado, se
requiere al menos un 5% de células leucémicas cir-
culantes para el diagnostico de LLAT®79),
Morfolégicamente se reconocen 5 variantes, aunque
la mas caracteristica, conocida como en forma de
trébol o en flor, se ha considerado patognomodnica
y presenta nucleos polilobulados, cromatina homo-
génea y condensada, nucléolos pequefios o ausentes
y citoplasma basdfilo agranular. Las otras variantes
incluyen la forma de células grandes, de células an-
gioinmunoblasticas, de células anaplasicas y la me-
nos descrita en la literatura que es la de células tipo
Sézary!-57,

Por inmunomarcacion las células expresan marca-
dores de linfocitos T como el CD2, CD4 y CD5, asi
como CD45R0, CD29 y TCR alfa/beta; siendo ne-
gativos para el CD7, CD8 y CD26. Es caracteristica
la disminucion de la expresion de CD3. Los marca-
dores de activacion como HLA-DP, DQ, DR e IL2
alfa (CD25) son positivos, tipicamente con ausencia
de deoxinucleotidil transferasa. El panel minimo
para el diagnostico debe incluir el CD3, CD4, CD7,
CDS8 y CD2S5. El cariotipo suele mostrar multiples
alteraciones inespecificas que incluyen la trisomia
3, trisomia 7, la pérdida del cromosoma X y las alte-
raciones de cromosomas 6 y 14¢7,

Las células leucémicas de LLTA son clonales y

84

albergan ADN proviral en sitios aleatorios de in-
tegracion cromosomica®. Se desconoce el meca-
nismo por el cual el HTLV1 conduce al desarrollo
del tumor, sugiriéndose que la oncoproteina Tax y
la proteina HBZ juegan un rol esencial®>>"®. Tax es
un activador potente de la transcripcion y la sefiali-
zacion, al actuar sobre vias como NFkB, que es un
factor transcripcional dependiente de AMPc; ade-
mas, la proteina Tax conduce a la represion de TP53
y disrupcion de reguladores del ciclo celular, como
las ciclinas e inhibidores de ciclinas dependientes
de quinasas®?. La proteina HBZ evidencia la ex-
presion génica de HTLV1, con un papel central en
la leucemogénesis; asi su expresion se correlaciona
con la carga del provirus”. Las células neoplasicas
en la LLAT pierden la expresion de la proteina Tax,
asumiéndose que el efecto oncogénico de ésta ocu-
rre en estadios tempranos de la enfermedad, siendo
la proteina HBZ la encargada de perpetuar el pro-
ceso neoplasico®. Por otro lado, la secuenciacion
del genoma en pacientes con LLAT revel6 mutacio-
nes recurrentes de genes como el PLCGI, PRKCB,
CARDI1, VAV e IRF4, que participan en la senali-
zacion del receptor de células T y conducen también
a la activacion de NFkB, via crucial en la patogé-
nesis de la enfermedad. Otras alteraciones encon-
tradas incluyen las mutaciones del gen RHOA, del
regulador epigenético TET2 y de microRNA. Se
plantea que la infeccion por el HTLV1 influye en la
leucemogeénesis a través de mutaciones o deleciones
de TP53, TP15 o TP16 presentes en el 30-50% de
los pacientes®>7,

No es posible prevenir el desarrollo de LLAT en pa-
cientes infectados por el HTLV1, y las estrategias de
prevencion deben dirigirse a evitar la infeccion. Se
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han identificado factores de riesgo para el desarrollo
de enfermedad en los pacientes infectados, que in-
cluye la edad mayor a 40 afios, carga proviral alta en
células mononucleares de SP e historia familiar de
LLAT®. En los pacientes asintomaticos con formas
indolentes o en las cronicas favorables la estrategia
de tratamiento consiste en la observacion y el tra-
tamiento antiviral con zidovudina/interferon-alfa,
mientras que los pacientes con formas cronicas con
factores desfavorables deben recibir QT temprana-
mente®. La respuesta a la QT suele ser pobre pues
las células tumorales suelen expresar las proteinas
MDR, muestran inestabilidad genémica y clones
emergentes frecuentemente. Factores como la hi-
percalcemia y las infecciones oportunistas deriva-
das de la inmunosupresion también empobrecen el
prondstico”. Los esquemas de QT propuestos in-
cluyen: CHOP, CHOEP, DA-EPOCH, hyper-CVAD
o VCAP-AMP-VECP. Si se dispone de donante la
sugerencia es consolidar con TALO en primera re-
mision completa para prolongar la sobrevida global.
Los ensayos clinicos constituyen una alternativa va-

lida en pacientes recaidos/refractarios!”.

El uso de antivirales y QT parece superior a QT sola
en las formas agudas. El tratamiento de la leucemia
aguda se inicia con zidovudina/interferon-alfa como
induccion previa al esquema de QT, mientras que
en el tratamiento del linfoma agudo se inician de
forma simultanea los antivirales y la QT"?. Los
anticuerpos monoclonales, como anti CCR4 (moga-
mulizumab), anti CD52 (alemtuzumab) y anti CD30
conjugado (brentuximab vedotin), parecen ser una
alternativa futura. Las vacunas terapéuticas antivi-
rales contra distintas proteinas virales estan siendo
investigadas®.

Nuestro paciente corresponde al subtipo de leucemia
aguda por el porcentaje elevado de células leucémi-
cas circulantes, sin linfadenopatias ni organomega-
lias, llamativamente con LDH normal y presentan-
dose por morfologia como la variante poco frecuente
de tipo Sézary. Se reporta el caso con el objetivo de
describir las dificultades diagnosticas y terapéuticas
que impone esta entidad, teniendo en cuenta que la
infeccion por el virus es endémica en Argentina.

Conflictos de interés: Los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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Resumen

La leucemia de células vellosas (LCV) es una en-
fermedad rara e incurable que representa aproxima-
damente el 2% de las leucemias linfoides. El trata-
miento esta indicado en pacientes con enfermedad
sintomatica, ya sea por esplenomegalia, citopenias o
infecciones graves. Los analogos de nucleosidos de
purinas (ANP), como cladribina y pentostatina, son
las drogas de eleccion para el tratamiento de prime-
ra linea en la mayoria de los casos, logrando altas
tasas de remision y largos periodos libres de enfer-
medad. Sin embargo, las recaidas son frecuentes.
Los tratamientos de segunda linea incluyen ANP
combinados con rituximab pero, si bien conservan
eficacia, las terapias recurrentes se asocian a una
toxicidad acumulada importante. Por tal motivo, es
de suma importancia investigar y desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas como moxetumomab pasu-
dotox (CAT-8015).

Dos estudios multicéntricos, uno en fase I y otro en
fase 11, tuvieron resultados positivos, ya que moxe-
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tumomab pasudotox (CAT-8015) logro tasas eleva-
das de respuestas completas, respuestas duraderas y
enfermedad minima residual negativa demostrando,
ademas, ser seguro para pacientes con LCV recai-
dos o refractarios.

Abstract

Hairy cell leukemia (HCL) is a rare and incurable
disease that represents approximately 2% of lym-
phoid leukemias. Treatment is indicated for patients
with symptomatic disease manifested by spleno-
megaly, cytopenias or serious infections. Purine
nucleoside analogs (PNA), such as cladribine and
pentostatin, are the preferred drugs for first line
treatment in most cases. With PNA high rates of
complete response and long disease-free periods are
obtained, however, relapses are frequent. Second
line treatment includes PNA combined with ritux-
imab. Even active, recurring PNA are associated
with a significant accumulated toxicity. Hence, the
need for investigate new therapeutic alternatives as



MOXETUMOMAB PASUDOTOX. INMUNOTOXINA RECOMBINANTE ANTI-CD22

moxetumomab pasudotox (CAT-8015). Two multi-
center studies, one in phase I and one in phase III,
had positive results, since moxetumomab pasudo-
tox (CAT-8015) achieved high rates of complete
responses, lasting responses and negative minimal
residual disease, also proving safe for patients with
relapsed or refractory HCL.

Introduccion

La LCV es una leucemia linfoide rara, incurable y
de desarrollo lento, que se caracteriza por la acumu-
lacion de linfocitos B pequefios con proyecciones
citoplasmaticas (“vellosas”) en sangre periférica,
medula 6sea y pulpa roja del bazoV. Constituye
aproximadamente el 2% de las leucemias, es 4-5 ve-
ces mas frecuente en hombres y la mediana de edad
al diagnostico es 52 afios®. Tipicamente genera es-
plenomegalia y citopenias de distintas magnitudes,
con riesgo aumentado de infecciones y sangrados.
Diversos trabajos postulan que la LCV se origina a
partir de un linfocito B post centrogerminal® * que
sufre rearreglos de las cadenas pesadas de las inmu-
noglobulinas, expresion de moléculas de membra-
na/marcadores pan-B (CD19, CD20 y CD22), junto
a antigenos infrecuentes en células B, como CD1l1c
(monocitos y neutrdfilos), CD25 (linfocito T activa-
do) y CD103 (linfocito T intraepitelial)®. Si bien el
80-90% de los casos se acompafian de una mutacion
somatica, V600E en el BRAF, generando una ac-
tivacion constitutiva en la via de RAF-MEK-ERK
favoreciendo la proliferacion y sobrevida celular®,
hay una minoria que no la tienen.

El tratamiento estd indicado en pacientes con en-
fermedad sintomatica, ya sea por esplenomegalia,
citopenias o infecciones graves®. Los ANP, como
cladribina y pentostatina, son las drogas de eleccion
para el tratamiento de primera linea, logrando res-
puestas duraderas en la mayoria de los casos, con
altas tasas de remision completa y sobrevida glo-
bal y con sobrevida libre de progresiéon mayor en
aquellos pacientes que obtienen respuestas mas
profundas® '%. Sin embargo, el 30-40% de los pa-
cientes recaen dentro de los cinco a diez afios des-
pués del primer tratamiento.

Cléasicamente, los tratamientos de segunda linea
incluyen ANP solos o combinados con rituximab,
logrando respuestas menos profundas y de menor
duracion?. Por otro lado, los tratamientos combi-
nados aumentan las toxicidades!'?.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1 86-90, 2020

El interferon y la esplenectomia son tratamientos
validos en pacientes recaidos o refractarios, pero
hay una tendencia a utilizarlos cada vez menos vy,
por ende, suelen reservarse para casos aislados!'* 19,
Mas recientemente, el vemurafenib!®, ibrutinib!”y
moxetumomab pasudotox'® han sido estudiados en
pacientes refractarios o recaidos.

Moxetumomab pasudotox es una inmunotoxina re-
combinante anti-CD22, primera en su clase, y ha
sido aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) para el tratamiento de pacientes adultos con
LCV recaida/refractaria que han recibido al menos
dos terapias sistémicas previas, incluyendo un trata-
miento con ANPU?,

Mecanismo de accion

Moxetumomab es una molécula compuesta por la
exotoxina de Pseudomona truncada PE38 que inhi-
be la sintesis de proteinas y se encuentra fusionada
a un dominio variable de inmunoglobulina murina
recombinante, disefiada para unirse al antigeno de
superficie CD22 en células que expresan CD22%0,
Al unirse al CD22 en las células B, se internaliza a
través de endocitosis mediada por el receptor. Una
vez dentro de las células, el complejo CD22-moxe-
tumomab, transita hacia los endosomas donde, en
condiciones de pH bajo, moxetumomab se disocia
del CD22 y sufre un cambio conformacional que
conduce a la proteolisis por furina y a la liberacion
del fragmento de PE38 citotoxico truncado. Este
fragmento de PE38 truncado, a su vez, inhibe la tra-
duccion de proteinas e induce la muerte celular a
través de la apoptosis (Fig. 1)@V,

Moxetumomab en LCV

Moxetumomab monoterapia fue evaluado en un es-
tudio clinico de fase III, multicéntrico, de una sola
rama, (“1053”, clinicaltrials.gov, identificador:
NCT01829711), que incluyd 80 pacientes con LCV
recaida o refractaria y se llevo a cabo en 32 centros
de 14 paises.

El diagnostico de LCV se realiz6 por histologia y los
pacientes debian cumplir con alguno de los siguien-
tes criterios de tratamiento: neutrofilos <1.0 x 10°/L,
plaquetas <100 x 10° /L, hemoglobina <10 g /dL o
esplenomegalia sintomatica. Adicionalmente, los
pacientes debian haber recibido al menos dos trata-
mientos sistémicos previos, incluyendo dos cursos de
ANP, un curso de rituximab o un inhibidor de BRAF
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posterior a un Unico curso previo de ANP.

El objetivo primario fue evaluar la tasa de respuesta
completa duradera, definida como respuesta comple-
ta con remision hematoldgica por mas de 180 dias.
Los objetivos secundarios fueron la tasa de respues-
ta objetiva, duracion de la respuesta completa y ob-
jetiva, supervivencia libre de progresion, seguridad/
tolerabilidad, inmunogenicidad y farmacocinética.
Entre los pacientes incluidos, la mediana de canti-
dad de tratamientos previos fue de 3 (rango: 2-11).
De acuerdo a los criterios de inclusion, todos los pa-
cientes recibieron terapia previa con ANP. El 29%
recibio ANP combinado con rituximab. Otros regi-
menes de tratamiento recibidos previamente fueron
rituximab monoterapia (51%), interferén alfa (25%)
y un inhibidor de BRAF (18%).

La tasa de respuesta completa duradera fue del 30%
(IC95% 20-41), la tasa de respuesta global de 75%
(IC95% 64-84), la tasa de respuesta completa de
41% (IC95% 30-53) y la tasa de respuesta parcial
de 34% (IC95% 24-45).

La mediana del tiempo hasta la remision hematolo-
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gica fue de 1,1 meses (rango: 0.2 a 13). El 80 % de
los pacientes lograron una remision hematologica al
mes de iniciar el tratamiento (IC95% 1.0-1.2).

Con una mediana de seguimiento de 16,7 meses (2-
49), la mediana de duracion de la respuesta comple-
ta no se alcanzo®.

Dosis y administracién

La dosis de moxetumomab pasudotox es 0,04 mg /
kg y se aplica por via endovenosa (EV) en 30 mi-
nutos, los dias 1, 3 y 5, en ciclos de 28 dias, por
un maximo de seis ciclos o hasta la documentacion
de respuesta completa con enfermedad minima resi-
dual negativa, progresion de la enfermedad o toxici-
dad inaceptable.

Los pacientes deben recibir profilaxis para la insu-
ficiencia renal (hidratacion EV pre y post infusion),
tromboprofilaxis con dosis bajas de aspirina y pro-
filaxis para reacciones de hipersensibilidad (para-
cetamol, antihistaminico y ranitidina) entre 30 a 90
minutos previos a la infusion.

Moxetumomab no se recomienda en pacientes con
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insuficiencia renal grave (depuracion de creatinina
<29 ml / min)©@?,

Toxicidad. Eventos adversos

Las reacciones adversas > 3 mas frecuentes (noti-
ficadas en al menos > 5% de los pacientes) fueron
hipertension, neutropenia febril y sindrome urémico
hemolitico (SUH).

Las reacciones adversas mas comunes (= 20%), de
cualquier grado, fueron reacciones relacionadas con
la infusion (50%), edema periférico (39%), nauseas
(35%), fatiga (34%), cefalea (33%), pirexia (31
%), estrefiimiento (23%), anemia (21%) y diarrea
(21%).

Las anormalidades de laboratorio mas comunes (>
20%), de cualquier grado, fueron aumento de crea-
tinina, aumento de GOT/GPT, hipoalbuminemia,
hipocalcemia, hipofosfatemia, disminucion de he-
moglobina, disminucion del recuento de neutrofilos,
hiponatremia, aumento de la bilirrubina en sangre,
hipokalemia, aumento de GGT, hipomagnesemia,
disminucion del recuento de plaquetas, hiperurice-
mia y aumento de la fosfatasa alcalina'®2",

Se produjeron reacciones adversas que provocaron
la interrupcion permanente de moxetumomab en el
15% (12/80) de los pacientes. La reaccion adversa
mas comun que condujo a la interrupcion fue SUH
(5%). La reaccion adversa mas comun que resultd
en retrasos, omisiones o interrupciones de la dosis
fue la pirexia (3,8%)?".

Advertencia

Sindrome de extravasacion capilar (“capillary
leak”): es necesario controlar el peso y la presion
sanguinea; verificar los resultados de laboratorio,
incluida la albumina. Si se sospecha sindrome de
extravasacion capilar, retrasar la dosificacion o sus-

pender moxetumomab segun la gravedad.
SUH: es necesario monitorear la hemoglobina, el
recuento de plaquetas, la creatinina sérica y asegu-
rar una hidratacion adecuada. Se debe suspender
moxetumomab en pacientes con SUH!#20,

Conclusiones

La LCV se considera una enfermedad cronica. Aun-
que el primer tratamiento puede conducir a una re-
mision prolongada, el 30% al 40% de los pacientes
recaeran entre cinco y diez afios después. Con los
tratamientos posteriores, la duracion de la respuesta
disminuye y la toxicidad se acumula.

Hay muy pocas opciones terapéuticas disponibles
para las personas con LCV recaida/refractaria, y no
existe un estandar de tratamiento para pacientes con
LCV en la tercera linea o posterior que hayan sido
tratados previamente con ANP.

Moxetumomab es el primer tratamiento aprobado
por FDA para pacientes con LCV recaida o refracta-
ria luego de més de 20 afios sin innovacion en esta
enfermedad, demostrando ser eficaz y con un perfil
de toxicidad aceptable. Para pacientes que progre-
san antes de los 24 meses y que tienen indicacion
de tratamiento, las opciones son repetir un ANP
combinado seguido de rituximab o moxetumomab
pasudotox.

Los pacientes que reciben moxetumomab requieren
una hidratacion previa, premedicacion para reducir
las reacciones infusionales y monitoreo de la fun-
cion renal y electrolitos.

A pesar de que se requiere mayor seguimiento para
determinar la duracion de las respuestas y toxicida-
des a largo plazo, moxetumomab tiene el potencial
de convertirse en una opcion de tratamiento para pa-
cientes con LCV recaida o refractaria.
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Resumen

La enfermedad de von Willebrand constituye la
diatesis hemorrdgica mas frecuente a nivel mundial
que afecta a hombres y mujeres. Actualmente exis-
ten 3 tipos de enfermedad de von Willebrand: tipo
1, 2A, 2B, 2M, 2N y 3, siendo el tipo 1 el mas fre-
cuente. En Nicaragua el diagnoéstico de esta coagu-
lopatia se basa en pruebas basicas de hemostasia; lo
que supone diagnoésticos inadecuados. El presente
estudio determiné el factor von Willebrand antigé-
nico en pacientes con sospecha de enfermedad de
von Willebrand registrados en el Banco Nacional de
Sangre; Managua, Nicaragua en el afio 2017.

Se realiz6é un estudio descriptivo de tipo transver-
sal con 39 pacientes que presentaron sospecha de
enfermedad de von Willebrand. Se utilizd6 un kit
comercial para determinar la concentracidon plas-
matica del factor von Willebrand. Se obtuvo que el
69% presentd concentraciones normales del factor
von Willebrand. Sélo en el 31% de los pacientes la
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enfermedad de von Willebrand fue confirmada por
la disminucién de niveles del factor de von Wille-
brand.

Abstract

Von Willebrand's disease is the most frequent hem-
orrhagic diathesis worldwide affecting men and
women. Currently, there are 3 types of von Will-
ebrand’s disease: type 1, 2A, 2B, 2M, 2N, and 3,
with type 1 being the most frequent. In Nicaragua
the diagnosis of this coagulopathy is based on ba-
sic hemostasis tests; supposedly leading to inade-
quate diagnosis. The present study determined the
antigenic von Willebrand factor (vWF) in patients
with suspected of von Willebrand disease registered
in the National Blood Bank; Managua, Nicaragua
in 2017.

A descriptive cross-sectional study was conducted
with 39 patients with suspected von Willebrand’s
disease. A commercial kit was used to determine the
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plasma concentration of von Willebrand factor. It
was obtained that of 69% of the analyzed individ-
uals presented normal concentrations of von Wil-
lebrand factor. Only in the remaining 31% of the
patients the von Willebrand disease was confirmed
by decreased von Willebrand factor levels.

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand se considera el
trastorno hemorragico hereditario mas frecuente de
las proteinas de la coagulacion en los seres huma-
nos'V. La coagulopatia esta asociada a mutaciones
en el cromosoma 12, en la region p13.2 que codifica
para el factor von Willebrand®. Segtin las directri-
ces de la Federacion Mundial de Hemofilia, existen
3 tipos de enfermedad de von Willebrand: 1, 2A,
2B, 2M, 2N, y 3@. Se ha descrito un tipo de en-
fermedad von Willebrand adquirido desencadena-
do por enfermedades cronicas, sin embargo éste es
muy poco frecuente®.

El tipo 1 y 3 de la enfermedad se describen como
defectos cuantitativos del factor a nivel plasmatico;
siendo el tipo 3 el mas grave de ambos®. El tipo
2 se divide en 4 subtipos y se puntualiza como un
defecto cualitativo del factor; contemplando que el
subtipo 2A corresponde a una disminucion o au-
sencia de multimetros de peso molecular alto e in-
termedio con baja afinidad plaquetaria; el subtipo
2B se observa como una disminucion o ausencia de
multimeros de alto peso molecular con alta afinidad
plaquetaria®. El subtipo 2M presenta baja afinidad
plaquetaria sin pérdida de multimeros de alto peso
molecular; en cambio el subtipo 2N muestra baja
afinidad por union del factor VIII, lo que genera un
cuadro sintomatologico similar al de la hemofilia A;
por lo que el diagndstico de la enfermedad de von
Willebrand suele ser complejo®.

Por ello, el objetivo de esta investigacion se baso en
la determinacion del factor von Willebrand antigé-
nico en pacientes con sospecha de enfermedad de
von Willebrand registrados en el Banco Nacional de
Sangre; Managua, Nicaragua durante el afio 2017.
A nivel mundial se estima una prevalencia de enfer-
medad de von Willebrand de 0,6 a 1,3%, conside-
rando que las formas clinicamente significativas de
la enfermedad afectan a 100 personas por cada mi-
116n de individuos®. Sin embargo, se cree que existe
un porcentaje de individuos subdiagnosticados con
esta coagulopatia, ya que las manifestaciones clini-
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cas derivadas del trastorno, especialmente epistaxis,
menorragias y gingivorragias pueden ser leves, in-
terpretdindose generalmente como un cuadro sinto-
matoldgico dentro de lo comun.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio tipo descriptivo de corte
transversal, mediante la determinacién de la con-
centracion plasmatica del factor von Willebrand en
39 individuos con sospecha de enfermedad de von
Willebrand. El analisis se realizo por la presencia
de un cuadro sintomatolégico con manifestacion de
epistaxis, gingivorragias, hematomas y menorragia
en el caso de pacientes femeninas. Los individuos
seleccionados procedieron de diversas zonas del
pais, entre ellos 20 hombres y 19 mujeres. Se obtu-
vo consentimiento informado de todos los partici-
pantes para participar en el estudio y posteriormente
obtener una muestra sanguinea con citrato de sodio
3.8% para analisis de laboratorio.

Las muestras fueron ingresadas y procesadas en el
laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Po-
litécnico de la Salud UNAN-Managua entre marzo
y abril 2017. Para determinar la concentracion plas-
matica del factor von Willebrand se utilizé plasma
citratado. Las muestras fueron procesadas median-
te indicaciones establecidas por el kit ELISA fac-
tor von Willebrand (FvW:Ag Abcam-Cambridge,
2016); utilizando parametros de dilucion de reac-
tivos y muestras establecidos por el fabricante. La
lectura de cada muestra se realizo a través de un lec-
tor de microplacas (HumanReader HS) a una longi-
tud de onda de 450 nm.

Resultados

El estudio realizado en 39 pacientes con sospecha
de enfermedad de von Willebrand dio como resulta-
do que, del total de la poblacion muestreada, el 31%
(12 individuos) presentd concentracion disminuida
del factor von Willebrand con respecto a rangos nor-
males establecidos por la técnica empleada, mientras
que el 69% restante (27 individuos) tuvo una con-
centracion normal del factor en estudio (Grafico 1).
Por otra parte, la revision del historial clinico de los
individuos que presentaron niveles disminuidos del
factor von Willebrand destacoé las epistaxis y hema-
tomas como principales manifestaciones clinicas
(con un 33%) seguido de gingivorragias, hemar-
trosis y menorragias con un 25%. En menor pro-
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porcion se observo la manifestacion de equimosis
y petequias, presentandose en un 8% de individuos
afectados (Grafico 2)

Discusion

La enfermedad de von Willebrand es considerada el
trastorno hereditario mas comun de la hemostasia,
de expresion muy variable de acuerdo al tipo y se-
veridad de la enfermedad®.

De 39 pacientes con sospecha de enfermedad de von
Willebrand de acuerdo a su cuadro sintomatologico
que incluia la manifestacion de epistaxis, gingivo-
rragias, hematomas y menorragias (en el caso de las
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mujeres), el 31% -correspondiente a 12 individuos
del estudio- presentd concentracion disminuida del
factor von Willebrand, valores relativos hasta de un
30% de disminucion con respecto al rango de re-
ferencia presentado por la técnica (0.52-2.00 UI/
mL), mencionando que los valores obtenidos en
estos individuos confirman el padecimiento de la
coagulopatia, al revelar concentraciones disminui-
das del factor von Willebrand y presencia de cua-
dros de sangrado.

Igualmente, al mencionar que la enfermedad de von
Willebrand es una enfermedad de expresion varia-
ble, se observé en el estudio que la manifestacion de

. Pacientes con sospecha de enfermedad
de von Willebrand

Pacientes con concentracion normal
del factor von Willebrand antigénico

. Pacientes con concentracion disminuida
del factor von Willebrand antigénico

Confirmacioén por
ELISA FvW: Ag

Grafico 1. Confirmacion de la enfermedad de Von Willebrand mediante la determinacion
del factor von Willebrand antigénico.
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Grafico 2. Manifestacion de sintomatologia de acuerdo a la concentracion
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de factor von Willebrand Antigénico.
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epistaxis, hematomas y menorragias constituyeron
los sintomas de mayor frecuencia, sintomas que fue-
ron de severidad baja y principalmente presentados
por los individuos con concentracion mas bajas de
factor von Willebrand antigénico. Por otra parte, las
gingivorragias y hemartrosis fueron presentadas en
menor porcentaje de pacientes, al igual que las equi-
mosis y petequias, siendo éstos dos tltimos mani-
festados en intervalos de tiempo muy prolongados,
y que segun la literatura son infrecuentes en la en-
fermedad von Willebrand®. Un porcentaje bajo de
pacientes manifesto otros sintomas, como hemorra-
gias por extracciones dentales, sangrados oculares y
sangrados umbilicales; igualmente presentados con
poca frecuencia.

El grado de severidad y la frecuencia de la sintoma-
tologia en estos pacientes igualmente coincidié con
el diagnodstico de enfermedad von Willebrand, ex-
presando los pacientes afectados podrian estar aso-
ciados a un cuadro de enfermedad von Willebrand
tipo 1, el cual se caracteriza por episodios de sangra-
do leve y disminucion parcial del factor, que, segun
estadisticas mundiales el tipo 1 de la enfermedad,
es el mas comun®. No obstante, ello se corrobora-
ria con el empleo de otras pruebas como actividad
del cofactor de ristocetina y la prueba de agregacion
plaquetaria inducida por ristocetina®, pruebas que
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no fueron efectuadas en este estudio.

El 69% restante de individuos estudiados, pese a
que también manifestd sintomas caracteristicos de
la patologia, present6 una concentracion normal del
factor von Willebrand, lo que indic6 la posibilidad
de que esta poblacion presente otras alteraciones de
la coagulacion o bien otros defectos del factor von
Willebrand, tipos que pueden ser confirmados con
las pruebas antes mencionadas.

La determinacion del factor von Willebrand anti-
génico contribuyd por primera vez en Nicaragua
al diagnodstico de enfermedad de von Willebrand
en individuos con sospecha de la coagulopatia, lo
que permitié brindar un seguimiento adecuado de
los individuos, sefialando que centros de atencion de
coagulopatias como el Banco Nacional de Sangre
adoptaron e implementaron la técnica de factor von
Willebrand antigénico como una prueba del panel
especial para el diagnostico de trastornos hemosta-
ticos.
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Introduccion

ADAMTS-13 (A disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin type 1 repeats, member 13)
es una desintegrina y metaloproteasa, zinc y calcio
dependiente, codificada en el cromosoma humano
9q34 (Figura 1). Es sintetizada principalmente en
las células estrelladas del higado (90%) y, en menor
medida, en endotelio, rifion (células tubulares y po-
docitos), placenta y plaquetas. Tiene una vida media
de 2 a 3 dias, se libera como enzima activa a la cir-
culacion y, hasta el momento, no se han descripto
inhibidores fisiologicosV.

Las células endoteliales sintetizan el factor de von
Willebrand (VWF) y lo liberan a la circulacion prin-
cipalmente como multimeros ultra grandes (UL-
VWEF). El rol primario de ADAMTS-13 es clivar
estos ULVWE, originando las diferentes formas mo-
leculares del VWF que van desde dimeros simples
a multimeros mas complejos de hasta 20 unidades.
El sitio especifico de clivaje de ADAMTS-13 se en-
cuentra ubicado en la posicion Tyr1605-Met1606

del dominio A2 del monémero de VWF. Este sitio
se despliega, volviéndose accesible a ADAMTS-13
cuando la molécula es sometida a altas fuerzas de
cizallamiento (shear stress) (Figura 2). Esta degra-
dacion proteolitica de los ULVWEF es un evento fi-
sioldgico necesario, ya que €stos tienen un potencial
trombogénico elevado.

Cuando la actividad de ADAMTS-13 estd dismi-
nuida, como ocurre en la purpura trombocitopénica
trombdtica (PTT), los ULVWF persisten en circula-
cion, se unen a las plaquetas a través del complejo
glucoproteico GPIb-V-IX, promoviendo su agrega-
cion y la consecuente formacion de microtrombos
ricos en plaquetas y VWF que, al desprenderse, pro-
vocan patologia micro/macrovascular oclusiva con
isquemia tisular®.

Como las caracteristicas clinicas de PTT son simila-
res a otras entidades clinicas que se agrupan dentro
de las microangiopatias trombéticas (MAT), la de-
terminacion de la actividad de ADAMTS-13 resulta
una herramienta muy til para ayudar al diagndstico
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Dominios que contribuyen con la uniéon al VWF

Figura 1. Representacion esquematica de la molécula de ADAMTS-13
La molécula esta formado por: 1 dominio de metaloproteasa (M), 1 dominio simil-desintegrina (D), 8
repeticiones de motivos de trombospondina (T1 - T8), 1 dominio rico en cisteina (C), 1 dominio espacia-
dor (SPACER), 2 dominios CBU (CBU1 y CBU2).

Por la presencia del shear stress

Figura 2. Representacion esquematica de la molécula de VWF
a. La molécula de VWF presenta 1 region péptido senal (SP), 5 dominios D (D1, D2, D3, D4, D’), 3
dominios A (A1, A2, A3), 6 dominios C (C1-C6) y 1 dominio CK.
Durante la maduracion se elimina el péptido sefal y el propéptido.
b. Esquema que representa a la molécula de VWF liberada desde la célula endotelial o plaqueta.
En presencia de shear stress, el dominio A2 del VWF se despliega y expone los sitios de union a la
ADAMTS-13, lo que provoca finalmente el clivaje del enlace Tyr1605-Met1606 del VWF.
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diferencial, al seguimiento de la enfermedad y a la
evaluacion o modificacion del tratamiento.
Fundamento del ensayo

Los laboratorios especializados pueden determinar
tres caracteristicas relacionadas con ADAMTS13:
la actividad, el antigeno y la presencia de anticuer-
pos. Debido a su valor informativo acerca de la fun-
cionalidad de la molécula, la actividad es el princi-
pal parametro a evaluar.

Determinacion de la actividad de ADAMTS-13
Los primeros métodos descriptos para determinar la
actividad de ADAMTS-13, conocidos como de pri-
mera generacion, consisten en técnicas funcionales
basadas en la degradacion de la molécula completa
de VWEF, plasmatico o recombinante, por la enzima
presente en la muestra de plasma a analizar. Estos
ensayos requieren someter al VWF a condiciones
que permitan su desplegamiento, facilitando el ac-
ceso de la metaloproteasa a su lugar de accion. En
presencia de ADAMTS-13, las moléculas de VWF
son degradadas y, luego, los productos de digestion
son analizados por diferentes métodos: 1- separa-
dos por tamafio mediante electroforesis en geles de
SDS-agarosa o SDS-poliacrilamida, o 2- por su ac-
tividad residual medida a través de su union al co-
lageno o mediante el ensayo de agregacion plaque-
taria inducida por ristocetina. Algunas desventajas
que presentan estas metodologias es que requieren
mucho tiempo (2-3 dias), son dificultosos y presen-
tan mucha variabilidad intra e interensayo.
Actualmente, se utilizan los métodos llamados de
segunda generacién, que utilizan fragmentos espe-
cificos de la molécula de VWF (péptidos sintéticos)
aumentado la sensibilidad, especificidad y repro-
ducibilidad de los ensayos al eliminar la variacion
debido a la composicion multimérica del VWF. Al
mismo tiempo, no requieren un tratamiento previo
de la muestra para facilitar la accion enzimatica de
ADAMTS-13. De ellos los méas difundidos son los
enzimoinmunoanalisis comerciales (ELISA) con
deteccion por sustratos cromogénicos, como por
ejemplo TECHNOZYM® ADAMTS-13 Activity
(Technoclone GmbH, Vienna, Austria). Este méto-
do utiliza como sustrato un péptido recombinante
de fusion GST-VWF73, que contiene el sitio de
corte especifico de la ADAMTS-13, inmovilizado
en una placa sobre las que se afiade la muestra de
plasma en la que se quiere determinar la actividad
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de la enzima. En presencia de ADAMTS-13, este
sustrato es clivado, exponiendo una secuencia de
aminoacidos especifica que se detecta posterior-
mente con el agregado de un anticuerpo conjugado
con enzima peroxidasa y posterior revelado con un
sustrato cromogénico (TMB). La intensidad de co-
lor resulta directamente proporcional a la actividad
de ADAMTS-13.

Otro de los métodos actualmente disponibles son
los denominados FRETS (Fluorescence Resonance
Energy Transfer Assay). En estos ensayos, el frag-
mento VWEF73 es modificado quimicamente de ma-
nera que contiene un fluoréforo y una molécula que
acta inhibiéndolo. En presencia de ADAMTS-13,
ésta clivara el péptido, liberando el inhibidor y per-
mitiendo la emision de fluorescencia al exponerlo
a una cierta longitud de onda. La intensidad de la
fluorescencia serd directamente proporcional a la
actividad de la enzima.

Recientemente ha sido descripto un ensayo llama-
do HemosIL AcuStar ADAMTSI13 activity assay
(Instrumentation Laboratory, Bedford, Massachu-
setts, United States), que utiliza el péptido VWF73
unido a particulas magnéticas y tecnologia de qui-
mioluminiscencia como método de deteccion.

Determinacion de ADAMTS-13 antigénica
También existe la posibilidad de medir la concentra-
cion antigénica de ADAMTS-13, mediante la téc-
nica de ELISA. Esto resulta util para comprobar si
las alteraciones congénitas afectan la expresion de
la proteina o su actividad funcional.

Estudios complementarios

Para complementar los estudios se pueden determinar:

1. Anticuerpos anti-ADAMTS-13 totales: pueden
medirse por ELISA, western blotting o inmu-
noprecipitacion. Estos anticuerpos son principal-
mente de isotipo IgG, pero también se han des-
criptos de isotipo IgM e IgA.

2. Anticuerpos con accién inhibitoria de la ac-
tividad de ADAMTS-13: estos cobran impor-
tancia en el diagnostico de la PTT autoinmune o
adquirida. Para detectarlos se realiza una mezcla
de plasma de paciente con plasma control (1:1)
y posteriormente se determina la actividad de
ADAMTS-13 por alguno de los métodos previa-
mente descriptos. La capacidad inhibitoria del
anticuerpo se expresa en unidades Bethesda (1
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unidad Bethesda es la concentracion de anticuer-
po capaz de inhibir la actividad ADAMTS-13 en
un 50%).

3. Estudios genéticos de ADAMTS-13: ttiles para
la confirmacion del diagndstico de PTT heredita-
ria. Existen mas de 100 mutaciones descriptas en
el gen de ADAMTS-13, algunas en estado homo-
cigota y otras en estado heterocigota, que estan
involucradas en la fisiopatologia de la PTT®.

Condiciones preanaliticas para medir la activi-
dad de ADAMTS-13

- Toma de muestra: es aconsejable extraer una
muestra antes del inicio del tratamiento de plasma-
féresis, atn sin tener un diagnostico certero, para co-
nocer el valor basal de la actividad de ADAMTS-13.
En el seguimiento del paciente, la toma de muestra
debera realizarse lo mas alejada posible de la plas-
maféresis ya que ésta puede provocar que se sobres-
timen los niveles de actividad de la enzima.

- Muestra: se utiliza muestra de plasma pobre en
plaquetas obtenido con citrato de sodio 3.2% (1:9).
No puede utilizarse EDTA como anticoagulante, ya
que es un inhibidor irreversible de la actividad de
ADAMTS-13. Las muestras pueden ser conserva-
das 2-4 horas a temperatura ambiente o bien guarda-
das congeladas, preferentemente a una temperatura
< =70 °C. Deben descongelarse a 37 °C en el mo-
mento de realizar las determinaciones.

- Interferencias: hemolisis o lipemia severa o una
marcada hiperbilirrubinemia interfieren en las de-
terminaciones pudiendo arrojar falsos valores dis-
minuidos de actividad de ADAMTS-13, particular-
mente en los ensayos FRETS. La hemoglobina libre
en el plasma de pacientes con hemolisis intravas-
cular puede también inhibir a ADAMTS-13?. La
presencia de proteasas, como por ejemplo catepsina
G o elastasa, puede hacer que se sobrevaloren los
niveles de ADAMTS-13 por protedlisis inespecifica
del péptido VWF73.

Condiciones analiticas

Con el objetivo de armonizar los resultados de labo-
ratorio, la Organizacion Mundial de la Salud en el
afio 2014 desarroll6 el primer estandar internacional
(Codigo 12/252) que es utilizado como patrén pri-
mario para validar los calibradores provistos por los
kits. Este es un punto muy importante a evaluar en
el momento de la eleccion del método.
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Como control de calidad interno se utiliza el set de
controles provistos por el fabricante (alto y bajo).
Se dispone ademads de controles de calidad externos
como el External Quality Assessment Programme
(EQAP) de la fundacion ECAP (Paises Bajos).

En los casos del ELISA cromogénico y de FRETS,
se realiza una curva de calibracion en cada corri-
da. Son técnicas manuales que requieren personal
entrenado y demandan aproximadamente 3,5 horas
en el caso del ELISA cromogénico y 1 hora en el
caso de FRETS. Los limites de deteccion son de
0,2-0,5 % y 3-6 % de actividad de ADAMTS-13,
respectivamente. FRETS tiene como desventaja que
requiere de un espectrofluorémetro y un programa
informatico especifico.

Con respecto al HemosIL AcuStar ADAMTSI13
activity assay, es una técnica muy prometedora, ya
que es altamente sensible y especifica, totalmente
automatizada, que requiere s6lo 33 minutos para un
resultado pero necesita de un autoanalizador espe-
cifico: ACL AcuStarTM (Instrumentation Labora-
tory) que no estd actualmente disponible en todos
los paises. Ademas necesita mas estudios de valida-
ci6n contra los métodos de referencia. En este caso,
el limite de deteccion es de 0,2-0,5 % de actividad
de ADAMTS-13.

Tanto el ensayo cromogénico, como el FRETS y el
HemosIL AcuStar presentan una alta concordancia
para detectar valores menores al 10 % de actividad
de ADAMTS-13, que es el valor de corte definido
internacionalmente para diagnosticar deficiencia
severa de ADAMTS-13. Sin embargo para valores
superiores se observan algunas discrepancias .

En todos los ensayos, los resultados pueden ser
expresados como porcentaje o como actividad de
ADAMTS-13 (IU/ml).

Valores de referencia

Los valores de referencia para la actividad de
ADAMTS-13 son muy variables y dependen del
método utilizado y de la poblacién en estudio, por lo
cual se recomienda que cada laboratorio determine
su propio rango de referencia.

Se considera normal un valor de actividad de
ADAMTS-13 mayor a 40-50 % y se ha observado
en general que los valores poblacionales oscilan en
el rango de 90-110 %“.

Utilidad clinica

HEMATOLOGIA « Volumen 24 N° I: 95-100, 2020
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La principal utilidad de la medicion de la actividad
de ADAMTS-13 es para el diagnéstico diferencial
de las MAT.

Las MAT son un conjunto de entidades que se ca-
racterizan por la presentacion de anemia hemolitica
microangiopatica, con presencia de esquistocitos en
el frotis de sangre periférica, presencia de marcado-
res caracteristicos de hemolisis (elevacion de reticu-
locitos, lactato deshidrogenasa [LDH] y bilirrubina
indirecta y disminucion o ausencia de haptoglobina,
entre otros) y trombocitopenia de intensidad varia-
ble. Para el diagndstico diferencial, la historia cli-
nica del paciente juega un rol importante. Pueden
diferenciarse en primarias y secundarias (Cuadro 1).
Tanto las PTT adquiridas como congénitas se pre-
sentan con deficiencias severas en la actividad de
ADAMTS-13, por lo general menor al 10%, y se
consideran una emergencia médica, ya que la mor-
talidad a las 24 horas alcanza un 90% si el paciente
no es tratado, mientras que con el tratamiento ésta
disminuye al 10-20%. Es por esta razon que, ante la
sospecha de esta patologia basandose en la historia
clinica, el examen del paciente y el frotis de sangre
periférica, se comienza con tratamiento empirico de
plasmaféresis inmediatamente, aun sin contar con el
valor de actividad de ADAMTS-13. Consecuente-
mente, la utilidad clinica de la determinacion de
la actividad de ADAMTS-13 para diagnéstico de
la enfermedad en la urgencia médica es limitada,
y esto es debido a que no se disponen de métodos
de laboratorio que sean los suficientemente rapidos

para ayudar en ese momento. Aun asi, la toma de
muestra, previo a la plasmaféresis en el tratamiento
empirico, es de utilidad, porque ayuda al diagnostico
diferencial de las MAT y esto es beneficioso porque
permite optar por el tratamiento mas adecuado en
cada caso.

A su vez, la determinacion de la actividad de la me-
taloproteasa resulta util durante el seguimiento
del paciente en el tratamiento y en los periodos
de remision de la enfermedad, ya que es un buen
indicador de riesgo de recaidas y recurrencias, ade-
lantandose a la clinica del paciente.

En otras MAT, como en el caso del sindrome urémi-
co hemolitico (SUH), tanto tipico como atipico, si
bien se observa una disminuciéon de ADAMTS-13,
estos valores se encuentran por encima del 10%.
De igual manera, las MAT secundarias asociadas
a distintas condiciones clinicas como enfermedad
hepatica, estados inflamatorios agudos, coagulacion
intravascular diseminada, sindrome antifosfolipidi-
co catastrofico, consumo de determinados farmacos,
enfermedades del tejido conectivo, preeclampsia,
infeccion por VIH, neoplasias y embarazo, entre
otras, se presentan con niveles normales o dismi-
nuidos de actividad de la metaloproteasa, variables
segun la patologia asociada, pero mayores al 10%.
Por todo lo mencionado, la busqueda de nuevos mé-
todos rapidos y sensibles que ayuden en el diagnos-
tico temprano de estas patologias es uno de los obje-
tivos primordiales para poder aplicar el tratamiento
mas adecuado para cada una de ellas.

Cuadro 1. Clasificacion de las microangiopatias tromboticas

PTT Congénita
Alteraciones en el gen de la
ADAMTS-13

PURPURA TROMBOCITOPENICA
TROMBOTICA (PTT)
Actividad ADAMTS-13 menor al 10%

PTT Autoinmune
Presencia de anticuerpos inhibitorios

de ADAMTS-13

SUH tipico

SINDROME UREMICO HEMOLITICO

Actividad ADAMTS-13 mayor al 10%

asociado a infecciones productoras

(SUH) de Shigatoxina

SUH atipico
alteraciones del sistema
complemento

1 PRIMARIAS
MICROANGIOPATIAS
TROMBOTICAS |
(MAT)
— SECUNDARIAS

Asociadas a: farmacos, CID, LES,
embarazo, entre otras.
Actividad ADAMTS-13 mayor al 10%
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En diciembre de 2019 se reporta por primera vez
una infeccion del tracto respiratorio atribuida a un
nuevo virus que primero fue descripto como neu-
monia de etiologia desconocida, pero luego se supo
que se trataba de un coronavirus. En febrero de 2020
la OMS lo denomina “COVID-19”, un acrénimo de
“enfermedad por coronavirus 2019”" y en marzo de
2020 declara la “pandemia”. Una de las principales
preocupaciones de esta afectacion es la mortalidad,
que oscila entre 0.5 y 10%, con tasas de hospitali-
zacion entre el 10-20%, segln diferentes paises. La
capacidad de contagio es sumamente alta con tasas
de reproduccion de 2.2, esperandose asi un incre-
mento exponencial del virus en la comunidad®?.
La transmision se da de humano a humano. La pro-
teina S del coronavirus se une a las células huésped
mediante el receptor de angiotensina tipo 2 (ACE2)
fusionandose con la membrana celular y liberando el
ARN viral. A nivel intracelular, el ARN es identifi-
cado y usualmente reconocido mediante receptores
tipo Toll (TLR) 3, 7, 8 y 9. El receptor de ARN tipo
gen inducible por acido retinoico (RIG-I), receptor de
melanoma citosélico asociado a diferenciacion tipo 5
(MDAYS) y nucleotidiltransferasa ciclica GMP-AMP
sintetasa (cGAS) son los responsables del reconoci-
miento del ARN viral. Estos complejos celulares ge-
neran diversas cascadas de sefializacion que activan
factores de transcripcion nuclear tipo factor-KB (NF-
KB) y factor regulatorio de interferon (IRF3) con la
produccion de interferones tipo I (IFN-a/b) y una se-
rie de citoquinas proinflamatorias®.

Asi pues, la respuesta inmune es vital para la reso-
lucidon de la infeccion pero, si ésta evoluciona fuera
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de control, se transforma en la propia causante de
la gravedad. Se han observado diversas citoqui-
nas elevadas en pacientes con COVID-19: IL-1,
IL-6, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, TL-12, IL-13, IL-17,
GCSF, factor estimulante de colonias de monocitos
(MCSF), MCP-1, MIP-1aq, factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), IFN-y y TNF-a. Varios reportes
anatomopatologicos de autopsias evidenciaron una
respuesta inflamatoria importante en las vias aéreas
inferiores con subsecuente lesion pulmonar. La tor-
menta de citoquinas es originada por la invasion de
la mucosa respiratoria y, luego, por la respuesta in-
mune desencadenada®.

Muchas citoquinas confluyen estimulando la via
de sefializacion JAK/STAT en respuesta a estimu-
los inflamatorios sistémicos. En mamiferos, las vias
de JAK-STAT (del inglés Signal Transducers and
Activators of Transcription) estan constituidas por
cuatro JAK quinasas (JAK 1-3 y tirosina quinasa 2
[TYK2]) y siete STATs (STAT 1-6 con los homolo-
gos STATS5a y b). Las sefiales de la cascada se ini-
cian por la unién de las citoquinas al receptor JAK,
el cual es activado por transfosforilacion. Una vez
activado, STAT se une a su receptor de sefiales intra-
celulares para finalmente intervenir en procesos de
transcripcion y traduccion®. Incluso, se ha sefialado
las vias STAT3 y STAT5A como posibles blancos
contra el virus?”.

Los inhibidores del JAK han demostrado ser efec-
tivos en diversas patologias caracterizadas por
respuestas inflamatorias desmedidas y lesiones ti-
sulares de diversos 6rganos. Uno de los ejemplos
mas claros de esto es el uso del inhibidor de JAK1/
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JAK?2, ruxolitinib (Jakavi®), en patologias como
mielofibrosis, enfermedad injerto contra huésped
(EICH) o sindrome hemofagocitico®.

Otros datos preclinicos han demostrado que ruxoli-
tinib bloquea IFN-y mediante expansion de linfoci-
tos B CD38+ CD27- del centro germinal, mientras
que tofacitinib (inhibidor de JAK1/3) impide la ex-
pansion de células B.

Los estudios clinicos REACH en poblacion con
EICH refractaria a esteroides han demostrado res-
puestas clinicas favorables. EIl REACH 1 utiliz6 5
mg via oral cada 12 hs y, de no presentar reacciones
adversas en los primeros 3 dias de tratamiento, se
incrementaba la dosis a 10 mg via oral cada 12 hs.
Los estudios REACH 2 y 3 iniciaron directamente
con 10 mg cada 12 hs sin observar mayores tasas de
toxicidad, por lo que ésta es la dosis que se conside-
ra adecuada actualmente para EICH®,

Varios son los articulos que reportaron el beneficio
de ruxolitinib en sindrome de linfohistocitiosis he-
mofagocitica (HLH) primaria y secundaria reporta-
dos, entre otros, por Tefferi y col. En estos estudios,
al igual que como se ha comentado anteriormente,
se documento un descenso en los niveles de citoqui-
nas proinflamatorias post-tratamiento (IL-6, TNF-a,
GM-CSF, MCP-1 y MIP-1a)) demostrando ser supe-
rior incluso al uso de IFN-y®-12,

Otros estudios también demuestran efectividad del
inhibidor de JAK 1-2 en patologias como mastoci-
tosis sistémica o dermatomiositis juvenil refractaria
con reduccion importante en los niveles de IL-6,
TNF-a y MCP-1031519),

Ruxolitinib se absorbe por mucosa oral con una bio-
disponibilidad del 95%, alcanzando un pico plasma-
tico en 1-2 horas con vida media de 2.8-3 horas?.
Al ser un medicamento ya conocido en hematologia
y enfermedades autoinmunes, se ha reportado su
uso en situacion de sindrome agudo respiratorio se-
vero por COVID-19 en la ciudad de Livorno, Italia,

Bibliografia

1. Cascella M, Rajnik M, Cuomo A, Dulebohn SC, Di
Napoli R. Features, Evaluation and Treatment Coro-
navirus (COVID-19) [Internet]. StatPearls. StatPearls
Publishing; 2020 [cited 2020 Mar 26]. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32150360

2. Johns Hopkins CR. Coronavirus COVID-19 Global
Cases by the Center for Systems Science and Engi-
neering (CSSE) by Johns Hopkins Coronavirus Re-

102

CORREO DE LECTORES

presentando respuestas favorables sin defunciones y
con adecuada tolerancia en 8 pacientes!”.

Por lo mencionado, se justifica realizar un ensayo
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Introduccion

Una profunda tristeza senti cuando recibi el mail de la SAH que nos informaba el fallecimiento del Dr.
Héctor Longoni. Varias veces lo lei, sin entender que habia pasado, no lo podia creer. Héctor estaba con
su familia de vacaciones en Chile. Tuvo una descompensacion cardiaca y murid. Lo primero que pensé fue
“se fue un buenaso”. Son innumerables los calificativos que Héctor tenia, buena persona, buen compafiero,
humilde, trabajador, buen médico. Asi lo expresaron sus pacientes el dia de su entierro y sus compaferos
de trabajo a través de una carta.

No queria que su partida fisica quedara solo expresada con un recordatorio formal. Su trayectoria hemato-
logica es muy rica y tal vez poco conocida por muchos. Su personalidad silenciosa y quizas introvertida
ha hecho que su trabajo solo lo conociéramos quienes estdbamos cerca suyo. Este pensamiento personal
es compartido por varios colegas quienes decidimos juntarnos para recordarlo. De esta manera quedara en
las paginas de nuestra revista un reconocimiento por parte de quienes recorrimos este trayecto de su vida.
Conoci a Héctor durante el Curso de la SAH de especialista. (Cuadro 1: Promocién 86-87). Eramos 8 alum-
nos que nos reuniamos semanalmente con el Dr. Sanchez Avalos, quien dirigia el curso. En ese momento
soliamos hacerlo en el Sanatorio Giiemes. Un lujo nuestra cursada discutiamos casos clinicos y veiamos
preparados. Después cada uno siguié su camino y especialidad dentro de la hematologia.

Sus valores seran reconocidos por siempre.

PROMOCION ESPECIALISTAS CURSO SAH 86-87

Alumnos: Beatriz Grand, Jorge Gutiérrez, Héctor Longoni, Patricia Luchetta, Alberto Ma-
neyro, Graciela Pérez, Alejandra Peiro, Esther Rosenfeld

Comité de ensefianza: Dres. Julio Sanchez Avalos, L. Kordich, F. Molinas, Cavagnaro, A
Weschler, Freigeiro.

Su trayectoria

Naci6 en la ciudad de Buenos Aires un 25 de marzo de 1958. Por la actividad que desarrollaba su padre pasé
por varias escuelas en distintos lugares: Isla Martin Garcia, Instituto Inmaculada de Ituzaingo, Base naval
de Puerto Belgrano, Colegio Nacional de Punta Alta, Portsmouth Catholic High School, egresando en el
colegio Nacional de Punta Alta en 1975.

Se recibio de Médico en la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires (UBA) el 18 de di-
ciembre de 1981. Hizo su Residencia de Medicina Interna en el Hospital Naval Buenos Aires entre 1982 y
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1985. En 1986 ingreso6 al Curso Superior de Médico Hematodlogo de la Sociedad Argentina de Hematologia.
Fue médico de planta del Servicio de Hematologia del Hospital Naval Buenos Aires entre 1987 hasta 2004.
Como hematologo del Hospital Naval fue uno de los pioneros en el trasplante de médula 6sea en la Ar-
gentina, integrando el Equipo de Trasplante de Médula Osea en ese hospital desde 1997 hasta el afio 2000.
Siendo una persona de caracter amable y afectuoso desarrollé vinculos profesionales en diversos grupos.
Uno de ellos fue el grupo del Dr. Bart Barlogie de la Universidad de Little Rock, Arkansas. En 1992 pas6
alli varios meses entrenandose en todo lo referente al trasplante de médula 6sea. En aquel lejano lugar cul-
tivo varias relaciones de amistad, particularmente con el Dr. David Vesole y con el Dr. Sundar Jagannath
gracias a lo cudl se abrieron las puertas de esa Universidad para que otros médicos argentinos fueran a
entrenarse alli en esa especialidad. Su esfuerzo personal posibilité que algunos de estos colegas fueran des-
tacados invitados en varias oportunidades para distintos eventos cientificos en nuestro pais. Es de resaltar
también la generosidad y cordialidad de Héctor y familia que abrieron las puertas de su hogar en mas de
una oportunidad para recibir y dar alojamiento a estos colegas/amigos que venian de paises lejanos.
Héctor se dedicd ademas con gran entusiasmo a la tarea de criopreservacion de células progenitoras lo que
lo llevé a tener un especial reconocimiento en esa area.

Realiz6 sus primeras experiencias en esa practica en el Hospital Naval Buenos Aires en conjunto a una esti-
mada colega, la Dra. Elvira Pastorino Aubry quien fuera esposa de nuestro estimado colega: el Dr. Osvaldo
Gioseffi por quien Héctor sentia gran carifio y admiracion. Héctor fue encargado de la seccion de Criopre-
servacion de ese hospital desde mayo 1992 hasta 2004. Posteriormente esa misma tarea lo llevo a trabajar y
a hacer investigacion clinica y docencia en distintos grupos de trasplante, siendo durante los ultimos ocho
afios el encargado de la seccion de criopreservacion en el Sanatorio Sagrado Corazon.

Su ultima actuacion en el ambito cientifico la llevd a cabo en agosto de 2018 cuando fuera director del
Curso Pre Congreso de Hematologia y Trasplante de Médula Osea llevado a cabo en el 17 Congreso Inter-
nacional de Medicina Interna del Hospital de Clinicas "José de San Martin" de la UBA donde gracias a su
esfuerzo y dedicacion pudimos disfrutar de interesantes conferencias de los Dres.Sundar Jagganath, del Dr.
Daniel Couriel y del Dr. Andrea Bacigalupo.

En dicha oportunidad pudimos también asistir a la presentacion del trabajo de investigacion efectuado por
el Dr. Longoni y colaboradores sobre "Autotrasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas de sangre
periférica conservadas a 4°C."

Su trayectoria como Jefe de Trasplante de Médula Osea del Hospital de Clinicas y el recuerdo de sus

compaiieros de hospital.
En marzo del afio 2000 en virtud de su amplia experiencia en trasplante de médula 6sea fue convocado para

sumarse al equipo de la Unidad de Trasplante de Médula Osea del Hospital de Clinicas de la Universidad
de Buenos Aires.

En el afio 2006 tomo el legado como Jefe de Unidad. Fue un hombre de amplios conocimientos y de una
larga trayectoria al servicio de otros, quien nunca bajo sus brazos, quien sabia priorizar al paciente con la
lucidez y la templanza que s6lo un hombre integro puede mediar por mas algida que fuese la situacion den-
tro de un hospital publico abierto a la comunidad.

Deseamos dar un merecido reconocimiento a ese hombre quien mantuvo su firme creencia de no ser ne-
cesario "un protagonismo" para trascender, quien generaba empatia por su sencillez, su humildad y su
conviccion de asistencia al projimo.

Siempre lo recordaremos querido “Doc” por su trabajo diario. E1 2019 ser4 sin dudas recordado por todos no-
sotros como un afio de profunda tristeza, como un afio de transformacion donde aprendimos de la importan-
cia del hoy y del ahora, del presente, de expresar lo que sentimos por el otro sin dejarlo librado al azar o a la
mera especulacion de darlo por sentado, donde nos preguntamos en reiteradas oportunidades en los ultimos
meses si realmente le habiamos manifestado el orgullo y el carifio que sentiamos y que perdurara en el tiem-
po, agradeciendo a la vida habernos dado la oportunidad de cruzarnos en su camino colmado de ensefianzas.
Todo su equipo de TMO del Hospital de Clinicas, (médicos, secretaria, enfermeros, supervisores, licen-
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ciados, mucamos y ex-compaieros), le decimos “Gracias, nos reencontraremos cuando el destino asi lo
decida”.

Lo recuerdan sus amigos vy colegas
Lo recuerda la Dra. Patricia Luchetta: Tuve la suerte que nuestras vidas se cruzaran. Juramos como

médicos el mismo dia en el Aula Magna de la Facultad de Medicina. Pude asistir a su casamiento con Julita
y verlo formar una familia maravillosa. Compartir sus famosos cafecitos en Pinamar siempre rodeado de
sus amigos. Debo destacar su increible sentido del humor y bromas de las cuales frecuentemente yo era
participe y siempre caia. Fue un Hombre de bien, excelente padre, amigo, medico, Tus colegas te vamos a
extrafiar.

Su amigo y compaiiero de consultorio. Palabras del Dr. Jorge Gutierrez:

.... tan inesperada fue tu partida que algunas veces pienso que cualquier dia de estos te veré caminando por
la calle Larrea...

No hay palabras que reflejen lo que siente cualquiera de nosotros ante la desaparicion de un ser querido,
€80 mismo me ocurre mientras intento escribir estas lineas dedicadas con enorme afecto al querido Héctor.
Fue un ser humano con un buen corazon y el reflejo de ello se manifestaba en su excelencia como persona,
como profesional y en el carifio que sus pacientes tienen por €l.

Como anécdota escribo aqui un corto relato: ...al compartir temas laborales sucedia cada tanto que lo llama-
ba por teléfono a su casa y él siempre me atendia cordialmente. S6lo habia algo que yo debia tener en cuenta
antes de llamarlo y era que mi llamado no fuera cuando jugaba su amado River, ya que en ese momento no
se lo podia interrumpir.

Héctor fue una persona integra, totalmente dedicada a su tarea profesional yendo y viniendo entre el hos-
pital, los sanatorios y el consultorio, con pasion, entusiasmo y sobre todo a través de su saber profesional
poniendo su corazén al servicio de aquel que lo necesitara.

A su familia le hacemos llegar este homenaje y que sepan que Héctor seguird con nosotros en el recuerdo
permanente de los tiempos compartidos: para Julita, Maria Emilia, Maria Agustina, Maria Sofia y Juan
Francisco.

Atribucién — No Comercial — Compartir Igual (by-nc-sa): No se permite un uso comercial de la obra original ni de las
posibles obras derivadas, la distribucion de las cuales se debe hacer con una licencia igual a la que regula la obra original.
Esta licencia no es una licencia libre.
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Células neoplasicas de un carcinoma papilar
de tiroides en sangre periférica

Thyroid papillary carcinoma cells circulating
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Resumen

Los pacientes con neoplasias so6lidas, en especial
cancer de mama, pulmoén o colorrectal, pueden pre-
sentar células tumorales en sangre periférica. Se
presentan imagenes de células tumorales circulantes
en sangre periférica de una paciente de 61 afios con
diagndstico de carcinoma papilar de tiroides metas-
tasico.

Abstract

Patients with solid tumors, especially breast, lung
or colorectal cancer, may show neoplastic cells
in peripheral blood. Circulating tumor cells in
peripheral blood in a 61 years old woman with a
metastatic thyroid papillary cancer are shown.

Introduccion

La presencia de células neoplésicas circulantes en
sangre periférica fue descripta inicialmente en 1869
por Ashworth em un paciente de 38 afios con cancer
metastasico y visualizacion de las células patologi-
cas al microscopio". Hoy la deteccion de estas célu-
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Keywords: thyroid papillary carcinoma,
circulating tumor cells,
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las tumorales circulantes (CTC) se emplea cada vez
mas para evaluar respuesta y estado de enfermedad
en cancer de mama, pulmon, colorrectal y prosta-
tal. Estas CTC pueden verse también en otras neo-
plasias, como el carcinoma papilar de tiroides que,
si bien es de buen pronostico, en algunos casos pue-
de presentar CTC y el nimero de las mismas tendria
impacto en el pronostico y sobrevida global®?).

Caso Clinico

Paciente femenina de 61 afios con antecedentes de
hipertension, tabaquismo, hipotiroidismo y carcino-
ma papilar de tiroides con metastasis ganglionar y
pulmonar. Se le realiz6 tiroidectomia total + vacia-
miento ganglionar cervical lateral izquierdo + tra-
queoplastia. Al ingreso presentaba un hematocrito
de 37%, una hemoglobina (Hb) de 12,4 g/dL, 23.900
globulos blancos (GB)/mm® y 292.000 plaquetas/
mm?. En el posoperatorio evoluciond con caida de
10 puntos de hematocrito y hematoma sofocante,
que requiri6 drenaje quirtrgico. Posteriormente
presento fibrilacion auricular de alta respuesta ven-
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tricular, sepsis a foco respiratorio e infarto agudo
de miocardio. Pasé a unidad coronaria, inicid dro-
gas vasopresoras, fue intubada y colocada en ARM.
En su ingreso a unidad coronaria presentaba un he-
matocrito de 23%, Hb: 7,8 g/dl, GB: 35.000/mm® y
30.000 plaquetas/mm?. Evolucion6 con plaquetope-
nia progresiva, llegando a recuentos de 3.000/mm°.
El frotis de sangre periférica evidenci6 una reaccion
leucoeritrobléstica y presencia de células grandes
con nucléolo inconspicuo, de relacion nucleo-cito-
plasmatica intermedia, agrupadas en acimulos (Fi-
gura 1), y en el aspirado de médula osea, imagenes
compatibles con colgajos con células similares a
las descriptas en sangre periférica. La citometria de

IMAGENES EN HEMATOLOGIA

flujo no evidencio células patoldgicas de estirpe he-
matoldgica. La paciente evolucion6 con aumento de
requerimientos de vasopresores y fallecid por fallo
multiorgénico.

Comentario

Si bien la presencia de CTC fue descripta previa-
mente, dados los bajos recuentos celulares no suelen
visualizarse en el extendido de sangre periférica, y
mas excepcionalmente alin en el carcinoma papilar
de tiroides, que suele presentarse con estadios loca-
lizados®*. Por ello es que comunicamos este caso,
en que se pudo identificar a estas células en sangre
periférica por microscopia optica.

Figural. A-D: imagenes correspondientes a células tumorales en sangre periférica, algunas agrupadas
formando acumulos. (B y C). May Grunwald Giemsa x 1.000.
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La revista HEMATOLOGIA es el érgano oficial de difusion de la Sociedad Argentina de Hematologia
(SAH). La version impresa de Hematologia se distribuye gratuitamente a los miembros de la Sociedad
Argentina de Hematologia, bibliotecas médicas y universitarias. La version electronica es de acceso abierto.
En ella se publican trabajos relacionados con la especialidad, siempre que se ajusten a los requerimientos
cientificos y técnicos establecidos por el Comité Editor.

La recepcion de trabajos se realizara mediante el sistema OJS en la web oficial de la Revista Hematologia:
www.revistahematologia.com.ar. Podran acceder al instructivo y solicitar asistencia a los mails alli indica-
dos. Ningun trabajo sera recepcionado por fuera del sistema.

La Revista Hematologia publica 3 niimeros ordinarios por aflo y 1 o 2 suplementos extraordinarios. Se
publican luego de su evaluacion articulos originales de investigacion cientifica, revisiones, de pediatria en
hematologia, de nuevas drogas en hematologia, de laboratorio, casos clinicos e imagenes en hematologia
que no hayan sido publicados en otra revista o medios de divulgacion.

Los trabajos son sometidos al arbitraje de dos jueces pertenecientes al comité cientifico asesor, de trayecto-
ria reconocida en el tema que permaneceran anonimos en un proceso doblemente ciego y abierto de evalua-
cion (el autor no conocera la identidad del juez, ni el juez la identidad del autor).

Los jueces dentro del mes de recibidos el mismo se expediran como trabajo aceptado sin modificaciones,
aceptado con modificaciones o rechazado. El fallo es inapelable. En caso de discrepancia entre los jueces,
se convocara a un tercer juez.

Se admitir la publicacion de trabajos de autores de habla no hispana en idioma inglés.

Actualmente las secciones de la Revista Hematologia son:

1) Articulos originales
2) Yo opino
3) Ateneos Anatomo-clinicos de la residencia
4) Editorial
5) Actualizaciones y/o revisiones
6) Hematologia Pediatrica
7) Drogas Nuevas en Hematologia
8) Comunicaciones breves
9) Laboratorio
10) Historia de la Hematologia
11) Reportes de casos, Resolucion de problemas clinicos
12) Imagenes en Hematologia
13) Correo de lectores

REGLAMENTO
DE LA REVISTA
HEMATOLOGIA

HEMATOLOGIA
Volumen 24 N°1: 111-112
Abril 2020

1) Los articulos originales deben ser inéditos. No deben haber sido enviados ni presentados simultaneamente a ninguna otra revista antes de conocer la
decision de aceptacion o rechazo por parte de la Revista Hematologia.
Los manuscritos deberén ser escritos en formato Word a doble espacio, con letras Times New Roman tamafio 12, con margenes amplios de 3 cm con
un maximo de 4.000 palabras, incluyendo tablas y bibliografia. Las tablas y leyendas de las figuras deben ir en paginas separadas del texto principal.
Los trabajos se desarrollaran segun el siguiente ordenamiento: a) Titulo (en castellano y en inglés); b) Resiimenes (en castellano y en inglés); c) Intro-
duccion; d) Material y métodos; e) Resultados; f) Discusion; g) Bibliografia.
Titulo: Debera ser consignado con mayusculas y sin abreviaturas, sera breve y preciso. En renglon aparte se detallara la ndmina de autores, separados
por comas, comenzando por el apellido completo e inicial del nombre. A continuacion el nombre de la institucion (sin abreviaturas) donde se realizo
el trabajo, la direccion con codigo postal, mencionando el pais de origen y el correos electronico del autor responsable.
Resumen: Cada trabajo debera presentar un resumen en castellano el cual proporcionara por si mismos una idea concisa de cada uno de los puntos
antes mencionados. No debe ser mas extensos de 400 palabras. Deberan consignarse 3 a 5 palabras claves al pie del Resumen, utilizando términos del
Medical Subjects Headings del Index Medicus.
También debera incluirse un resumen en inglés incluyendo el titulo completo del trabajo y 3 a 5 palabras claves.
Introduccion: Breve resumen del estado del arte del tema a tratar y los objetivos del trabajo.
Materiales y Métodos: Debe detallar claramente la poblacion utilizada en el trabajo (grupos controles y pacientes), las metodologias empleadas y los
métodos estadisticos utilizados en la evaluacion de los resultados. En esta seccion se debe incluir una declaracion que indique la aprobacion del comité
de ¢ética Institucional o autoridad competente ademas se debe dejar constancia que se obtuvo de cada paciente el consentimiento informado por escrito
y que el protocolo de estudio se realizo conforme a las normas éticas de la declaracion de Helsinki 1975.
Resultados: Deberan estar expresados con claridad en forma cuantitativa, utilizando valores numéricos (expresados en las unidades internacionales
habituales), tablas y/o graficos. Las tablas deberan presentarse en hojas individuales, confeccionadas en forma clara. No se aceptaran tablas que ocupen
un espacio mayor que el de una pagina de la Revista.
Las abreviaturas y simbolos deberan estar especificados en el texto o al pie de las tablas.
Discusion: Analiza los resultados y los hechos que tengan relacion directa con los mismos, las relaciones entre éstos y el objetivo inicialmente propues-
to y su confrontacion con los conocimientos establecidos previamente.
Referencias: Los autores son responsables de verificar la exactitud e integridad de los referencias. Solo se incluiran las referencias que hayan sido
consignadas en el articulo, ordenadas numéricamente en forma correlativa. Se haré figurar inicialmente la némina de autores separados por comas, co-
menzando por el apellido, seguido por las iniciales de los nombres. Cuando el nimero de autores sea mayor de 6, se hard mencion solo a los primeros 3
seguidos de la sigla «y col.»; a continuacion se consignara el titulo del trabajo seguido del nombre de la revista en forma abreviada, segtin lo establezca
por el «Index Medicusy; afio de publicacion, punto y coma, nimero de Volumen dos puntos, pagina inicial, guion, pagina final.
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Ejemplo: Kaldor JM, Day EN, Clarke EA y col. Leukemia following Hodgkin’s disease. N Engl. ] Med 1990; 322:7-13.

Cuando se trate de libros se haran figurar el nombre del autor/es, titulo del capitulo, titulo del libro, editor/es, afio de aparicion, paginas separadas por
guion, agregando el numero de edicion si no fuera la primera edicion, editorial, y ciudad. Ejemplo: Hughes TP and Goidman JM. Chronic myeloid
leukemia. Hematology:Basic Principles and Practice. R. Hoffman, El Benz, Sj Shatill, B Ftirie y EJCoben 1991, p 854-869. Churchill Livingstone,
Edinburgh.

Las citas deben estar referenciadas en el texto entre paréntesis y en formato superindice

2) La seccion Yo opino esta destinada a expresar la opinion de un experto sobre un tema controvertido solicitado por el comité editor.

La disidencia respecto a esta opinion se podra dar a través de la seccion correo de lectores. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan
ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

3) Los ateneos anatomo-clinicos deberan ser escritos con el mismo formato grafico y se procedera de la misma forma que los articulos originales.

4) Las Editoriales seran solicitadas por el Comité Editor. Tendran titulo y texto con caracteristicas de monografia, en lo posible con una extension que no
supere las 2.000 palabras, con un maximo de 5 citas bibliograficas, el nombre del autor, su direccion con codigo postal y direccion de mail.

5) Las Actualizaciones y/o revisiones deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales. La longitud no debera superar las 5.000
palabras.

6) La seccion Hematologia Pediatrica: Estara destinada a revisiones de topicos hematologicos y casos clinicos en niflos. Deberan ser escritas con el
formato grafico de los articulos originales.

7) La seccion Drogas nuevas en Hematologia sera una actualizacion acerca de las nuevas drogas utilizadas por la especialidad. Seran solicitadas por el
comité editor. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

8) La seccion Comunicaciones breves deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales. La longitud no debera superar las 2.000
palabras y su resumen no debe ser mas extenso de las 200 palabras.

9) El Laboratorio en Hematologia estara dedicada a realizar una ficha técnica de un ensayo utilizado en los laboratorios de Hematologia. Sera solicitado
por el comité editor. Debera expresar introduccion fundamento del ensayo, Caracteristicas pre analiticas y analiticas del mismo, valores de referencia
y su utilidad clinica y hasta 4 citas bibliograficas. La longitud no debera superar las 3.000 palabras. Deberan ser escritas con el formato grafico de los
articulos originales.

10) La seccion Historia de la Hematologia deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales esta destinada a divulgar la evolucion de
la Hematologia en Argentina. La longitud no debera superar las 4.000 palabras. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales

11) Los Reporte de casos - Resolucion de problemas clinicos no deberan exceder de 8 citas bibliograficas. Deberan ser escritas con el formato grafico de
los articulos originales.

12) Las Imagenes en Hematologia: estara constituido por material fotografico en colores de excelente calidad destinado a exponer temas de diversa indole.
La longitud no deberd superar las 1000 palabras y se desarrollaran segln el orden siguiente: Titulo, texto conciso, imagen, nombre del autor/es. Podra
agregarse hasta 4 citas bibliograficas. Deberan ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

13) En la seccion Correo de lectores se publicaran opiniones sobre situaciones clinicas y experiencias que puedan relacionarse o no con los articulos pu-
blicados en la Revista, con sentido critico, objetivo y/o educativo, aceptandose derecho a réplica en caso de opinar sobre algiin trabajo publicado. La
longitud no debera superar las 1.000 palabras (hasta 4 citas bibliograficas).

Conflicto de Interés
La responsabilidad por el contenido, afirmaciones y autoria de los articulos publicados pertenece exclusivamente a sus autores, los cuales deben aclarar
por escrito si existe algin conflicto de interés. Todos los integrantes deben exponer al pie su “disclosure”. Todas las presentaciones en publicaciones de
la Revista Hematologia desde el primer namero del afio 2013 deberan incluir un parrafo al final del manuscrito donde se especifique la declaracion de
conflictos de interés de acuerdo al modelo adjunto .
NO esta permitido que el trabajo enviado a Hematologia sea enviado a otra revista
El modelo adaptado de normas para conflicto de interés propuesto por la Comision Directiva de la SAH se ha basado en el de la Sociedad Americana de
Hematologia y contiene el mismo formato que muchas prestigiosas revistas de nuestra especialidad. Hacemos referencia a todas las actividades vigentes
y a las realizadas en ultimo aflo.
Se reconocen diferentes categorias de conflicto que detallamos:

1) Empleado

2) Consultor

3) Propiedad accionaria

4) Fondos de Investigacion por estudios propios (La norma NO incluye a los protocolos de investigacion de fase Il a [V multicéntricos, nacionales

o Internacionales)
5) Honorarios por conferencias (Speaker)
6) Miembro de Comité Asesor (Advisory Board)

Cesion de derechos de autor

Todo el material publicado en la revista Hematologia (version electronica y version impresa), sera cedido a la Sociedad Argentina de Hematologia. De
conformidad con la ley de derecho de autor (ley 11723) se les enviara a los autores de cada trabajo aceptado formulario de cesion de derechos de autor que
debera ser firmado por todos los autores antes de la publicacion.

Los autores deberan retener una copia del original pues la revista, no acepta responsabilidad por dafios o pérdidas del material enviado. Los autores debe-
ran remitir una version electronica al correo: revista@sah.org.ar

Sociedad Argentina de Hematologia, Comité Editor de HEMATOLOGIA

Julian Alvarez 146 - 1414 - C. A. de Bs. As. - Argentina
E-mail: sah@sah.org.ar /// revista@sah.org.ar
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The journal HEMATOLOGIA is the official body of communication of the Argentinean Society
of Hematology (SAH). The printed version of HEMATOLOGIA is distributed free of charge to
members of the Argentinean Society of Hematology and to medical and university libraries. The
electronic version is completely free of access.

The reception of articles will be done through the OJS system in the official website of the
REVISTA HEMATOLOGIA: www.revistahematologia.com.ar. You can access the instructions
and request assistance to the mails indicated. No article will be received outside the OJS system.
This journal publishes hematology-related works, provided they meet the scientific and technical

requirements set by Editorial Board. The journal releases 3 ordinary issues per year plus one or HEMATOLOGY

two extraordinary supplements. ]OURNAL

After their evaluation, the journal publishes original articles related to scientific research, re- REGULATIONS

views, pediatrics in hematology, new drugs in hematology, laboratory, clinical cases and images

in hematology that have not been published in another magazine or media.

All original works undergo arbitration by two judges, members of the Scientific Advisory

Committee, professionals with recognized expertise on the matter that will remain anonymous

in a double-blind and open process of evaluation (the author does not know the identity of the

reviewer, nor the reviewer the identity of the author).

Within a month of submission, the judges will issue the work as: approved without modifications,

approved with modifications or rejected. This decision is final. In case of disagreement between .

the judges, a third one will be summoned. HEMATOLOGIA

The journal accepts the publication of works from non-Spanish speaking authors in English. Volume[r;sé}ll\;‘z)lzzolB -114
ri

Currently, the sections of the journal HEMATOLOGIA are:
1) Original articles
2) My opinion
3) Anatomo-clinic discussion of the hematology fellowships
4) Editorial
5) Updates and/or revisions
6) Pediatric Hematology
7) New Drugs in Hematology
8) Brief communications
9) Laboratory
10) History of Hematology
11) Case reports, clinical problem resolution
12) Imaging in Hematology
13) Letters to the Editor

1) Original articles submitted for publication must be unprecedented and must not have been submitted to any other publication. Simultaneous submission
should also be avoided as long as the article is under review from the Journal HEMATOLOGIA.
Works should be typed on Word format, double-spaced, Times New Roman, size 12 typeface, with 3-cm wide margins and a maximum of 4 000 words,
including tables and bibliography. Tables and figure legends must go in separate pages from the main text.
Works must be developed according to the following arrangement: a) Title (in Spanish and English); b) Abstract (in Spanish and English); c)
Introduction; d) Materials and Methods; e) Results; f) Discussion; g) Literature cited.
Title: Write the title in capital letters without abbreviations; it should be brief and precise. In a separate line, list the authors separated by commas: the
complete last name first, and then the initial of the name. Then, detail the name of the institution (without abbreviations), the place where the work was
carried out, the address and P.O. box, the name of the source country and the author’s e-mail.
Abstract: Works should include an Abstract in Spanish that must provide a concise idea of each of the items mentioned above. It should not exceed 400
words. Include a footnote of 3 to 5 keywords in the Abstract, using terms of the Medical Subjects Headings from Index Medicus.
You should also include an Abstract in English, specifying the complete title of the work and 3 to 5 keywords.
Introduction: It is a brief summary of the state of the art of the subject to be addressed and the objectives of the work.
Materials and Methods: Clearly describe the study population used in the work (control and patient groups), the methodology used and the statistics
methods employed in the result assessment. In this section you must include a statement indicating the approval of the institution’s Ethics Committee
or relevant authority. In addition, you should also state that a written informed consent was obtained from every patient and that the study protocol was
performed according to the ethics standards of the 1975 Declaration of Helsinki.
Results: The results must be clearly oexpressed in quantitative form, using numerical values (using standard international units), tables and/or graphics.
Tables should be clear and presented on individual pages. Tables exceeding the size of a page of the Journal will not be accepted. Abbreviations and
symbols must be specified in the text or on table footnotes.
Discussion: This section analyses the results and facts directly related to them, the relationship between the results and the objectives initially stated
and their comparison with previous established knowledge.
References: The authors are responsible for checking the accuracy and integrity of the references. Only include the references mentioned in the article;
they must be in numerical order and consecutively arranged. You must list the names of the authors first, separated by commas: last name first, followed
by the initials of the first name. If the authors are more than 6, only mention the first 3 followed by the acronym «et.al.». Then, write the title of the
article followed by the abbreviated name of the journal according to the «Index Medicusy; the year of issue, semicolon, Volume number, colon, first
page, dash, last page. Eg. Kaldor JM, Day EN, Clarke EA et al. Leukemia following Hodgkin's disease. N Engl. J Med 1990, 322:7-13.
If the reference is a book, indicate: the name of the author/s, chapter title, book title, editor/s, publication year, page numbers separated by dash, issue
number if this is not the first edition, publishing house and city. Eg. Hughes TP and Goidman JM. Chronic myeloid leukemia. Hematology: Basic
Principles and Practice. R. Hoffman, El Benz, Sj Shatill, B Ftirie y EJCoben 1991, p 854-869. Churchill Livingstone, Edinburgh.
Quotes must be referenced in the text between parentheses and using superscript format.
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2) The section “My opinion” expresses the opinion of an expert about a controversial issue commissioned by the Editorial Board. Disagreement with this
opinion can be expressed through the section “Letters to the Editor”. This section has a maximum of 3000 words. You must use the graphic format of
the original article.

3) The anatomo-clinic discussions of the hematology fellowships must follow the same graphic format and guidelines as the original articles.

4) Editorials are commissioned by the Editorial Board. The title and text should be similar to that of a monograph, not exceeding 2 000 words with a
maximum of 5 literature references, indicating the name of the author, his/her address, P.O. box and e-mail address.

5) Updates and/or revisions must follow the graphic format of the original articles. It should not exceed 5 000 words.

6) The section “Pediatric Hematology” reviews topics related to hematology and clinical cases in children. It must follow the graphic format of the
original articles.

7) The section “New drugs in Hematology” is an update on new drugs used in this specialty. It is commissioned by the Editorial Board. Extension should
not exceed 3 000 words and it must follow the graphic format of the original articles.

8) The section “Brief communications” must follow the same graphic format as the original articles. It should not exceed 2 000 words and its abstract
should not be longer than 200 words.

9) The section “Laboratory in Hematology” presents a data sheet of a trial used in Hematology laboratories. It is commissioned by the Editorial Board.
It must present an introduction, the basis for the trial, pre-analytical and analytical characteristics, reference values and its clinical interest, and up to 4
literature references. Extension should not exceed 3 000 pages. It must follow the same graphic format as the original articles.

10) The section “History of Hematology” must follow the same graphic format as the original articles and is intended to divulge the development of
Hematology in Argentina. Its extension should not exceed 4 000 words.

11) The section “Case reports, clinical problem resolution” should not exceed 8 literature references. It must follow the same graphic format as the original
articles.

12) “Imaging in Hematology” consists of high quality, in color, photographic material, intended to present diverse issues. It should not exceed 1 000 words
and it must be developed in the following order: title, concise text, image, name of the author/s. You can add up to 4 literature references. It must follow
the same graphic format as the original articles.

13) The section “Letters to the Editor” features opinions on clinical conditions and experiences that might or might not relate to the articles published in
the Journal, with a critical, objective and/or educational criterion, accepting the right to rebuttal if it is an opinion about a published work. Extension
should not exceed 1 000 words (and up to 4 literature references).

Conflicts of interest

Authors are exclusively responsible for the content, statements and authorship of the published articles, and they must include a written
statement clarifying if there is any conflict of interest involved. All participants must include their disclosure in a footnote. From its first
edition in 2013, all submissions to be published in the Journal HEMATOLOGIA must include a paragraph at the end of the work where the
declaration of conflicts of interest is specified according to the attached model.

You are NOT allowed to send the work that was submitted to HEMATOLOGIA to another journal or publication.

The adapted model of the standards for conflicts of interest proposed by the SAH Board of Directors is based on that of the American
Society of Hematology and bears the same format as several prestigious journals of our specialty. We refer to all current activities and
those carried out last year.

We recognize different categories of conflict as detailed:

1. Employee

2. Consultant

3. Share ownership
4

Research Funds for our own studies (the standard does NOT include multicenter, national or international phase II to IV
research protocols)

W

Conference fee (Speaker)
6.  Advisory Board member

Transfer of copyright

All material published in the journal HEMATOLOGIA (electronic and print version) is transferred to the Argentinean Society of Hematol-
ogy. In accordance with the copyright Act (Act 11 723), a copyright transfer form will be sent to the authors of approved works, which has
to be signed by all the authors before its publication.

Authors should keep a copy of the original since the journal is not responsible for damages or losses of the material that was submitted.
Authors should send an electronic version to the email: revista@sah.org.ar

Argentinean Society of Hematology, Editorial Board of HEMATOLOGIA

Julidn Alvarez 146 - 1414 - CABA - Argentina
E-mail: sah@sah.org.ar /// revista@sah.org.ar
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LA EXPERIENCIA
CEREZYME®

UN LEGADO QUE ILUMINA EL CAMINO
POR VENIR

» Eficacia a largo plazo con mejoras
demostradas en los parametros
viscerales, hematoldgicos y 6seos.'®

» Perfil de seguridad establecido?7®
* Mas de 20 afnos de experiencia en el
mundo real
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Cerezyme (|m|glﬂoef a ~esta indicado para su uso como terapia de reemplazo enzimatico a largo plazo en
pacientes con diagnéstico: irmado-de enfermedad de Gaucher no neuropatica (tipo 1) o neuronopatica
cronica (tipo 3) que exhiben manu‘estamones no neurolégicas chmcamente significativas de la enfermedad.

Las manifestaciones no neurolégicas de la-enfermedad de Gaucher incluyen una o mas de las siguientes
condiciones: anemia (después de la exclusion de otras causas, como la deficiencia de hierro); trombocitopenia;
enfermedad ésea (después de la exclusién de otras causas, como la deficiencia de vitamina D); y hepatomegalia
o esplenomegalia.

Para visualizar el
prospecto aprobado
escanee el siguiente

REFERENCIAS: 1. Ultimo prospecto aprobado por Disposicion ANMAT N° 7342/14 2. Mistry PK, Batista JL, Andersson HC, et al. Transformation
in pretreatment manifestations of Gaucher disease type 1 during two decades of alglucerase/imiglucerase enzyme replacement therapy
in the International Collaborative Gaucher Group (ICGG) Gaucher Registry. Am J Hematol. 2017;92(9):929-939. doi:10.1002/ajh.24801.
3. Serratrice C, Carballo S, Serratrice J, Stirnemann J. Imiglucerase in the management of Gaucher disease type 1: an evidence-based review of its
place in therapy. Core Evid. 2016;11:37-47. 4. Weinreb NJ, Kaplan P. The history and accomplishments of the ICGG Gaucher registry. Am J Hematol.
2015;90(Suppl 1):S2-S5. doi:10.1002/ajh.24054. 5. Weinreb NJ, Goldblatt J, Villalobos J, et al. Long-term clinical outcomes in type 1 Gaucher disease
following 10 years of imiglucerase treatment. J Inherit Metab Dis. 2013;36(3):543-553. doi:10.1007/s10545-012-9528-4. 6. Weinreb N, Taylor J, Cox
T, Yee J, vom Dahl S. A benchmark analysis of the achievement of therapeutic goals for type 1 Gaucher disease patients treated with imiglucerase. Am
J Hematol. 2008;83(12):890-895. doi:10.1002/ajh.21280. 7. Grabowski GA, Barton NW, Pastores G, et al. Enzyme therapy in type 1 Gaucher disease:
comparative efficacy of mannose-terminated glucocerebrosidase from natural and recombinant sources. Ann Intern Med. 1995;122(1):33-39. 8. Sims
KB, Pastores GM, Weinreb NJ, et al. Improvement of bone disease by imiglucerase (Cerezyme) therapy in patients with skeletal manifestations of type 1
Gaucher disease: results of a 48-month longitudinal cohort study. Clin Genet. 2008;73(5):430-440. doi:10.1111/j.1399-0004.2008.00978..x.

Para mas informacién sobre el producto dirigirse a la pagina web de ANMAT http://anmatvademecum.servicios.pami.org.ar
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