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Resumen

Dada la heterogeneidad de las entidades comprendi-
das en las trombocitopenias hereditarias y la escasez
de marcadores distintivos, su diagnostico constituye
un verdadero desafio. El abordaje clasico se basa en
la caracterizacion fenotipica seguida del estudio mo-
lecular de genes candidatos, orientado segun la sos-
pecha clinica. La introduccion de la secuenciacion de
nueva generacion (NGS), que permite evaluar multi-
ples genes simultaneamente, constituye una alternati-
va diagnostica de alto costo, siendo de acceso limitado
en nuestro medio. Nos propusimos evaluar la utilidad
del abordaje clasico en una cohorte consecutiva de 50
familias y describir la aplicacion de NGS en un sub-
grupo de pacientes sin diagnostico etiologico luego
del enfoque clasico. Mediante el abordaje clasico se
efectuod el diagndstico en 27 (54%) familias. Poste-
riormente, 8 familias que quedaron sin diagnéstico
luego del algoritmo clasico, se evaluaron mediante
NGS, identificando el gen causal en 4 de ellas. Con-
siderando ambos abordajes, el rédito diagnostico fue
31/50 (62%) familias, con la siguiente distribucion:
38% desorden relacionado a MYH9, 8% sindrome
de Bernard-Soulier (4% clasico, 4% monoalélico),
4% sindrome de plaquetas grises, 4% desorden pla-
quetario con predisposicion a leucemia, 6% trom-
bocitopenia relacionada a ANKRD?26, 2% sindrome
Wiskott-Aldrich. Los pacientes en los que no se pudo
efectuar un diagnostico etioldgico presentaban trom-
bocitopenia aislada leve, con aumento moderado del
tamaio plaquetario y sangrado escaso.

En conclusion, la aplicacion de NGS permitié au-
mentar el rédito diagnostico, si bien seria necesario
ampliar la poblacion estudiada para establecer el
valor real de este abordaje en nuestro medio. Por lo
tanto, el uso inicial del abordaje clésico, reservan-
dose la aplicacion posterior de NGS a los casos que
permanecen sin diagnostico luego de este enfoque,
constituiria una alternativa util en paises con pocos
recursos, apuntando a un diagnostico adecuado que
posibilite la pesquisa de complicaciones sindromicas,
oriente al tratamiento y consejo genético acertado.

Abstract

Diagnosis of inherited thrombocytopenias represents
a true challenge owing to heterogeneity of these dis-
orders and the absence of distinctive features in a
substantial proportion of patients. Classical diagnos-
tic approach is based on phenotypic characterization
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followed by molecular analysis of candidate genes
guided by clinical suspicion. The introduction of next
generation sequencing (NGS), that allows multiple
genes analysis, is a high-cost alternative with limit-
ed access in our country. The aim of this work was
to evaluate the utility of the classical approach in a
consecutive cohort of 50 families and to describe the
application of NGS in a subgroup of patients without
an etiological diagnosis after the initial approach.
Through the conventional approach, an etiologic di-
agnosis was made in 27 (54%) families. NGS was
performed in 8§ that remained without diagnosis af-
ter initial characterization, attaining a diagnosis in
4. Combining both approaches, the diagnostic yield
was 31/50 (62%) families: 38% MYH9-related disor-
der, 8% Bernard-Soulier syndrome, 4% gray platelet
syndrome, 4% familial platelet disorder with predis-
position to leukemia, 6% ANKRDZ26-related throm-
bocytopenia, 2% Wiskott-Aldrich syndrome. Most
patients without diagnosis had isolated macrothrom-
bocytopenia and mild bleeding. NGS increased the
diagnostic rate in this cohort, although it would be
necessary to expand the population to establish its
actual value in our setting. Therefore, the use of the
classical approach and subsequent application of
NGS in undiagnosed patients would represent a use-
ful alternative in low-income countries, pointing out
that a correct etiological diagnosis enables the detec-
tion of syndromic complications, appropriate treat-
ment and adequate genetic counseling.

Introduccion

Las trombocitopenias hereditarias (TH) constitu-
yen un grupo amplio y heterogéneo de desordenes
caracterizados por una disminuciéon del numero de
plaquetas. Son causadas por mutaciones germinales
en genes que codifican para proteinas claves en la
produccion y funcion plaquetaria). Si bien la mayo-
ria de las TH son secundarias a una alteracion a nivel
de la produccion plaquetaria, en algunas entidades la
sobrevida plaquetaria acortada contribuye a la trom-
bocitopenia. Hasta el momento se conocen mas de
33 desordenes causados por 32 genes diferentes y
esta lista contintia en crecimiento (Figura 1)®. El tipo
de herencia es variable, incluyendo casos autosémi-
co dominantes, recesivos, ligado al X o mutaciones
que se presentan de novo. Pueden manifestarse como
trombocitopenia aislada, o estar acompafiadas de ma-
nifestaciones sindrémicas. En algunos casos, ademas

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 9-19, 2020
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Figura 1. Genes mutados en trombocitopenias hereditarias, agrupados segun su rol biologico y el proceso
en el que participan®.

de la trombocitopenia, los pacientes tienen alteracion
concomitante de la funcién plaquetaria, presentando
distintos grados de sangrado. El escaso conocimien-
to de estas enfermedades lleva a que algunas veces
el diagnostico pase desapercibido y una proporcion
importante de pacientes se considera erroneamente
como trombocitopenia inmune (PTI)"?.

Para abordar el diagnostico, el Grupo Italiano de Es-
tudio de la Plaqueta™, ha propuesto un algoritmo re-
conocido a nivel internacional. Este abordaje clasico
se basa en la caracterizacion fenotipica seguida del
estudio molecular del gen candidato, orientado segun
la sospecha clinica. Sin embargo, aun aplicando este
algoritmo, alrededor de la mitad de los pacientes per-
manece sin diagndstico etiologico. La complejidad
de las metodologias comprendidas en este algoritmo,
y el desconocimiento de algunas alteraciones gené-
ticas causales de TH, dificultan la identificacion de
estos desordenes, comprometiendo el diagnostico,
el tratamiento adecuado y el consejo genético. En
este sentido, la aplicacion de tecnologias de secuen-
ciacion de nueva generacion (NGS) revolucion¢ el
campo del diagnodstico genético, aunque constituye
una alternativa de alto costo y de acceso limitado en
nuestro medio. NGS puede implementarse mediante
el uso de paneles genéticos permitiendo el analisis si-
multaneo de todos los genes implicados en TH, o por
WES (whole exome sequencing), metodologia que
estudia todo el exoma®.

Ademas del riesgo hemorragico, en algunas entidades
existe compromiso de otros 6rganos o complicacio-
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nes graves como nefropatia, hipoacusia, inmunode-
ficiencia, aplasia medular, mielofibrosis o evolucion
leucémica. El diagndstico genético permite pesquisar
en forma temprana la aparicion de estas posibles com-
plicaciones y prevenirlas en caso de ser factible.

Si bien no existe un tratamiento especifico en las TH,
los miméticos de la trombopoyetina (eltrombopag
y romiplostim), podrian ser utiles en algunas enti-
dades, como el desorden relacionado al gen MYH9
(D-MYH9)©. En algunas entidades particulares, los
pacientes pueden ser candidatos a trasplante de mé-
dula 6sea. Por otro lado, la terapia génica dirigida a la
alteracion molecular subyacente constituiria una al-
ternativa que actualmente se encuentra en desarrollo.
Por lo expuesto, la identificacion precisa de la altera-
cion molecular causal permite individualizar el trata-
miento, personalizando la atencion de los pacientes.
Previamente demostramos que, en el contexto de
nuestro pais, la adopcion del algoritmo diagnostico
establecido por el grupo italiano y la colaboracion
con un centro de referencia experto en este tema nos
permitio realizar el diagndstico de TH en 10/14 fami-
lias, hallando en mayor proporciéon macrotrombocito-
penias, especialmente D-MYH9. En base a esto, nos
propusimos evaluar la utilidad del abordaje clasico en
una cohorte consecutiva de 50 familias y describir la
aplicacion de NGS en un subgrupo de pacientes sin
diagnéstico luego del enfoque inicial, con el objetivo
de mejorar el diagndstico y la atencion de pacientes
con estas enfermedades raras, apuntando al desarrollo
de registros nacionales que faciliten su manejo.
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Material y métodos

Pacientes

Se incluyeron en forma consecutiva pacientes que
presentaban trombocitopenia en presencia de an-
tecedentes familiares y/o de alguna alteracion su-
gestiva del origen hereditario, que concurrieron al
servicio de Hematologia Investigacion del Instituto
Lanari entre el afio 1999 y el 2019. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la institucion y
los pacientes o sus tutores legales firmaron el con-
sentimiento informado correspondiente.

Metodologia

La caracterizacion fenotipica incluy6 distintas fases
de estudios con complejidad creciente, basadas en
el algoritmo diagndstico propuesto por el grupo ita-
liano®.

Estudios de primera fase: tamizaje

Se realizo recuento de plaquetas en camara de Neu-
bauer y una observaciéon minuciosa del frotis de
sangre periférica. Se determino el volumen plaque-
tario medio (VPM) mediante contador hematologi-
co automatizado (Sysmex XS10001i), facilitando la
clasificacion de estas entidades en base al tamafio
plaquetario. Luego, se utiliz6 un programa espe-
cifico de analisis de imagen para la determinacion
del diametro plaquetario medio (DPM). Para esto,
a partir de imagenes digitales tomadas de frotis de
sangre periférica teflidos con May Griinwald-Giem-
sa, se midi6 el didmetro mayor de las plaquetas, pro-
mediando la medicion en 100 plaquetas®?.

La evaluacion de la funcion plaquetaria se efectuo
mediante agregacion plaquetaria por método tur-
bidimétrico de Born, utilizando un lumi-agrego-
metro donde se incubd plasma rico en plaquetas
(PRP) de controles y pacientes, con los agonistas
acido araquidonico, ADP, epinefrina, colageno,
ristocetina y FvW. El estudio de agregacion se
efectud solamente en aquellos casos en que el PRP
tenia >100 x 10°/L plaquetas. Se midieron glico-
proteinas de membrana en la superficie plaqueta-
ria, usando anticuerpos monoclonales anti-CD61
(GPIIla), CD41 (GPIIb), CD42b (GPIba), CD42a
(GPIX) (BD Biosciences, San José, CA, USA)
unidos a distintos fluorocromos y posterior analisis
por citometria de flujo”?®.
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Estudios de segunda fase

En las TH con tamafio plaquetario normal se evalua-
ron los granulos densos plaquetarios utilizando me-
pacrina (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), quinacrina
fluorescente que se une a nucleodtidos de adenina por
citometria de flujo.

En las macrotrombocitopenias se realizd inmu-
nofluorescencia para la deteccion de miosina 9, pro-
teina codificada por el gen MYHY, en frotis de sangre
periférica. En presencia de mutaciones en MYHY,
la miosina 9 se dispone en forma de agregados en el
citoplasma de los neutroéfilos, lo cual es patognomo-
nico del D-MYHO.

En los casos en los que se observo plaquetas gri-
ses en el frotis, se realizdo inmunofluorescencia para
trombospondina-1 (TSP-1), componente de los gra-
nulos alfa plaquetarios, estableciendo el porcentaje
de plaquetas deficientes de granulos alfa. Se consi-
dera deficiencia cuando el contenido es <5 granulos
TSP-1 positivos/plaqueta®”.

Tercera fase

La fase final confirmatoria consistio en el estudio
molecular orientado hacia los genes candidatos se-
gun sospecha diagnostica mediante secuenciacion de
Sanger.

En un subgrupo sin diagnoéstico, luego de aplicado
el algoritmo mencionado, se efectud el estudio exo-
mico mediante NGS. Los estudios genéticos fueron
efectuados en colaboracion con un centro de Italia
(Universidad de Pavia).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como mediana y rango.
Para comparar dos grupos de datos se utilizd prue-
ba t de Student o de Mann-Whitney segun la distri-
bucion de los parametros evaluados. Las curvas de
sobrevida se realizaron en base a la estimacion de
Kaplan-Meier y se compararon por test de log-rank.
Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Resultados

Caracterizacion de la poblacion

Se estudiaron 114 pacientes pertenecientes a 50 fa-
milias con sospecha clinica de TH, la mediana de
edad fue 25 (rango=0-73) afos, siendo 39% nifios y
58% mujeres. La mediana del recuento plaquetario
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fue 68 (4-172) x 10°/L, y el indice de sangrado, segin
la escala WHO, fue variable: grado 0=30%, 1=39%,
2=16%, 3=9%, 4=6% de los pacientes. El patron de
herencia fue autosdémico dominante en el 83% de los
pacientes, recesivo en 8%, ligado al X, 2%y 7% pre-
sentacion de novo. Un 40% de los pacientes recibio
diagnostico inicial de PTIL, dos tercios de ellos reci-
bieron corticoides.

En cuanto al tamafio plaquetario, 80% de las familias
tuvieron macroplaquetas, 2% plaquetas de tamafio
pequefio (microplaquetas), y 18% de tamafio normal.
En presencia de macroplaquetas se observo que el
recuento obtenido en el contador automatizado fue
menor que la mediana del recuento por microscopia
Optica 76 (12-172) vs. 37 (1-146) x 109/L, p<0,01,
indicando una subestimacion del recuento plaqueta-
rio al emplear el método automatizado. En esta si-
tuacion se ve dificultada la determinacion del VPM,
por lo que la medicion del DPM en laboratorios es-
pecializados brinda informacion sobre el tamafio pla-
quetario siendo 3,42 (1,46-7,36) um en la poblacion
estudiada (VR: 2,27-3,08 um).

Rédito diagndstico

Algoritmo clasico

De acuerdo con el abordaje clasico, que incluye dis-
tintas fases que se escalonan en funcion de la com-
plejidad de las técnicas de laboratorio y el estudio
molecular del gen candidato, se realizo diagnostico
etiologico en 27 familias (54%). A continuacion, se
describen los diagnosticos efectuados en base al al-
goritmo.

Macrotrombocitopenias

Se diagnosticaron 19 familias con D-MYH9, inclu-
yendo 35 pacientes. La inmunofluorescencia para
miosina 9 fue positiva en las 19 familias. En 18 de
ellas (95%), existia la sospecha diagnéstica previa
a la realizacion de este estudio, en base al hallazgo
de cuerpos de Dohle en el frotis de sangre periférica
(13 familias) y/o antecedente familiar (11 familias)
y/o compromiso extrahematoldgico (11 familias),
de las cuales 5 tuvieron afeccion renal e hipoacusia,
mientras que 6 solo hipoacusia. Solo una pacien-
te (5%) de 1 afio de edad no tenia sospecha previa
dado que no presentaba cuerpos de Dohle, compro-
miso extrahematologico ni antecedente familiar. En
cuanto a las mutaciones halladas (Figura 2A), con-
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firmadas por método de Sanger en 12/19 familias,
un 75% se encontraron en la cabeza motora de la
miosina, prediciendo mayor gravedad, acompafiado
de recuentos plaquetarios mas bajos (Figura 2B) y
mayor probabilidad de compromiso extra hemato-
logico, o evolucion de mal pronostico (Figura 2C y
2D), como esta descripto®. El estudio molecular se
encuentra en curso en las 7 familias restantes, en las
que el diagndstico de D-MYH9 se baso en la positi-
vidad de la inmunofluorescencia. Si bien la especi-
ficidad de esta técnica seria suficiente para realizar
el diagnostico, es conveniente la confirmacion por
biologia molecular, ya que permite evaluar la rela-
cion genotipo-fenotipo dando una perspectiva del
prondstico de la enfermedad.

El sindrome de Bernard-Soulier (SBS) fue otra de
las macrotrombocitopenias halladas en nuestra po-
blacioén. Una paciente presentd clinica hemorragica
grave desde el nacimiento, disminucién muy mar-
cada a ausencia de la expresion de GPIb/IX evalua-
da por citometria de flujo y ausencia de la agluti-
nacién con ristocetina, mientras que la agregacion
plaquetaria con el resto de los agonistas fue normal.
Mediante secuenciacion de Sanger se confirmé la
mutacion homocigota p.Y294*, en el gen GPIBA,
gen que codifica para la GPIba, correspondiendo a
la forma clasica de este desorden'?.

En otra familia con macroplaquetas y disminucion
de GPIb/IX relativa a la expresion de GPIlla y agre-
gacion con ristocetina preservada, se hallé mutacion
heterocigota p.A172V en el gen GP1BA, conocida
como variante de Bolzano, correspondiente a la for-
ma monoalélica del SBS, desorden relativamente
frecuente de herencia autosomica dominante con
sangrado leve o casi nulo"?.

Tres pacientes pertenecientes a 2 familias presenta-
ron plaquetas grises en el frotis de sangre periférica
y deficiencia de TSP-1 en los granulos alfa de las
plaquetas, sugiriendo sindrome de plaquetas grises
(SPG), sospecha que se reforzo por el aumento de
vitamina B12 sérica. Se destaca la utilidad de la
evaluacion del contenido de TSP-1 por inmunofluo-
rescencia como marcador de granulos plaquetarios
alfa, dado que la microscopia electronica no se
encontr6 disponible. Luego se identificaron muta-
ciones en el gen NBEAL?2, reportadas por primera
vez!'). Dos pacientes progresaron a mielofibrosis
con esplenomegalia.
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Figura 2. Pronostico y evolucion de pacientes con mutaciones localizadas en la cabeza motora o en la cola
helicoidal de la miosina 9. A) Representacion esquematica de la miosina 9. En el gen MYH9 se detallan los
exones donde se hallaron las mutaciones de la poblacion estudiada y en la estructura primaria de la proteina
los residuos aminoacidicos afectados. B) Recuentos plaquetarios segin el tipo de mutacion hallada (cabeza
n=15, cola n=7 pacientes) p<0,01, test de Mann-Whitney. C) Curvas de sobrevida libre de enfermedad au-
ditiva en funcion de la edad en pacientes con distintas mutaciones (cabeza n=15, cola n=7) del gen MYHY,
p<0,001, test Log-rank (Mantel-Cox). D) Curvas de sobrevida libre de enfermedad renal, p=ns, test Log-
rank (Mantel-Cox).

Plaquetas de tamaiio normal

Tres familias con plaquetas de tamafo normal
presentaron antecedente de sindrome mielodispla-
sico/leucemia. En una de las familias, la marcada
alteracion de la agregacion plaquetaria y disminu-
cion de granulos densos detectada utilizando mepa-
crina por citometria de flujo orienté al diagnostico
de desorden plaquetario familiar con predisposicion
a leucemia (DPF/LMA), confirmando luego por de-
teccion de una mutacion del factor de transcripcion
RUNXI, siendo una de las primeras mutaciones
descriptas fuera del dominio de unién al ADN de
esta molécula’?. Las familias restantes presentaron
una alteracion leve de la funcidén plaquetaria, que
se diagnosticd como trombocitopenia relacionada a
ANKRD26 (Tr-ANKRD26) luego del hallazgo de la
mutacion en el promotor del gen ANKRD?26.

Microplaquetas
La familia con microplaquetas no presentaba ma-
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nifestaciones sindromicas (ni eczema ni inmuno-
deficiencia). Se diagnosticé trombocitopenia liga-
da al X tras el hallazgo de mutacion del gen WAS
(Wiskott-Aldrich). Uno de los pacientes evoluciond
a linfoma?.

Estudio exémico

Luego del abordaje clasico se realiz6 analisis exo-
mico (WES) por NGS en 8 familias sin diagnosti-
co etioldgico, hallando mutaciones en 4 de ellas: 1
SBS clasico, 1 SBS monoalélico, 1 DPF/LMA y 1
Tr-ANKRD26. En las 4 familias restantes no se ha-
llaron mutaciones patogénicas en genes conocidos
ni en genes no asociados a TH. Las alteraciones mo-
leculares detectadas en el exoma involucraron genes
ya conocidos como causales de TH y que podrian
haber sido identificadas por medio del algoritmo
instituido. La ineficacia del tamizaje clasico en es-
tos casos se atribuyo a diversas causas. En el caso
de la mutacion de RUNXI, se debio a la ausencia de
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elementos distintivos que orientaran al diagnostico,
en particular, la ausencia del antecedente de leuce-
mia sumado a la imposibilidad de evaluar la funcion
plaquetaria por motivos técnicos en la tinica oportu-
nidad en que se contd con muestra fresca. Cabe des-
tacar que la funcion plaquetaria esta alterada practi-
camente en todos los pacientes con DPF/LMA. En
otro caso, el motivo fue una limitacion técnica de la
secuenciacion de Sanger, incluyendo un falso nega-
tivo en la secuenciacion del gen ANKRD26 en una

familia con sospecha clinica de este desorden, que
luego se detectd por NGS.

Rédito diagnostico global

Considerando ambos abordajes, el rédito diagnos-
tico fue 31/50 (62%) familias, con la siguiente dis-
tribucion: 38% D-MYH9, 8% SBS (4% clasico, 4%
monoalélico), 4% SPG, 4% DPF, 6% Tr-ANKRD26,
2% TLX (Tabla 1 y Figura 3).

En la tabla 2 se detallan las mutaciones halladas en
las familias con diagndstico molecular confirmado

Tabla 1. Abordaje clasico y rédito diagnostico utilizando NGS

. Clasico Clasico +NGS
Abordaje = —

Familias (n) % Familias (n) %
Familias estudiadas 50 100 50 100
D-MYH9 19 38 19 38
SBS clasico 1 2 2 4
SBS monoalélico 1 2 2 4
SPG 2 4 2 4
DPF/LMA 1 2 2 4
Tr-ANKRD26 2 4 3 6
TLX 1 2 1 2
Con diagnéstico 27 54 31 62
Sin diagndstico 23 46 19 38

NGS: next generation sequencing, D-MYH9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard
Soulier, SPG: sindrome de plaquetas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion
a leucemia, Tr-ANKRD26: trombocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X.

" sin
[ diagnéstico

SBS
clasicoy
~_monoalélico

Tr-ANKRD26
TLX

Figura 3. Distribucion de la poblacion estudiada luego del abordaje clasico y NGS.
n=50 familias (sin diagndstico n=19, con diagnostico=31).
D-MYH9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard Soulier, SPG: sindrome de pla-
quetas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion a leucemia, Tr-ANKRD26:
trombocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X.
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Tabla 2. Mutaciones halladas en las familias estudiadas

Diagnéstico | Herencia Gen Mutacion cDNA Proteina
AD MYH9 c.2105G>A p.R702H °
MYH9 c.284C>A p.A95N
MYH9 c.4270G>A p.D1424N
MYH9 ¢.2539 2559dup p-M847_E853
D-MYH9 =
MYH9 c.287C>T p-S96L
MYH9 c.2104C>T p.R702C °
MYH9 c.131C>A p.A44D
MYH9 c.3195_3215dup p.1066_1072dup
SBS AR GP1BA c.882C>G p.Y294* §
GP9 c.182A>G p-N61S §
AD GP1BA c.28 30del p.L10del
SBSm =
GP1BA c.515C>T p.A172V
SPC AR NBEAL2 c.2187C>A p.Y729* §
NBEAL2 | ¢.3838C>T/c.6477C>G p-R1280%/p.H2159Q
AD RUNXI1 ¢.735delC p-T246Rfs*8
DPF/LMA
RUNXI1 c.351+1G>A o
T AD ANKRD26 c.-125A>G °0°
r . 000
ANKRD26 ANKRD26 c.-118C>T
ANKRD26 c.127A>G 00
TLX lig. X WAS c.190G>C p.Q52H

D-MYHS9: desorden relacionado a MYH9, SBS: sindrome de Bernard Soulier, SPG: sindrome de plaque-
tas grises, DPF/LMA: desorden plaquetario familiar con predisposicion a leucemia, Tr-ANKRD26: trom-
bocitopenia asociada a ANKRD26, TLX: trombocitopenia ligada al X. AD: autosémico dominante, AR:
autosomico recesiva. Lig.X: ligada a X. En negrita se remarcan las mutaciones que fueron descriptas por
primera vez. ° mutacion hallada en mas de una familia. °° mutacién en el sitio de empalme. °°° mutacion
a nivel del promotor del gen. § mutacion homocigota.

luego de implementar el abordaje clasico y NGS.
Las familias sin diagnostico etiologico (38%) pre-
sentan en su mayoria trombocitopenia aislada, leve,
con moderado aumento del tamafio plaquetario y
escaso sangrado (Figura 3).

Complicaciones

En el 38% de las familias (n=50) algin integrante
presentd manifestaciones sindromicas asociadas a la
trombocitopenia: hipoacusia 22%, nefropatia 12%,
mielodisplasia/leucemia 10%, linfoma 2% y mielo-
fibrosis 4% del total de las familias. Diez pacientes
fallecieron (9%), 8 por causas relacionadas a TH,
incluyendo 4 por sangrado (Tabla 3).
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Discusion

El avance continuo en el campo de los trastornos
plaquetarios hereditarios contribuye a una mayor
comprension de estos desordenes, posibilitando me-
jores enfoques para el diagnostico y la atencion del
paciente. La importancia de un diagndstico adecuado
de estas entidades se enfoca por un lado en definir
una conducta clinica, brindar un adecuado consejo
genético y evitar tratamientos inadecuados y, por
otro, permite entender y profundizar los mecanismos
moleculares que las sostienen. La adopcion de algo-
ritmos establecidos puede optimizar las estrategias
diagnosticas, focalizando el estudio molecular en los
genes candidatos en base al fenotipo del paciente. En
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Tabla 3. Complicaciones halladas en las familias estudiadas

Complicaciones Familias (n=50) Pacientes (n=114)

n % n %

Hemorragias graves 11 22 14 12
Hemorragias fatales 4 8 4 3
Manifestaciones sindromicas: 19 38 26 23
Hipoacusia 5 10 8 7
Hipoacusia+nefropatia 6 12 7 6
Mielodisplasia/Leucemia 5 10 7 6
Linfoma 1 2 1 1
Mielofibrosis 2 4 3 3

este sentido, la aplicacion del algoritmo del grupo
italiano condujo al diagndstico en 22 (48%) de 46 pa-
cientes no relacionados en un estudio en Ttalia®®. En
nuestra cohorte de pacientes, la caracterizacion feno-
tipica cuidadosa permitié en muchos casos elaborar
una sospecha clinica, que luego se confirmo por el
estudio molecular, logrando un rédito diagndstico si-
milar al obtenido por el grupo italiano. Sin embargo,
la heterogeneidad y la presentacion atipica de estos
trastornos, sumado a la frecuente ausencia de carac-
teristicas distintivas, dificulté el diagndstico en una
proporcion sustancial de pacientes.

El advenimiento de nuevas metodologias de estudio
genético ha dado lugar a proyectos internacionales
como ThromboGenomics", en el cual se cred una
plataforma con un panel de 79 genes con rol cono-
cido en trastornos hemorragicos, trombdticos o pla-
quetarios, alcanzando una tasa global diagndstica
del 53%. El grupo espafiol publicé su experiencia
utilizando una plataforma similar incluyendo los
exones, las regiones no traducidas y el flanqueo de
secuencia asociados a trastornos plaquetarios here-
ditarios, incluyendo trombocitopenias y tromboci-
topatias, donde hallaron el diagnoéstico en el 88%
de los pacientes con alta sospecha de una entidad
determinada, mientras que, en el grupo de pacien-
tes sin sospecha el rédito fue menor, alcanzando
54%19, En base a estos estudios, se propone que el
testeo genético basado en paneles se incorpore mas
tempranamente en el algoritmo diagndstico. Por
otro lado, las iniciativas basadas en la secuencia-
cioén exomica permiten evaluar, ademas de los genes
conocidos, otros genes que por el momento no han
sido relacionados a TH, abordaje que ha permitido
el descubrimiento de nuevos genes causales, defi-
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niendo nuevas entidades®.

En este trabajo se efectud estudio exdmico (WES)
mediante NGS en pacientes que quedaron sin diag-
noéstico luego del algoritmo clasico. Aunque no se
hallaron mutaciones patogénicas en genes nuevos,
se detectaron mutaciones en genes ya conocidos
como causales de TH. Este hallazgo fue inesperado,
dado que las entidades que fueron diagnosticadas
por NGS se encuentran comprendidas en el algo-
ritmo clasico y podrian haber sido diagnosticadas
mediante este enfoque. Esto ilustra que, si bien el
rendimiento del algoritmo clasico fue similar al de
la literatura, demostré ciertas falencias, que pueden
ser atribuibles a la presentacion fenotipica poco dis-
tintiva o limitaciones técnicas, incluida la necesidad
de realizar estudios con muestras frescas, entre otros
motivos. La aplicacion del NGS permitié entonces
aumentar el rédito diagndstico en casos en que el ta-
mizaje clasico no fue informativo, aunque seria ne-
cesario ampliar la poblacion estudiada para estable-
cer el valor real de este abordaje en nuestro medio.
Si bien es indudable que la tecnologia NGS repre-
senta un avance en el campo de las TH, el hecho
que la mitad de las familias estudiadas en nuestra
cohorte mediante NGS permanece sin diagnostico,
aun luego del estudio exémico, pone de manifiesto
las limitaciones actuales existentes en esta area. En
particular, en estos casos no se hallaron mutaciones
en el panel de genes que se conoce que causan TH y
tampoco se hallaron mutaciones en la totalidad del
exoma. Esto puede deberse a limitaciones técnicas
del NGS, a dificultades inherentes al analisis bioin-
formatico o a la dificultad de establecer una relacion
entre el posible hallazgo de alteraciones en genes
nuevos y el fenotipo. Sélo la aplicacion conjun-
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ta de las tecnologias genéticas y la caracterizacion
de las alteraciones fenotipicas permitira identifi-
car correctamente nuevos genes causales, indican-
do que ambos abordajes no son excluyentes, sino
complementarios.

La entidad causal mas frecuente en nuestra pobla-
cion de pacientes fue el D-MYH9, en concordancia
con lo reportado en la literatura®. Esta fue la entidad
que presentd menor grado de dificultad diagnostica,
posiblemente debido a que se cuenta con una me-
todologia de tamizaje precisa y especifica, como la
inmunofluorescencia para la miosina 9, la cual es de
por si diagnostica de este desorden, si bien el rédito
diagndstico de esta técnica en pacientes con macro-
trombocitopenia hereditaria sin sospecha clinica de
D-MYHSY es bajo. La observacion del frotis en bus-
queda de los cuerpos de Dohle y de macroplaque-
tas y la pesquisa de compromiso extrahematologico
permitieron en la mayoria de los casos elaborar un
diagndstico presuntivo de D-MYH9, que fue confir-
mado por inmunofluorescencia o biologia molecu-
lar. En base a la correlacion hallada entre genotipo y
fenotipo, el estudio molecular de este desorden tiene
importancia en el prondstico y seguimiento, como
estd descrito en la literatura y corroboramos en esta
serie. Las entidades que siguieron en frecuencia al
D-MYHY, fueron el SBS y Tr-ANKRD26, como se
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describe en otras cohortes.

El diagnostico etiologico preciso posibilito la pes-
quisa adecuada de las complicaciones sindromicas,
que en muchos casos constituyen un problema maés
grave que las manifestaciones hemorragicas en si.
Entre ellas, la asociacion con leucemia, frecuente
en nuestra serie (6%), tiene implicancias éticas en
el tamizaje diagnostico de las TH y terapéuticas, en
relacion con el posible uso de TPO-miméticos, cuya
seguridad en este contexto no ha sido evaluada.

Conclusiones

En base a la experiencia aqui presentada, un aborda-
je posible en paises de bajos recursos seria limitar el
uso de la NGS, ya sea en forma de paneles o estudio
exomico, a aquellos pacientes que permanecen sin
diagnostico etiologico luego del algoritmo clasico,
permitiendo de esta manera mejorar el rédito diag-
noéstico, optimizando, al mismo tiempo, los recursos
disponibles. Considerando que es posible que en un
futuro proximo dispongamos de paneles NGS diri-
gidos a los genes causales de TH en distintas insti-
tuciones de nuestro medio, la colaboracion continua
entre los centros seria fundamental para lograr ca-
suisticas nacionales representativas de estas enfer-
medades poco frecuentes.
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Resumen

Las neoplasias mieloproliferativas BCR-ABL nega-
tivas son un grupo heterogéneo de trastornos hema-
topoyéticos clonales caracterizados por la sobrepro-
duccién de células hematopoyéticas diferenciadas.
Incluye policitemia vera (PV), trombocitemia esen-
cial (TE), mielofibrosis primaria (MFP) y mielofi-
brosis primaria prefibrotica (MFPpre).

La clasificacion de la OMS 2001-2008 fue revisa-
da en el afio 2016 agregando hallazgos moleculares
especificos con un impacto en el diagndstico y el
tratamiento. Integra criterios clinicos, moleculares
y patologicos y mantiene un papel central para el
examen morfoldgico fino de la médula 6sea.

Con la finalidad de comprender mejor esta entidad y
de contar con datos poblacionales propios, se reali-
76 un estudio de cohorte retrospectiva en el Hospital
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Italiano de Buenos Aires que incluye 264 pacien-
tes con diagndstico de neoplasia mieloproliferativa
cronica Phi negativa entre enero 2004 y diciembre
2017 y se realizo la revision anatomopatoldgica
de 64 pacientes con diagnéstico de trombocitemia
esencial previo al 2016 (utilizando los criterios de la
nueva clasificacion de la OMS).

El analisis demostrd que las caracteristicas de nues-
tra poblacion son similares a las reportadas en la
bibliografia, con tasas de sobrevida global y de
transformacion similares en la poblacion global.
En cuanto a la revision de la patologia de la médula
osea, el diagnostico de TE fue confirmado en el 56%
de los pacientes. En los pacientes que recategoriza-
ron a mielofibrosis primaria en estadio prefibrotico
(44%) se encontrd un porcentaje mayor de fibrosis
medular y de esplenomegalia al diagndstico.
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Abstract

BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms
(MPNs) are a heterogeneous group of clonal hema-
topoietic disorders characterized by the overproduc-
tion of differentiated hematopoietic cells, including
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia
(ET), primary myelofibrosis (PMF) and prefibrotic
primary myelofibrosis (prePMF).

The WHO classification was revised in 2016 adding
specific molecular findings with an impact on diag-
nosis and treatment. This integrates clinical, molec-
ular and pathological criteria and provides a central
role to morphological examination of the bone mar-
row (BM). It also discriminates between essential
thrombocythemia (ET) and the prefibrotic phase of
primary myelofibrosis (pre PMF).

In order to better understand this entity and to have
its own population data, a retrospective cohort study
was carried out at the Hospital Italiano de Buenos
Aires, which included 264 patients with a diagnosis
of Philadelphia-negative chronic myeloproliferative
neoplasms between January 2004 and December
2017 and a pathological review of 64 patients with a
diagnosis of essential thrombocythemia prior to 2016
(using the criteria of the new WHO classification).
The analysis showed that the characteristics of our
population are similar to those reported in the lit-
erature, with rates of global survival and transfor-
mation similar to the global population. Regarding
the review of bone marrow pathology, the diagno-
sis of ET was confirmed in 56% of the patients. In
patients who were reclassified to PMF prefibrotic
stage (44%), a higher percentage of medullary fi-
brosis and splenomegaly was found at diagnosis.

Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son un
grupo heterogéneo de trastornos hematopoyéticos
clonales caracterizados, en su fase cronica, por la
sobreproduccion de células hematopoyéticas dife-
renciadasV.

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) reconoce a las neoplasias mieloproli-
ferativas (NMP) como una de varias malignidades
mieloides.

Las "NMP BCR-ABL negativas" son una subcate-
goria de NMP que incluye policitemia vera (PV),
trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis primaria
(PMF) y recientemente se distingue mielofibrosis
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primaria prefibrotica (MFPpre)®.

Clinicamente comparten las caracteristicas de hi-
percelularidad de la médula 6sea, el aumento de la
incidencia de trombosis 0 hemorragia y una mayor
tasa de transformacion a leucemia mieloide aguda®.
La clasificacion de la OMS 2001-2008 fue revisa-
da en el afio 2016 agregando hallazgos moleculares
especificos, conocimientos mas profundos para la
comprension de la patobiologia de las NMP, con un
impacto en el diagnostico y el tratamiento®. Integra
criterios clinicos, moleculares y patoldgicos, pero
el examen morfoldgico fino de la médula 6sea atn
mantiene un papel central®.

Los eventos moleculares que caracterizan a las neo-
plasias mieloproliferativas son la mutacion V617F
en el gen JAK2, la mutacion en el exon 10 del gen
MPL (mayormente en el codén W515) , la muta-
cion en el exon 12 del gen JAK?2 y la mutacion del
exon 9 del gen calreticulina (CALR)®. Son muta-
ciones mutuamente excluyentes y se las denomina
“conductores fenotipicos™ (del inglés: “phenotypic
drivers”) por su participacion en el fenotipo mielo-
proliferativo®,

La mutaciéon en JAK2, que también es la mas fre-
cuente, involucra a Janus kinasa 2 localizada en el
cromosoma 9p24. En los pacientes con PV se detec-
ta en el 97% como mutaciones activadoras somati-
cas en el exon 14 (JAK2 V617F)®@.

JAK2 V617F también ocurre en TE y MFP, incluido
MFPpre, con frecuencias mutacionales respectivas
de 55% y 65%. Otras mutaciones en el gen JAK2,
como son las del exdn 12, parecen ser casi exclusivas
de los casos de PV con negatividad para la V617F®,
La mutacion en el exén 12 de JAK?2 (entre F533 y
F547), que se encuentran en los pacientes con PV
con mutacion JAK2 V617F negativa y que se ca-
racteriza por una mielopoyesis predominantemente
eritroide, su frecuencia en pacientes con PV es del 1
a2 %. En la préctica diaria, la ausencia de mutacion
JAK?2 hace poco probable el diagnostico de PV.

La segunda mutacion mdés frecuente en NMP in-
volucra al gen CALR localizado en el cromosoma
19p13.27. Se detectaron mas de 50 tipos de muta-
ciones en CALR, pero las méas frecuentes son la de-
lecion de 52-bp (mutacidn tipo 1) y la insercion de
5-bp (tipo 2), encontradas en el 80% de todos los
pacientes con mutacion en CALR®.

La mutacion en CALR estd ausente, salvo reportes
aislados, en PV. Su frecuencia esta estimada en 20 a
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25% en pacientes con diagnostico de TE y MFP!9.
También puede encontrarse en pacientes con diag-
nostico de sindrome mielodisplasico/mieloprolifera-
tivo definida como anemia refractaria con sideroblas-
tos en anillo asociada a trombocitosis marcada?.

La mutacion en MPL (oncogén mieloproliferativo
del virus de la leucemia, localizada en el cromoso-
ma 1p34) ocurre en aproximadamente el 4% de los
pacientes TE y el 8% de los pacientes con MFP. Es
una mutacion somatica ubicada en el exén 10 del gen
MPL y compromete principalmente al codon W515(2,
Aproximadamente el 10 a 15% de los pacientes con
TE o MFP no tienen ninguna de las tres mutaciones
lideres y se los denomina “triple negativos™?.

Las mutaciones en JAK2/CALR/MPL nos brindan
importante informacion pronostica en las NMP. Una
alta carga al¢lica (mayor al 50%) de JAK2 V617F
en PV estd asociada a mayor transformacion fibro-
tica y a la presencia de prurito. En TE y MFP, la
mutacion JAK2 V617F esta asociada a mayor edad,
niveles de hemoglobina mas altos, leucocitosis y
menor recuento de plaquetas y en TE a aumento del
riesgo de trombosis con baja tasa de transformacion
a mielofibrosis. La supervivencia en pacientes con
TE en los que se detecta la mutacion JAK2 V617F
es significativamente més corta que la de la pobla-
cion de control ajustada por sexo y edad, con esti-
maciones promedio de 20 anos”.

Los pacientes con TE que presentan mutacién en
CALR son mas jovenes con recuentos de plaquetas
mas elevados y riesgo trombdtico bajo. En MFP la
presencia mutacion CALR tipo 1 estd asociada a una
sobrevida mayor.

Ademas, se detectan mutaciones en genes impli-
cados en la sefalizacion, regulacion epigenética y
procesamiento del ARN, que no se realizan de ru-
tina pero dan pronostico. No son especificos de las
NMP, ya que también pueden encontrarse mutados
en cualquier malignidad mieloide®'®. Un tercio de
los pacientes con diagndstico de NMP tienen estas
mutaciones somaticas adicionales e identifican a los
pacientes con mayor riesgo de muerte o de transfor-
macion leucémica®®.

La clasificacion de la OMS 2016 distingue MFPpre
de MFP manifiesta (fase fibrotica).

La fase inicial prefibrotica, que debe diferenciarse
de la TE, presenta en el examen de la anatomia pato-
l6gica una médula 6sea hipercelular asociada a una
minima fibrosis reticulinica con un hemograma con
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discreta leucocitosis o trombocitosis!®.

La fase avanzada de la enfermedad o fase fibrotica
tiene una reduccion de la celularidad hematopoyéti-
ca junto a la presencia de fibrosis reticulinica o co-
lagena, y a menudo osteosclerosis, en la biopsia de
médula dsea.

Los criterios estan basados principalmente en la
morfologia de la médula 6sea®.

El objetivo principal de este trabajo fue describir las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pa-
cientes con diagndstico de NMP en nuestra institu-
cion y evaluar su evolucion, en cuanto a transforma-
cion y sobrevida global.

Consideramos importante evaluar un subgrupo de pa-
cientes diagnosticados con TE, identificando la pro-
porcion de los mismos que termina siendo reclasifica-
dos a MFPpre con los criterios de revision de la OMS
2016 a través, principalmente, de los hallazgos mor-
fologicos en la biopsia de médula dsea, que incluyen
la evaluacién de la trama reticulinica, la cual tendria
implicancias pronosticas. Describimos caracteristicas
clinicas y moleculares, la presentacion hematologica
de los dos grupos y las diferentes sobrevidas.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio observacional de cohorte re-
trospectivo en un hospital universitario de Buenos
Aires que incluye a todos los pacientes mayores a
17 afios con diagndstico de neoplasia mieloprolife-
rativa cronica Phi negativo segun los criterios de la
OMS de ese momento histdrico diagnosticados y
seguidos en nuestro centro desde enero 2004 a di-
ciembre 2017.

Los pacientes potenciales fueron seleccionados del
registro institucional NMP.

Los datos clinicos se recopilaron a partir de regis-
tros médicos electronicos en forma estandarizada.
Los pacientes fueron seguidos desde la fecha de
diagnostico hasta su muerte o pérdida de seguimien-
to.

Los criterios de exclusion fueron la ausencia de una
muestra de medula 6sea disponible para revision y
la ausencia de datos en la historia clinica electroni-
ca.

El analisis de la histopatologia fue realizado lo-
calmente por patdlogos capacitados que evaluaron
qué muestras se recategorizarian como pre PMF de
acuerdo con los criterios de clasificacion de la OMS
de 2016.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 20-28, 2020
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Las comparaciones categoricas se realizaron usan-
do el test chi-cuadrado, el exacto de Fischer’s y
regresion logistica. Se realizé analisis de sobrevi-
da con Kaplan Meier y se compararon mediante el
Log-rank test (Mantel-Cox). Se utiliz6 el programa
IBM SPSS version 20, Chicago, Illinois.

Resultados

Se seleccionaron 360 pacientes con diagnostico de
NMP por biopsia de médula 6sea, se incluyeron en
el estudio 264 pacientes con diagndstico de NMP
BCR-ABL negativa. Las caracteristicas basales se
exponen en la tabla 1 de resultados.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas

Total NMP (264) PV (67) MF (84) TE (113)
Mediana de edad en aiios 69 (61-79) 68 (61-78) 71.5 (62-80) 68 (61-69)
(RIC)
Sexo, M/F (%) Masculino 123 (46.5%) 39 (58.2%) 48 (57.1%) 36 (31.9%)

Femenino 141 (53.4%) 28 (41.8%) 36 (42.9%) 77 (68.1%)
Mediana de Hb (RIC) 13.5 (12-16) 17(15-19) 11.5 (10-13) 14 (12-15)
Mediana de leucocitos 10.230 11.050 11.929 9.370
mm3 (RIC) (7.162-13.826) (8.160-16.350) (6.224-18.405) (7.416-11.460)
Mediana de recuento pla- 572.850 353.600 342.350 739.500
quetario mm3 (RIC) (260.550- (217.800- (158.150- (611.800-
778.625) 586.000) 619.800) 927.300)

Mediana de LDH UI (RIC)

233 (180-365)

215 (174-294)

398 (241-730)

204 (167-266)

Esplenomegalia, n (%)

n=130 (49.2%)

n=42 (62%)

n=59(70,23%)

n=29 (25.7%)

Citogenético anormal (%)

27 (10.2%)

5 (7.4%)

13 (15.4%)

9 (7.9%)

Mutaciones somaticas.

W JAK2 mutado

TE

ESTADO NMP
MUTACIONAL n=194

JAK2 68% (n=132)
CALR1 22.22%(n=6)
CALR2 7.40%(n=2)
MPL 7.40%(n=2)

TRIPLE NEGATIVO

62.96%(n=17)

PV

MFP

=]
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El 53,4% de los pacientes fueron mujeres (n: 141),
con una mediana de edad de 69 anos (RIC 61-79),
con un minimo de 21 afios y un maximo de 99 afios.
El 25,4% de los pacientes correspondieron a PV
(n:67), un 42,8% TE (n: 113), el restante 31,8% a
MFP (n: 84).

Se realiz6 estado mutacional en el 73,5% de los pa-
cientes (194 casos), de los cuales en 132 se detectd
la mutacion JAK2 V617F (68%).

De los 62 pacientes con mutacion JAK2 V617F ne-
gativa se solicito el estudio de mutaciones en CALR
y MPL en 27 pacientes, en 6 casos se encontro la
mutacion CALR tipo 1 (3 con diagnostico de MFP
y 3 casos con diagnostico de TE), en 2 se detecto la
mutacion CALR tipo 2 (1 MFP y 1 TE). 2 pacientes
presentaron mutaciones en MPL (1 MFPy 1 TE) y
17 pacientes fueron triple negativos.

En PV se detect6 la mutacion JAK2 V617F en 88%
de los pacientes analizados, en TE y en MFP en el
60%.

En 52 pacientes presentaron eventos tromboticos
(19,6%), 4 pacientes (1,5%) presentaron tanto even-
to arterial como venoso. De los 264 pacientes, 37
(13,9%) presentaron eventos venosos y 11 (4,1%)
eventos arteriales. Los sitios de trombosis mas fre-
cuentes fueron para los eventos venosos en miem-
bros inferiores seguido en un 34% por trombosis en
sitios inusuales (7,2% trombosis suprahepatica). De
los eventos arteriales el accidente cerebrovascular
y el infarto agudo de miocardio fueron los mas fre-
cuentes.

Se evalud la relacion entre el desarrollo de trombo-
sis arterial y venosa con la presencia de mutacion
JAK?2 y leucocitosis por test de chi cuadrado y con
LDH y recuento de plaquetas por regresion logisti-
ca, no encontrandose asociacion entre las mismas.
De los 264 pacientes de nuestra poblacion en estu-
dio, se realizo el estudio citogenético por bandeo G
en el 99%, de ellos el 83,7% (221 pacientes) presen-
taron cariotipo normal, en 6,2% (16 pacientes) no
se obtuvieron metafases y 10,1% presento carioti-
po anormal, siendo las alteraciones mas frecuentes
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delecion 13q, 20q y la trisomia del 9, 7 pacientes
presentaron cariotipo complejo.

De la totalidad de los pacientes, 14 (5,3%) pacientes
se transformaron, 7 (2,6%) evoluciondé a LMA, de
ellos 2 pacientes tenian diagnostico inicial de PV, 4
de MFP y 1 paciente de TE. De los 7 pacientes que
evolucionaron a MF, 2 casos con diagndstico previo
de PV y 5 casos de TE. De estos pacientes se estudio
en 4 el gen TP53 resultando positivo en 2 casos.

Se realiz6 un analisis univariado para evaluar la re-
lacion independiente entre la edad, el valor de he-
moglobina y el recuento de leucocitos con el riesgo
de transformacion de la enfermedad. No se obtu-
vieron resultados estadisticamente significativos, se
expresan en la tabla 2 de resultados.

La mediana de transformacion en la poblacion total
fue de 196 meses, para TE también fue de 196 me-
ses. Al final del seguimiento se mantienen sin pro-
gresion el 94% de las PV y el 96,3% de las MFP, no
alcanzando la mediana de sobrevida libre de pro-
gresion.

La mediana de seguimiento de toda la poblacion
desde el momento del diagndstico fue de 53 meses
(minimo de 1 mes - maximo 288 meses), para PV
fue de 47 meses (1 a 140), en TE de 48 meses (1-
288) y en MFP de 31.5 meses (1-134). Del total de
pacientes, 49 (18,6%) murieron en el transcurso del
seguimiento por diferentes causas entre éstas, even-
tos cardiovasculares y causas infecciosas.

La mediana de sobrevida global para la cohorte
completa fue de 288 meses. La mediana de sobrevi-
da de los pacientes con MFP y TE fue de 84 y 288
meses, respectivamente. Al final del seguimiento los
pacientes con PV estan por arriba de la mediana (su-
pervivencia acumulada 91%).

Se realiz6 una revision de la anatomia patologica de
64 pacientes. El diagnostico de TE fue confirmado
en el 56% de los pacientes. Edad media: 67 afos.
El estado mutacional se realizdo en 32 pacientes,
62% fueron JAK2 mutados. Nueve pacientes fue-
ron triple negativo. Hubo 8 eventos trombéticos. La
mediana de seguimiento fue de 32 meses; ningiin

Tabla 2 de resultados. Factores asociados a eventos tromboticos.

Variable HR IC (95%) P
Edad (afios) 0.99 (0.96 - 1.027) 0.68
Hb (g/dL) 1.05 (0.87 - 1.262) 0.602
Leucocitos (mm?) 1.91 (0.63 - 5.840) 0.251
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paciente fue transformado. Tres pacientes murieron.
Veintiocho pacientes (44%) fueron reclasificados
a estadio pre-fibrético MFP, mediana de edad: 67
afios (IC 95% 59-70). Se estudio el estado mutacio-
nal en 16 pacientes: once fueron JAK2 positivos,
dos mutaciones en CALR, un MPL mutado y tres
pacientes triple negativo. Se detectaron ocho even-
tos tromboticos. Ni la presencia de la mutacion en
JAK2, la leucocitosis, el aumento de LDH o el va-
lor de las plaquetas se asociaron con la presencia
de un evento trombdtico (p=0.09 p=1 OR=1 OR=
0.99, respectivamente). Un paciente progres6 a MF
y 4 pacientes murieron. El grupo TE tuvo menos
esplenomegalia y mayor recuento de plaquetas. El
grupo MFP tuvo menor supervivencia. La mediana
de supervivencia global no se alcanz6 con una me-
diana de seguimiento de 40 meses. La supervivencia
global a los 3 afios fue del 87% de MFPpre frente al
89% TE (p=0.51).

Discusion

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 20-28, 2020

En este estudio se describe una cohorte de 264 pa-
cientes, con diagnostico de NMP BCR-ABL negati-
vas, encontrando un predominio del sexo femenino,
una mayor frecuencia de trombosis venosa, en con-
traste con lo citado en la bibliografia en la que se
demuestra que el mayor porcentaje de la poblacion
era de sexo masculino con una mayor frecuencia de
trombosis arterial, lo que es esperable, ya que en
nuestra cohorte en estudio presentdé mayor porcen-
taje de pacientes con diagnostico de TE.

De nuestro andlisis se estudio el estado mutacional
en 194 casos. Observamos en PV su positividad en
un 88% y 48%, 60% para TE y MFP respectivamen-
te. En contraste con el estudio realizado por Jacob
Grinfeld y colaboradores, donde evaluaron las de-
terminantes moleculares de las NMP y demostro
que la frecuencia mutacional JAK2 V617F es es-
pecifica y esta presente en practicamente todos los
pacientes con PV, 50-60% en TE y 55-65% en MFP.
Esta diferencia entre los estudios, puede deberse a
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que en nuestra poblacion no se estudid en forma sis-
tematica la mutacion del JAK2 en el exén 12.

La frecuencia de cariotipo anormal fue similar a la
publicada (10% vs 7 %).

Las tasas de transformaciéon de PV y MFP fueron
similares a las publicadas en la bibliografia, no asi
para las TE, que fue mayor para transformacion a
LMA y MFP. Como la transformacion de los pa-
cientes con TE es un evento raro, podemos suponer
que estos pacientes tenian un diagnodstico al comien-
zo de MFPpre.

No se encontré relacion estadistica entre edad, leu-
cocitosis, valor de LDH, de hemoglobina y recuento
de plaquetas con las tasas de transformacion.

En nuestra cohorte fueron recategorizados a MF-
Ppre un 44% de los pacientes con TE estudiados,
estos resultados son similares a los publicados en
el estudio del comité Britanico (Georg Jeryczynski
y colaboradores) donde de 209 pacientes diagnos-
ticados con TE, se obtuvo un 38.3% de pacientes
rediagnosticados como MFPpre.

En nuestro estudio, con una mediana de seguimien-
to de la cohorte de 43 meses, no se ha alcanzado atn
la mediana de sobrevida para la poblacion. Estos da-

tos son coherentes con lo reportado en la literatura.
Podemos concluir que la caracterizacion de los pa-
cientes de acuerdo a la presencia de las mutaciones
somaticas, tanto las mutaciones lideres como las
mutaciones somaticas adicionales, son importantes
para la clasificacion del riesgo de estas patologias,
ya que tienen implicancias en el prondstico y en la
adecuacion del tratamiento.

La distincion entre TE y MFPpre, especialmente
en lo que concierne a presentacion hematolégica,
eventos tromboticos, de sangrado y prondstico, tie-
ne mucha relevancia clinica.

Los pacientes con diagndstico de TE confirmado
por los criterios de la OMS pueden requerir solo tra-
tamiento preventivo para la presencia de trombosis.
Sin embargo, en los casos de MF pre se requeriria
un tratamiento mas agresivo, para evitar la progre-
sion a MFP manifiesta y/o a LMA.

En conclusion, un elemento primordial para el diag-
noéstico correcto segun los criterios de la OMS exi-
ge un escrutinio minucioso de la biopsia de médula
oOsea, para poder tener un manejo terapéutico apro-
piado de los pacientes.

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

Bibliografia

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele J, Borow-
itz MJ, Le Beau MM et al. The 2016 revision to the
World Health Organization classification of myeloid
neoplasms and acute leukemia. Blood. 2016;127:
2391-2405.

2. Grinfeld J, Nangalia J, Green AR. Molecular determi-
nants of pathogenesis and clinical phenotype in my-
eloproliferative neoplasms. Hematologica. 2017;102:
7-117.

3. Guglielmelli P, Pacilli A, Rotunno G, Rumi E, Rosti
V, Delaini F et al. Presentation and outcome of pa-
tients with 2016 WHO diagnosis of prefibrotic and
overt primary myelofibrosis. Blood. 2017;129: 3227-
3236.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 20-28, 2020

4. Rupoli S, Goteri G, Picardi P, Micucci G, Canafog-
lia L, Scortechini AR et al. Thrombosis in essential
thrombocytemia and early/prefibrotic primary myelo-
fibrosis: the role of the WHO histological diagnosis.
Diagn Pathol. 2015;10: 29.

5. Kim SY, Im K, Park SN, Kwon J, Kim J-A, Lee DS.
CALR, JAK2 and MPL mutation profiles in patients
with four different subtypes of myeloproliferative
neoplasms: primary myelofibrosis, essential thrombo-
cythemia, polycythemia vera, and myeloproliferative
neoplasm, unclassifiable. Am J Clin Pathol. 2015;143:
635-644.

6. Vainchenker W, Constantinescu SN, Plo I. Recent ad-
vances in understanding myelofibrosis and essential

27



10.

11.

12.

13.

thrombocythemia. F1000Res. 10.12688/

f1000research.8081.1.

2016;5.

Passamonti F, Elena C, Schnittger S, Skoda RC,
Green AR, Girodon F et al. Molecular and clinical
features of the myeloproliferative neoplasm associat-
ed with JAK2 exon 12 mutations. Blood. 2011;117:
2813-2816.

Passamonti F, Rumi E, Pietra D, Elena C, Boveri E,
Arcaini L et al. A prospective study of 338 patients
with polycythemia vera: the impact of JAK2 (V617F)
allele burden and leukocytosis on fibrotic or leukemic
disease transformation and vascular complications.
Leukemia. 2010;24: 1574-1579.

Tefferi A, Lasho TL, Finke C, Belachew AA, Wassie
EA, Ketterling RP et al. Type 1 vs type 2 calreticu-
lin mutations in primary myelofibrosis: differenc-
es in phenotype and prognostic impact. Leukemia.
2014;28: 1568-1570.

Tefferi A, Wassie EA, Guglielmelli P, Gangat N, Be-
lachew AA, Lasho TL et al. Type 1 versus Type 2 cal-
reticulin mutations in essential thrombocythemia: A
collaborative study of 1027 patients. Am J Hematol.
2014;89: E121-E124.

Cazzola M, Kralovics R. From Janus kinase 2 to cal-
reticulin: the clinically relevant genomic landscape
of myeloproliferative neoplasms. Blood. 2014;123:
3714-3719.

Coleman WB, Tsongalis GJ. Molecular Pathology:
The Molecular Basis of Human Disease. Academic
Press; 2017.

McKenney AS, Lau AN, Somasundara AVH, Spitzer
B, Intlekofer AM, Ahn J et al. JAK2/IDH-mutant-driv-
en myeloproliferative neoplasm is sensitive to com-
bined targeted inhibition. J Clin Invest. 2018;128:
4743-4743.

ARTICULO ORIGINAL

14. Kralovics R, Passamonti F, Buser AS, Teo S-S, Tiedt
R, Passweg JR et al. A Gain-of-Function Mutation of
JAK2in Myeloproliferative Disorders. N Engl J Med.
2005;352: 1779-1790.

15. Zhan H, Lin CHS, Segal Y, Kaushansky K. The JAK2
V617F-bearing vascular niche promotes clonal ex-
pansion in myeloproliferative neoplasms. Leukemia.
2017;32: 462- 469.

16. Kubesova B, Pavlova S, Malcikova J, Kabathova J,
Radova L, Tom N et al. Low-burden TP53 mutations
in chronic phase of myeloproliferative neoplasms:
association with age, hydroxyurea administration,
disease type and JAK2 mutational status. Leukemia.
2018;32: 450-461.

17. Tefferi A, Lasho TL, Tischer A, Wassie EA, Finke
CM, Belachew AA et al. The prognostic advantage of
calreticulin mutations in myelofibrosis might be con-
fined to type 1 or type 1-like CALR variants. Blood.
2014;124: 2465-2466.

18. Nangalia J, Green AR. Myeloproliferative neoplasms:
from origins to outcomes. Blood. 2017;130: 2475-
2483.

19. Tefferi A. Primary myelofibrosis: 2017 update on
diagnosis, risk stratification, and management. Am J
Hematol. 2016;91: 1262-1271.

20. Maffioli M, Mora B, Passamonti F. Polycythemia
vera: from new, modified diagnostic criteria to new
therapeutic approaches. Clin Adv Hematol Oncol.
2017;15: 700-707.

21. Masked polycythemia Vera (mPV): Results of an in-
ternational study. Am J Hematol. 2018;93: E133.

22.Hatalova A, Schwarz J, Gotic M, Penka M, Hrubisko
M, Kusec R et al. Recommendations for the diagno-
sis and treatment of patients with polycythaemia vera.
Eur J Haematol. 2018;10.1111/ejh.13156.

28

Atribucion — 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°2: 20-28, 2020



Factores pronosticos en linfomas T:
experiencia en una institucion

Prognostic factors in T-cell lymphoma:
a single- institution experience

ARTICULO
Verdie J; Martinez E; Rojas F ORIGINAL
Hospital de Clinicas "José de San Martin”
jimena_verdie@hotmail.com
HEMATOLOGIA

TRABAJO INTEGRADOR FINAL DESTACADO EN EL MARCO DEL CURSO DE LA CARRERA DE MEDICO ESPECIALISTA EN

Palabras claves: linfomas T,
factores prondsticos,
indices pronosticos.

Resumen

Los linfomas de células T periféricas (LCTP) com-
prenden un grupo raro y heterogéneo de neoplasias
que se originan a partir de células T post-timicas (pe-
riféricas) o células natural killer (NK) y que se carac-
terizan por tener diferentes patrones morfoldgicos,
fenotipicos y distintas formas de presentacion clinica.
Representan alrededor del 15 al 20% de los linfomas
agresivosV y del 7 al 10% de todos los linfomas no
Hodgkin (LNH)®, siendo su frecuencia algo mayor
en Asia y América del Sur que en los paises occi-
dentales. Los posibles factores que contribuyen a
estas diferencias geograficas son la exposicion a
agentes infecciosos virales como el virus de Eps-
tein-Barr (VEB) y el virus linfotropico humano de
células T tipo 1 (HTLV-1) que se asocian a subtipos
especificos de LCTP®,

Bajo la denominacién de LCTP se engloban mas
de 20 subtipos, siendo el linfoma T NOS la entidad
mas frecuente con el 25.9%, seguido del linfoma
angioinmunoblastico (LAIT) con el 18.5%, el linfo-
ma T/NK nasal con el 10.4%, el linfoma anaplasico
(LACG) ALK positivo 6.6% y el linfoma anaplasico
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(LACG) ALK negativo con el 5.5%.

La clasificacion actual de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) divide a los LCTP en cuatro ca-
tegorias seglin la presentacion clinica predominante:
leucémica (diseminada), ganglionar, extraganglio-
nary cutanea®®. Sin embargo, se reconoce que en la
practica los LCTP pueden ser dificiles de subclasifi-
car debido al poco conocimiento de anormalidades
genéticas especificas en comparacion con los linfo-
mas de células B7¥, Incluso, dentro de los subtipos
establecidos, los LCTP pueden exhibir una marcada
heterogeneidad clinica, histologica, inmunofenoti-
pica, citogenética y molecular. La caracterizacion
histopatoldgica es obligatoria tanto por razones pro-
nodsticas como terapéuticas®”. Independientemente
de su heterogeneidad, los LCTP se caracterizan, con
pocas excepciones, por su comportamiento clinico
agresivo, su afectacion sistémica y una respuesta
pobre al tratamiento.

Los LCTP suelen afectar a la poblacion adulta con
una edad media de entre 55 y 60 afios y un lige-
ro predominio en los hombres. La mayoria de los
pacientes se presentan con enfermedad en estadio
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avanzado (68%), sintomas constitucionales (45%),
compromiso de médula 6sea (25.8%) y enfermedad
extranodal (37%)".

Los LCTP plantean desafios diagndsticos (debido a
la ausencia de marcadores clonales y la existencia
de grupos heterogéneos) tanto como terapéuticos.
Su baja incidencia asociada a la ausencia de indices
prondsticos adecuados y ensayos clinicos diseniados
especificamente para este tipo de linfoma hace que
no exista un esquema estandar de tratamiento.

El tratamiento de LCTP se extrapola principalmen-
te de estudios realizados en linfomas B agresivos,
siendo el régimen mas ampliamente utilizado el
esquema CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina y prednisona)®. La adicion de etopdsi-
do a este esquema (CHOEP) demostrd, en algunos
estudios, mejorar la sobrevida libre de eventos en
pacientes menores de 60 afios, pero sin un claro im-
pacto en la sobrevida global!®'). Sin embargo, en
comparacion con los linfomas agresivos de células
B, el resultado en pacientes con LCTP es en general
deficiente y es por este motivo que se han ensayado
tratamientos mas intensivos, incluido el trasplan-
te autdlogo de células madre (TAMO) en primera
remision completa. Este ultimo no estd exento de
complicaciones y es por este motivo que es impor-
tante identificar aquellos pacientes con riesgo alto
que puedan beneficiarse con el mismo.

Los enormes desafios diagnosticos, los sistemas de
clasificacion cambiantes y los diferentes enfoques
terapéuticos para tratar este tipo de linfomas con-
tribuyen a la incertidumbre sobre los factores que
determinan el pronostico.

Se han desarrollado distintos estudios con el fin de
identificar los factores pronosticos en pacientes con
LCTP(2. Aunque el Indice Pronéstico Internacional
(IPT) fue desarrollado como un modelo predictivo en
pacientes con linfoma no Hodgkin agresivo!?, tam-
bién tiene valor pronostico en pacientes con LCTP.
Es un indice facil de aplicar, ya que toma en cuenta
caracteristicas clinicas de los pacientes, pero tiene
como desventaja que tanto la presencia de sitios
extranodales como la extension de la enfermedad
(estadio) son hechos frecuentes en los LCTP, por lo
tanto, no tienen tanta significancia prondstica®.

El indice pronostico para los linfomas T (PIT) fue de-
sarrollado a partir de un estudio retrospectivo colabo-
rativo por parte del Intergrupo Italiano de Linfomas
(IIL) y toma en cuenta la edad, el estado funcional
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(ECOQ), los niveles séricos de lactato deshidroge-
nasa (LDH) y el compromiso de la médula 6sea, lo-
grando identificar, de esta manera, cuatro subgrupos
pronosticos. El PIT tiene como desventaja, por un
lado, la poca utilidad en el LCGA (baja frecuencia
de compromiso de médula 6sea en este subgrupo) y
la falta de capacidad para evidenciar diferencias pro-
nosticas significativas entre LCGA ALK positivo (+)
y ALK negativo (-)'?y, por otro lado, no utiliza nin-
gun parametro bioldgico tumoral. Por tal motivo fue
modificado por el mismo grupo (PIT modificado o
indice de Bologna) cambiando el compromiso de mé-
dula 6sea por el indice de proliferacion evaluado por
la inmunotincion Ki-671%. El indice prondstico mas
reciente fue presentado por el Proyecto Internacional
de Linfoma de Células T periféricas en pacientes con
LAIT, denominado PIAIL y toma en consideracion la
edad, el ECOG y el recuento de plaquetas, la presen-
cia de sintomas B y el compromiso extranodal como
principales variables!'?.

El objetivo del presente trabajo fue realizar un ana-
lisis retrospectivo de las principales caracteristicas
clinico-biolédgicas de los pacientes con LCTP eva-
luados en una tnica institucion, aplicar los indices
prondstico mencionados anteriormente y comparar
los resultados con los existentes en la bibliografia
internacional.

Material y métodos

Se realiz6 un analisis retrospectivo de los pacientes
con LCTP diagnosticados y tratados en la Division
de Hematologia del Hospital de Clinicas “José de
San Martin” durante el periodo comprendido entre
octubre de 2010 y octubre de 2018. Se tom6 como
criterio de inclusion la edad mayor de 18 afios y el
diagnostico de LCTP de novo. De un total de 40 pa-
cientes se excluyeron los pacientes con diagnosti-
co de leucemia/linfoma de células T del adulto (2
pacientes), leucemia de células NK agresiva (1 pa-
ciente), linfomas T cutaneo (2 pacientes) y micosis
fungoides (5 pacientes) debido a que la biologia, los
factores pronosticos y el tratamiento difieren de los
LCTP. Por lo tanto, un total de 30 pacientes fueron
los sujetos analizados en el presente estudio.

El diagnéstico de LCTP se establecidé de acuerdo
con la ultima clasificacion de la OMS 2017 y fue
realizado por un hematopatologo experimentado de
nuestra institucion, tanto en el diagnostico inicial
como en los casos de revision por ser la anatomia
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patologica externa. La expresion de la proteina ALK
se determin6 por inmunohistoquimica en el subgru-
po LCGA y de acuerdo con el resultado se le asigno
como ALK+ o ALK-.

El indice de proliferacion se evalué mediante inmu-
notincién con la técnica de Ki 67 y se definié como
punto de corte “mayor o igual a 80%”.

Los parametros registrados de la historia clinica fue-
ron la edad, el género, la distribucion de los subtipos
segun la histologia, la presencia de sintomas B, el
compromiso extranodal y de la médula dsea, el esta-
do funcional, el estadio y la respuesta al tratamiento.
Se registraron datos de laboratorio incluidos el nivel
de LDH, el recuento de plaquetas, el recuento abso-
luto de linfocitos y neutrdfilos, la eritrosedimenta-
cion, la f2-microglobulina y la albumina.

Se defini6 como sintomas B a la presencia de algu-
no de los siguientes signos o sintomas: temperatura
mayor a 38° C, sudoracion nocturna y pérdida de
peso del 10% o mas en seis meses.

El estado funcional de los pacientes se evaluo de
acuerdo con la escala denominada Performance Sta-
tus diseriada por el Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG). Se le asign6 0 a aquellos pacientes
totalmente activos, sin restricciones ni sintomas; 1
a los pacientes con restriccion en actividades fisi-
camente extenuantes; 2 a aquellos pacientes ambu-
latorios, pero que no pueden realizar su actividad
laboral; 3 a los que estan confinados a reposo por
mas del 50% del dia y 4 a los que estan postrados en
la cama y requieren asistencia para los cuidados de
la vida diaria.

El estadio se determind de acuerdo con la clasifica-
cioén de Ann Arbor basandose en la historia clinica,
el examen fisico, la tomografia computada de to6-
rax, abdomen y pelvis y la biopsia de médula 6sea.
Se asigno estadio I a aquellos pacientes que tenian
afectacion de una tUnica region ganglionar; estadio
IT a aquellos pacientes con afectacion de 2 o mas
regiones del mismo lado del diafragma; estadio III
a aquéllos con afectacion ganglionar a ambos lados
del diafragma y estadio IV a aquéllos con compro-
miso extranodal.

Se defini6 como pacientes con compromiso extra-
nodal a quienes tenian afeccion de médula oOsea,
tracto gastrointestinal, higado, bazo, pulmon, hue-
S0, sistema nervioso central y otros sitios diferentes
a los ganglios linfaticos y se registrd el numero de
sitios como 0, 1 o mas de 1.
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Se aplicaron los siguientes indices pronodstico a la
poblacion en estudio: IPI, PIT, PIT modificado y
PIAL El IPI se calculd de acuerdo con el Proyec-
to Internacional de Factores Prondsticos del LNH.
Las variables utilizadas fueron la edad (< 60 vs. >
60), ECOG (<1 vs. >2), el nivel de LDH (valor nor-
mal vs. aumentado), el estadio (I - II vs. III - IV)
y el compromiso extranodal (< 1 sitio vs. > 2). A
cada variable se le asigno 1 punto. El IPI defini6
cuatro grupos: bajo (puntaje 0-1), intermedio-bajo
(2 puntos), intermedio-alto (si tenia 3 variables) y
alto riesgo (4 o 5 variables).

El PIT se calcul6 como detalla el Intergrupo Italiano
de Linfomas teniendo en cuenta cuatro variables: la
edad (< 60 vs. > 60), el estado funcional (ECOG <1
vs.> 2), el nivel de LDH (bajo vs. alto) y si presento
compromiso de médula 6sea (negativo vs. positivo).
Dependiendo de la cantidad de factores prondsticos
adversos (0, 1, 2 o >3) los pacientes se clasificaron
en grupos de bajo, intermedio-bajo, intermedio-alto
o alto riesgo, respectivamente.

El PIT modificado se calculd con cuatro variables,
tres de ellas ya incluidas en el PIT (edad, ECOG y
LDH) y el Ki-67 (<80% vs. >80 %). Dependiendo
de la cantidad de factores pronosticos adversos (0,
1, 2 0 >3) los pacientes se clasificaron en grupos de
riesgo bajo, intermedio-bajo, intermedio-alto o alto,
respectivamente. En solo 19 pacientes estaba dispo-
nible el valor de Ki-67, por lo que, a los restantes, se
les asigno arbitrariamente un valor <80%.

Para el calculo del PIAI se utilizaron las siguien-
tes variables: la edad (< 60 vs. >60), el estado fun-
cional (ECOG <1 vs. >2), el recuento de plaquetas
(<150 x10%/mm? vs. >150 x10°/ mm?), la presencia
de sintomas B y el compromiso extranodal (< 1 si-
tio vs. >2). Los pacientes se clasificaron en grupos
de bajo riesgo si presentaba un puntaje de 0-1 y de
riesgo alto si tenia 2 o mas factores pronosticos ad-
versos. La sobrevida global (SG) se midié como el
intervalo de tiempo entre el diagnostico y la fecha
de muerte o de la tltima evaluacion.

Estadistica

La sobrevida global y el periodo libre de enferme-
dad fueron estimados mediante el método de Kaplan-
Meier. Para el analisis de la sobrevida y del periodo
libre de enfermedad de los pacientes que estaban vi-
vos y sin recaida de la enfermedad o que perdieron
el seguimiento, el dato fue censurado al momento

31



de la ultima evaluacion. En el caso de las variables
continuas se aplicd el modelo de Regresion de Cox.
Asimismo, este modelo fue utilizado para calcular los
Hazard Ratios (HR) y su correspondiente intervalo
de confianza del 95%. Las comparaciones entre los
grupos fueron evaluadas con el test de log-rank.

Se evaluaron los siguientes indices de riesgo: IPI,
PIT, PIT modificado y PIAI. Ademas, se analizaron
las demas variables clinicas y patologicas relevantes
registradas en relacion con la sobrevida y con el pe-
riodo libre de enfermedad. En este caso, se utilizo el
modelo de Regresion de Cox univariado buscando
primero evaluar la relevancia independiente de cada
variable. Luego se analizaron las variables signifi-
cativas en un modelo multivariado. La significancia
estadistica se determind por un p-valor <0.05. Los
datos fueron analizados con el programa RStudio,
Inc Version 1.1.453.

Resultados

La mediana de edad de la poblacion en estudio fue
de 55 afos (rango de 20-86 afos) siendo el 53% de
la poblacién mayor de 60 afios. Hubo una preponde-
rancia del género masculino representando el 63.3%
de la poblacion (relacion 1.7:1). En el momento del
diagnostico, solo el 36.7% presento sintomas B y el
56.7% de la poblaciéon tuvo un ECOG>1. Las prin-
cipales caracteristicas de la poblacion se muestran
en la Tabla 1.

El grado de extension de la enfermedad segun la
clasificacion de Ann Arbor y el compromiso extra-
nodal demostraron ser predictores de una enferme-
dad con un curso clinico mas agresivo: 25 de 30 pa-
cientes (83.3%) presentaron estadio III-IV y de ellos
el 73.3% correspondi6 a estadio IV, mientras que
dos tercios de la poblacion (19 pacientes) tuvieron
compromiso extranodal al diagndstico. El sitio mas
frecuente fue la afectacion de la médula 6sea (9 pa-
cientes de 30, 30%), seguido de la piel (5 pacientes
de 30, 16.6%), gastrointestinal (3 pacientes de 30,
10%), pulmon (3 pacientes de 30, 10%) y, por ulti-
mo, el compromiso 6seo, de higado y bazo estuvo
presente en 2 pacientes de 30 (6.66%).

En cuanto al estudio histopatologico, el LCGA
ALK- fue el subtipo mas frecuente representando
el 33.3% de la poblacion. La distribucion de los
restantes fue la siguiente: LCTP NOS (30%), LAIT
(16.7%), linfoma T/NK tipo nasal (10%), LCGA
ALK+ (6.7%) y linfoma T intestinal epiteliotropico
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monomorfico (LITME) (3,3%).

La distribucion segun el grupo de riesgo, luego de
aplicar los diferentes indices, demostr6 que la ma-
yoria de los pacientes se clasificaron como riesgo
intermedio-alto y alto segun cada uno de los indices
previamente aplicados: IPI 73.3%, PIT 63.3%, PIT
modificado 66.6% y PIAI 63.3%.

Se realiz6 un analisis de sobrevida global en rela-
cion con los 4 indices prondstico-mencionados.
Dado el bajo nimero de pacientes analizados, se
analiz6 primero todas las categorias del indice: bajo
riesgo, intermedio-bajo, intermedio-alto y alto ries-
go. Luego se dividio a los pacientes en dos grupos:
aquéllos de “bajo riesgo” formado por el grupo de
bajo e intermedio-bajo riesgo y el grupo de “alto
riesgo” que incluyd a los pacientes de interme-
dio-alto y los de alto riesgo. Se presentara el grafico
de Kaplan-Meier de esta tltima comparaciéon dado
que resulta, en términos estadisticos, mas adecuado.
La sobrevida global de los pacientes con LCTP se-
gun el IPI, PIT, PIT modificado y PIAI se muestran
en los graficos 1, 2,3 y 4 respectivamente.

No hubo diferencias estadisticamente significativas
en la sobrevida entre cada una de las categorias del
IPL, PIT y PIT modificado. Tampoco se evidencia-
ron diferencias significativas cuando se analiz6 la
sobrevida comparando las dos categorias agrupadas
explicadas anteriormente.

Sin embargo, para el indice PIAI si se observo una
diferencia estadisticamente significativa en la me-
diana de sobrevida entre ambos grupos de riesgo
(p=0.041). Para el grupo de bajo riesgo la mediana
de sobrevida fue de 921 dias (IC de 95% 794; no
alcanzado) y para el grupo de alto riesgo fue de 208
dias (IC de 95% 69; 554).

Se realizd un andlisis univariado en relaciéon con
la sobrevida y las principales variables: la edad, la
albumina, el recuento de neutroéfilos, el estadio, el
subtipo histoldgico, la presencia de sintomas B, la
B2-microglobulina y la eritrosedimentacion.

La edad resultod estadisticamente significativa (p=
0.0466) para la sobrevida. El HR para el aumento
de 1 afio en la edad fue 1.028, por lo que por cada
afio el riesgo de muerte aumenta 2.8%.

Con respecto a la albimina, fue estadisticamente
significativa (p= 0.0018) para la sobrevida. El HR
para el aumento de 1 g/dl en el valor de albumina es
0.266, es decir, que el riesgo disminuye un 73.4%
por cada g/dl de albumina que aumenta.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 29-43, 2020



FACTORES PRONOSTICOS EN LINFOMAS T: EXPERIENCIA EN UNA INSTITUCION

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion en estudio

Variable Valor (n=30)
Masculino, n (%) 19 (63,3)
Edad, afios (rango) 55 (20-86)

Histologia, n (%)

LAIT 5(16,7)
LCGA ALK- 10 (33,3)
LCGA ALK+ 2 (6,7)

LITME 1(3,3)
LCTP-NOS 9 (30)
L. NK/T nasal 3 (10)
Estadio, n (%)
11 5(16.7)
111 3 (10)
v 22 (73.3)
ECOG, n (%)
0 3(10)
1 10 (33.3)
2 9 (30)
3 5(16.7)
4 3 (10)
Sintomas B, n (%) 11 (36,7)
Hb g/dL, m (de) 10,75 (2,72)
Neutréfilos /ul, m (de) 5248 (2975)
Linfocitos /ul., m (de) 1498 (799)

Plaquetas /ulL, Md (1Q; 3Q)

195000 (135800; 262200)

LDH UL/, Md (1Q; 3Q)

505 (383; 651)

B2-microg, Md (1Q; 3Q) * 3 (2,55; 3,45)
Albtiimina, m (de) 3,23 (0,65)
ERS, m (de) 51,83 (37,47)
Compromiso extranodal, n (%) 19 (63,3)
Compromiso MO, n (%) 9 (30)
Tratamiento, n (%)

CHOP/CHOEP 24 (80)
Paliativo 3 (10)
SMILE 3 (10)
TAMO, n (%) 2(6,7)

con funcion renal con depuracion >60 ml/min
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m: media; de: desvio estandar; Md: mediana; 1Q: ler cuartil; 3er cuartil; * Se tomaron solo los casos
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La p2-microglobulina resultd significativa (p=
0.031, con un p-valor para el test global del modelo
p=0.05) con un HR para el aumento en un punto de
la B2- microglobulina de 1.275, interpretdndose que
por cada punto que aumenta la f2- microglobulina,
el riesgo de muerte aumenta un 27.5%.

Cuando se realizo el analisis univariado de la eri-
trosedimentacion, el recuento de neutrdfilos y los
sintomas B, ninguno resulto estadisticamente signi-
ficativo.

Luego, las 4 variables significativas mencionadas an-
teriormente se analizaron en un modelo multivariado,
sin encontrar significancia estadistica al evaluarse de
forma conjunta y analizando las interacciones. Sélo
la albumina mantuvo su significancia estadistica.
Cuando se analizo6 la relacion entre la sobrevida y
el subtipo histologico, resultaron estadisticamente
significativos el LCTP NOS (p=0.00064), el LCGA
ALK- (p= 0.0128) y el linfoma T/NK nasal (p=
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0.017). Los pacientes con LCTP NOS tuvieron una
sobrevida mayor en comparacion con el resto de los
subtipos. En el grafico 5 se observa la relacion entre
la sobrevida y los diferentes subtipos histologicos.
Con respecto al tratamiento, 27 pacientes (90%)
recibieron terapia sistémica con intencion curativa:
de éstos, 24 pacientes (90%) fueron tratados con
CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
prednisona) y con regimenes que contienen etopo-
sido (CHOEP) en aquéllos menores de 60 afios, y 3
pacientes (10%) recibieron otros regimenes basados
en L-asparaginasa (SMILE) por tratarse de linfoma
de células T/NK nasal. Recibieron tratamiento pa-
liativo tres pacientes (10%) debido a su estado ge-
neral y en el caso del tnico paciente con LITME,
posterior al tratamiento con corticoides, evoluciono
con hemorragia digestiva, perforacion intestinal y
posterior 6bito por lo que no se pudo realizar un tra-
tamiento mas agresivo.

Grifico 1. Sobrevida segun el IPI agrupado en dos categorias de riesgo.

Grifico 2. Sobrevida segun el PIT agrupado en dos categorias de riesgo.
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Grafico 3. Sobrevida segiin el PIT modificado agrupado en dos categorias

Grifico 4. Sobrevida global segun el PIAL

Grifico 5. Sobrevida de acuerdo con el subtipo histologico.
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Sélo el 6.6% de la poblacion general (2 pacientes)
recibio consolidacion con TAMO. De ellos, 1 pa-
ciente presentd recidiva de la enfermedad a los 6
meses.

En el momento de este analisis el 66.6% de la po-
blacién en estudio (20 pacientes) habia muerto, con
una mediana de sobrevida de 293 dias.

Discusion

Los LCTP son un grupo heterogéneo de neoplasias
que se caracterizan por tener un estadio avanzado,
un comportamiento agresivo y una respuesta pobre
al tratamiento. En la literatura publicada hasta la fe-
cha, la sobrevida global a 5 afios oscila entre el 25%
y el 45%. Sin embargo, estos resultados difieren de
acuerdo con los subtipos histologicos.

Existe poca informacion sobre el manejo apropiado
de los LCTP debido a la diversidad de los subtipos
histoldgicos y la rareza de esta enfermedad, lo que
ha limitado la experiencia en cualquier institucion.
El Proyecto Internacional de Linfoma de Células
T Periféricas® realizd un analisis retrospectivo de
1314 pacientes con LCTP y linfoma NK provenien-
tes de 22 instituciones de todo el mundo con el ob-
jetivo de determinar las frecuencias relativas y la
variacion geografica de los subtipos. El subtipo méas
comunmente identificado fue el LCTP NOS con el
25.9%, siendo el segundo subtipo mas frecuente
el LAIT (18.5%). El linfoma T/NK represento el
10,4% y la leucemia / linfoma de células T adultas
(LLTA) el 9,6% de los casos. Los siguientes subti-
pos mas frecuentes fueron el LCGA ALK positivo
(6,6%), el LCGA ALK negativo (5,5%) y por ultimo
el LCTP asociado a enteropatia (4.7%). Todos los
otros subtipos especificos de LCTP representaron
menos del 2% del total.

Los LCTP son mas frecuentes en Asia y en América
del Sur. Las diferencias en la distribucion geografi-
ca del LCTP se puede deber a la mayor prevalencia
de infecciones virales, en particular el HTLV-1 en
relacion con la LLTA y el VEB relacionado con lin-
fomas NK©.

El Proyecto Internacional de Linfoma de Células
T Periféricas lanzé en 2006 el Proyecto de Células
T, un estudio destinado a investigar las caracteristi-
cas clinicas y biologicas de los LCTP mediante la
recopilacion de datos. Bellei et al.'® describen en
relacion con los datos provenientes del Proyecto de
Células T los pertfiles en la distribucion de los subti-
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pos de LCTP en Europa y América del Sur (Argen-
tina, Brasil, Chile y Uruguay). Cuando tomaron en
cuenta la distribucion general, la tasa de LCTP NOS
en Sudamérica resultd similar a la de Europa con el
42%, pero los porcentajes de LCGA ALK- y de lin-
foma NK son mas altos que en Europa (23% y 13%,
respectivamente). Teniendo en cuenta la distribucion
por cada pais, la tasa mas alta de LCGA ALK- y
ALK+ se registr6 en Brasil con el 39% y 12% de los
casos respectivamente, mientras que en Argentina y
Uruguay el porcentaje para este subtipo (11%) es in-
ferior al valor promedio en América del Sur.

En relacion con nuestro analisis, el subtipo histolo-
gico identificado con mayor frecuencia fue el LCGA
ALK-, representando el 33.3% de la poblacion en
estudio, a diferencia de lo reportado en la mayoria
de los trabajos, en donde el subtipo mas frecuen-
te es el LCTP NOS. La frecuencia de los restantes
subtipos fue la siguiente: LCTP NOS (30%), LAIT
(16.7%), linfoma extranodal T/NK nasal (10%),
LCGA ALK+ (6.7%) y LITME (3.3%).

Es importante destacar que, si bien el LCTP NOS no
correspondio al subtipo mas frecuente, el porcentaje
de prevalencia de éste y los demas subtipos (LAIT,
linfoma extranodal NK/T nasal, LCGA ALK+ y
LITME) se correlacionaron con los datos reportado
por el Proyecto Internacional de Linfoma de Células
T Periféricas®. La explicacion de esta diferencia en
cuanto a lo expuesto en la bibliografia internacional
podria corresponder a un aumento en la frecuencia
de LCGA ALK negativo y no a un menor porcentaje
de pacientes con LCTP NOS.

El diagnoéstico histologico de subtipos especificos
de LCTP es impreciso. Diferentes estudios han
identificado altas tasas de discrepancia diagnostica
entre patdlogos (variabilidad inter-observador) y
para el mismo patdlogo (reproducibilidad) cuando
se revisa el mismo caso en diferentes momentos®.
Segun el analisis publicado por el Proyecto Interna-
cional de Linfoma de Células T Periféricas la preci-
sion diagnostica (acuerdo entre patdlogos expertos)
fue > 90% para los subtipos LCGA ALK+, LLTA
y linfoma NK, debido principalmente a marcadores
especificos: ALK, HTLV-1 y VEB respectivamente,
siendo para el resto de los LCTP generalmente defi-
ciente (<85%)“.

Volviendo a nuestro analisis, otra explicacion posi-
ble del aumento de la frecuencia de LCGA ALK-
podria deberse a la alta tasa de discordancia diag-
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noéstica entre los patdlogos con respecto a algunos
subtipos de LCTP y la dificil diferenciacion, en
algunos casos, entre LCTP NOS y LCGA ALK-,
como se ha reportado en diferentes estudios. Si bien
las muestras fueron analizadas por un hematopato-
logo experto, una de las limitaciones mas impor-
tantes del presente estudio es la falta de revision de
dichas muestras por otro patologo.

El fenotipo T es un factor de riesgo en si mismo y
esto se ve reflejado en diferentes estudios que con-
firman que los LCTP tienen un peor pronostico en
comparacion con los linfomas de células B7¥,

Sin embargo, bajo la categoria LCTP existe un gru-
po heterogéneo, lo que demuestra una amplia varia-
bilidad pronostica. La clasificacion histoldgica sigue
siendo un indicador pronostico basico. Los LCTP
nodales y extranodales son clinicamente distintos, ya
que los LCTP extranodales, especialmente las for-
mas cutdneas, tienen un curso relativamente benigno.
Ademas, entre los LCTP nodales la distincion entre
el LCGA y otras entidades tiene impacto pronostico.
Dentro del LCGA es fundamental la diferencia-
cion entre ALK- y ALK+ mediante técnicas de
inmunohistoquimica, ya que éste ultimo es morfo-
logicamente indistinguible del LCGA ALK-. Esta
distincion esta basada en la presencia de la translo-
cacion 2;5 que determina la formacion de un gen de
fusion nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase
(NPM1-ALK) o alguna de sus variantes. El ALK
sirve como un marcador prondstico, ya que los pa-
cientes con LCGA ALK+ tienen mejor pronostico
no solo en relacion con los ALK- sino también con
los otros subtipos de LCTP!7,

A su vez, mediante técnicas de secuenciacion se han
identificado recientemente dos reordenamientos recu-
rrentes en el LCGA ALK-: DUSP22-IRF4 (6p25.3)y
TP63 (3q28). Pedersen et al."® en concordancia con
Parrilla Castellar et al."” evidenciaron que aquellos
LCGA ALK- con rearreglos de DUSP22 tuvieron un
pronostico excelente similar al de LCGA ALK+. Los
reordenamientos de 7P63 fueron raros y se asocia-
ron con un mal pronostico y aquéllos que carecian
de reordenamientos denominados “triples negativos”
tuvieron tasas de sobrevida intermedias, inferiores a
las de DUSP22 y superiores a las de 7P63.

La heterogeneidad de los LCTP, la escasa compren-
sion de su patogenia y la ausencia de alteraciones ge-
néticas conocidas impiden su correcta clasificacion y
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. De
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hecho, que el subtipo histologico mas frecuente sea el
denominado LCTP NOS da cuenta de la cantidad de
trabajo todavia necesario para poder comprender me-
jor la biologia y patogénesis de la enfermedad. En los
ultimos afios el estudio de perfil de expresion génica
ha demostrado la existencia de subgrupos dentro del
LCTP NOS, identificando dos subgrupos principales:
GATA3 y TBX21. Ademas de su importancia al iden-
tificar la célula de origen de los LCTP, la expresion
de estos factores de transcripcion tiene implicancia
pronostica, ya que aquellos casos con expresion de
GATA3 tienen peor pronodstico®®2D,

Los pacientes con LCTP se caracterizan por presentar
edad avanzada, a excepcion de los LCGA ALK+ los
cuales suelen ser mas jovenes. Segln el analisis re-
trospectivo de pacientes con LCGA realizado por el
grupo de Sibon et al.?? en el momento del diagnosti-
co los pacientes con LCGA ALK+ eran significativa-
mente mas jovenes que los pacientes ALK- (mediana
de edad 31.5 y 56 afios respectivamente). De forma
similar en un andlisis retrospectivo de 159 pacien-
tes con LCGA, Savage et al.*® se evidencio que los
pacientes con LCGA ALK+ eran mas jovenes (edad
media 34 afios) en comparacion con los ALK- (edad
media 58 afios) y que, si la comparacion de los pa-
cientes ALK- y ALK+ se limita a la edad (mayor de
40 afios y menor), no hay diferencias en la sobrevida
global y la sobrevida libre de progresion, sugiriendo
que la edad es un factor importante involucrado en
los diferentes resultados en ambos grupos.

La edad es, tanto para los LCTP como para la ma-
yoria de otras patologias, un predictor de sobrevida
global y de sobrevida libre de progresion, y, de he-
cho, es una de las variables de los principales indi-
ces prondstico:1+19),

Siguiendo nuestro analisis, la mediana de edad al
diagnostico fue de 55 afios con un rango de 20 a 86
afios, en concordancia con lo publicado en la biblio-
grafia internacional®?». Dado el bajo numero de pa-
cientes (2 pacientes) con LCGA ALK+, no se pudo
establecer un analisis comparativo de la edad entre
el LCGA ALK+ y el resto de los subtipos en nuestra
poblacion.

En nuestro analisis hubo una mayor proporcion
del género masculino, con una relacién masculino/
femenino de 1.7:1, al igual que lo reportado en la
bibliografia®. Con respecto al género como factor
prondstico, Ellin et al.®» identificaron 755 pacientes
con LCTP durante un periodo de 10 afios a través
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del Registro Sueco de Linfoma. En un analisis mul-
tivariable observaron que el género masculino tenia
un impacto prondstico y se asocid a una sobrevi-
da global inferior. Estos resultados también fueron
avalados por un ensayo clinico prospectivo aleatori-
zado del grupo de Mourad et al.®> de 157 pacientes
con LAIT en el cual tanto el género masculino como
las adenopatias mediastinales y la anemia permane-
cieron como factores pronoésticos independientes de
la sobrevida global.

Siguiendo los resultados de nuestro analisis, el
83.3% de los pacientes presentd un estadio avanza-
do de la enfermedad (estadio III-IV), el 56.7% tenia
un ECOG mayor a 1 y el 37% de los pacientes pre-
sentd sintomas B, al igual que lo reportado en otros
estudios".

Con respecto a los datos de laboratorio, el 63.3% de
los pacientes present6 un nivel de LDH aumentada
con un valor promedio de 505 UI/I.

En los tltimos afios, se demostr6 que el nivel de al-
bliimina sérica baja tiene un impacto pronostico ad-
verso en la SG de los pacientes con LCTP®, En el
analisis univariado realizado por Watanabe et al.*”
de 136 pacientes con LCTP tanto el nivel de pro-
teinas totales como el nivel de albimina tuvieron
impacto pronostico, permaneciendo significativo en
el analisis multivariado sélo el nivel de proteinas to-
tales. En relacion con nuestro analisis, la albimina,
tanto en el analisis univariado como en el multiva-
riado, demostré un impacto pronodstico en la sobre-
vida de los pacientes.

El nivel de p2-microglobulina representa un factor
prondstico adverso en otras patologias, sin embar-
go, en los LCTP so6lo toma poder como factor pro-
noéstico de recaida luego del TAMO. Rodriguez et
al.®®analizaron 123 pacientes registrados en la base
de datos GELTAMO y evidenciaron que la presen-
cia de mas de una variable del IPI ajustado a la edad
(estadio III-IV, ECOG >1 y LDH elevada) y el ni-
vel elevado de B2-microglobulina previo al TAMO,
eran factores pronosticos adversos para la sobrevi-
da libre de progresion y permitieron estratificar a la
poblacion en diferentes grupos de riesgo. De los 88
pacientes, el 52% no presento factores pronosticos
al momento del trasplante y estos pacientes tenian
un 60% de probabilidad de sobrevida a los 5 afos
luego del TAMO. Aquéllos que presentaron uno de
los factores prondsticos tenian el 28% de probabi-
lidad de sobrevida a los 5 afios y ninguno de los
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pacientes que tuvieron ambos factores al momento
del trasplante estaba vivo luego de 5 afos. Asi, el
Grupo Espafiol de Linfomas ha propuesto un indice
prondstico basado en el IPI ajustado a la edad y el
nivel de f2-microglobulina que permite predecir el
beneficio del TAMO en pacientes con LCTP.

En nuestro estudio, el 80% de la poblacioén en es-
tudio tuvo un nivel de B2-microglobulina elevada
en suero, tomando en consideracion a todos aqué-
llos que tenian una depuracion de creatinina mayor
a 60 ml/min. En el analisis univariado el nivel de
B2-microglobulina tuvo impacto prondstico en la
sobrevida, sin poder demostrarlo en el andlisis mul-
tivariado.

La extension de la enfermedad de los LCTP se rea-
liza de acuerdo con el sistema de estadificacion de
Ann Arbor, que se disefi6 inicialmente para el linfo-
ma de Hodgkin (LH). Dicha clasificacion se basa en
la distribucion del compromiso ganglionar, ya que
el LH comunmente se disemina a través de grupos
contiguos de ganglios linfaticos. Los patrones de
diseminacion de los LCTP son diferentes, siendo
menos precisa la aplicacion de este sistema de esta-
dificacion en comparacion con el LH. Sin embargo,
la separacion en dos categorias (I-1I frente III-IV)
proporciona una de las variables de mayor impac-
to en el IPI"?, En nuestro analisis, al igual que lo
mencionado por la bibliografia, la extension de la
enfermedad demostré un curso clinico agresivo: 25
de 30 pacientes (83.3%) presentaron estadio III-IV
y de ellos el 73.3% correspondid a un estadio IV.
Los factores pronosticos para la respuesta y la so-
brevida en LCTP se han descripto en numerosos
estudios. Con respecto a los indices pronostico, el
IPI"® se valido en 1993 con la intencion de identi-
ficar a los pacientes con LNH agresivo con mayor
riesgo de recaida y muerte. Se basé principalmen-
te en el LNH B, pero su capacidad para estratificar
pacientes con LCTP se inform6 en afios posterio-
res'?. Toma en cuenta caracteristicas clinicas que
reflejan el crecimiento y el potencial invasivo del
tumor (estadio, LDH y compromiso extranodal),
el estado funcional y la edad. Varios estudios re-
trospectivos han demostrado que el IPI es facil de
aplicar en la practica clinica, es una herramienta 1til
para el pronoéstico y es eficaz en la identificacion de
diferentes grupos de riesgo en LCTP. Asi Sonnen et
al.??, en un analisis retrospectivo de 125 pacientes
con LCTP, evaluaron si el IPI podia predecir la so-
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brevida de los pacientes con LCTP. Con respecto al
IPI, 1a SG a 5 afios fue de 74%, 49%, 21% y 6% para
los riesgos bajo, intermedio-bajo, intermedio-alto y
alto, respectivamente. La puntuacion del IPI expli-
c6 en gran medida las diferencias en la sobrevida
entre los subtipos histologicos de los LCTP. Wei-
senburger et al.®” aplicaron el IPI en 340 pacientes
con LCTP NOS y encontraron que seguia siendo el
predictor mas util de sobrevida. Sin embargo, el va-
lor real del IPI se ha cuestionado en otras series de
LCTP"9. Por este motivo, varios autores han pro-
puesto diferentes indices pronoésticos incluidos el
PIAL el PIT y el PIT modificado para ser utilizados
especificamente en pacientes con LCTP o incluso en
subtipos histologicos especificos.

En 2004 Gallamini et al.’"’ propusieron un nuevo
modelo prondstico basado en un analisis retrospec-
tivo y multicéntrico de 385 pacientes con LCTP
NOS. Este nuevo modelo, llamado PIT, incluyo
la afectacion de la médula 6sea, la edad, el estado
funcional y LDH. Cuando estas cuatro variables se
combinaron en cuatro grupos el PIT pudo identificar
subgrupos de pacientes con diferentes resultados.
Cuando se aplico el IPI a la poblacioén en estudio
pudo identificar grupos de pacientes con diferentes
prondsticos, pero en el andlisis multivariado so6lo
3 de los 5 parametros conservaron su importancia
prondstica. El estadio y la presencia de compromiso
extranodal no fueron significativos, probablemente
porque la enfermedad en si misma se caracteriza,
en mas de dos tercios de los pacientes, por presen-
tarse en etapa avanzada y con compromiso extra-
nodal, mientras que el compromiso de médula 6sea
demostrd tener un impacto negativo en la sobrevida.
Cuando se realiz6 la comparacion, el PIT resulto ser
ligeramente mas efectivo que el IPI en la estratifi-
cacion de pacientes con LCTP y luego se propuso
como herramienta de referencia. Sin embargo, el
PIT se baso en una serie de pacientes que carecia de
revision histologica sistematica y, aunque su valor
se confirmd en algunos trabajos!'>!?, sus resultados
no fueron superiores a los del IPI y no han sido va-
lidados en otros estudios®.

Went et al., en un analisis retrospectivo de pa-
cientes con LCTP NOS, desarrollaron un nuevo
indice prondstico llamado PIT modificado o indice
de Bologna que por primera vez tuvo en cuenta un
parametro biologico: la proliferacion evaluada por
la técnica de inmunotincion Ki-67. Asi, éste inte-
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gra las caracteristicas especificas tanto del paciente
como del tumor (edad, ECOG, LDH y Ki-67 >80%)
e identifica grupos de pacientes con diferentes res-
puestas a la terapia y sobrevida. Sin embargo, una
limitacion comin de estos Ultimos estudios es su
naturaleza retrospectiva.

El grupo de Massimo et al.!> realizo un analisis de
243 pacientes con LAIT provenientes de 22 institu-
ciones que participaron del Proyecto Internacional
de Linfoma de Células T Periféricas. En base a di-
cho anadlisis construy6é un modelo prondstico alter-
nativo para el LAIT, el PIAI, utilizando cinco varia-
bles: la edad >60 afios, el ECOG > 2, el compromiso
extranodal mayor a 1 sitio, la presencia de sintomas
B y el recuento de plaquetas <150 x10%/mm?®. La
comparacion en este estudio con otros modelos (IPI,
PIT), demostré que el nuevo indice pronostico era
mas predictivo para pacientes con LAIT.
Gutiérrez-Garcia et al.'? en su analisis de 121 pa-
cientes con LCTP, demostraron que los cuatro indices
analizados tuvieron utilidad para predecir la respues-
ta y la sobrevida en pacientes con LCTP, aunque el
PIALI fue el mas significativo para predecir la SG.
Con el objetivo de evaluar el pronostico de pacien-
tes con LCTP de manera prospectiva el Proyecto
Internacional de Linfoma de Células T Periféricas
establecid el Proyecto de Células T que recopild un
conjunto exhaustivo de datos clinicos e informacion
biologica. Asi, recientemente, Massimo et al.C!
presentaron el analisis de los factores pronosticos
realizados en una cohorte de pacientes con PTCL
NOS pertenecientes al Proyecto de Células T. Se
analizaron un total de 311 pacientes con LCTP NOS
cuya edad media fue de 63 afios (rango 23-83). Este
estudio propuso un nuevo modelo que puede estra-
tificar a los pacientes en tres grupos con diferentes
riesgos en base a cuatro variables que mantuvieron
su impacto en el analisis multivariado: la albimina
<3.5 g/l, el recuento de neutroéfilos >6500, el ECOG
>1 y el estadio III-1V. Sin embargo, también se basa
solo en variables clinicas y no tiene en cuenta los
nuevos hallazgos moleculares y genotipicos que po-
drian tener relevancia clinica potencial.

Volviendo a nuestro analisis, no encontramos dife-
rencias significativas en la sobrevida entre cada una
de las categorias del IPL, PIT y PIT modificado. El
unico que demostr6 una diferencia estadisticamente
significativa en la mediana de sobrevida entre ambos
grupos de riesgo fue el PIAIL Sin embargo, una de las

39



principales limitaciones de nuestro estudio es que, al
aplicar los indices pronésticos, hemos considerado a
los pacientes con LCTP como un solo grupo y esto no
es del todo correcto porque la definicion de LCTP in-
tegra diferentes subtipos histologicos y presentan un
comportamiento clinico diferente. Si a esto le suma-
mos el bajo nimero de pacientes, este hecho podria
constituir un sesgo de nuestro trabajo.

En la actualidad, el tratamiento de primera linea se
basa en los esquemas de quimioterapia empleados en
el tratamiento de los linfomas B agresivos como el
esquema CHOP. Sin embargo, la SG estimada a los
5 afios es pobre. Segun los datos del Proyecto Inter-
nacional de Linfoma de Células T Periféricas®, en el
que mas del 85% de los pacientes habia recibido un
esquema con antraciclinas, la SG a 5 afios vari6 desde
el 32% en el LCTP NOS al 70% en los LCGA ALK+
A pesar de esto, regimenes alternativos sin antraci-
clinas no han podido conseguir mejorar los resulta-
dos. El Groupe Ouest Est d'Etude des Leucémies et
Autres Maladies du Sang (GOELAMS)®? disefié y
realizd un ensayo prospectivo, multicéntrico, alea-
torizado de pacientes con LCTP. El estudio incluy6
a 88 pacientes menores de 70 afios con la siguien-
te distribucion: LCTP NOS (65%), LAIT (17%) y
LCGA (16%). El objetivo de este ensayo fue com-
parar el esquema CHOP con un esquema maés in-
tensivo (VIP-rABVD). Los pacientes asignados a
VIP-rABVD recibieron seis ciclos alternativos cada
4 semanas (3 VIP y 3 rABVD). Los ciclos incluian
etoposido, ifosfamida y cisplatino alternando con
doxorrubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbazi-
na. Los resultados de este estudio no demostraron
diferencias en las tasas de remision completa entre
las dos ramas de tratamiento. Ademas, se reportaron
mas eventos toxicos en la rama experimental.

Por ello, numerosos estudios se han centrado en
disefiar estrategias para mejorar la SG en estos
pacientes. El grupo aleman de estudio de LNH de
alto grado (DSHNHL) public6é en 2004 los resul-
tados del ensayo clinico NHL-B1 donde se evaluo
si la reduccion de los intervalos de tratamiento de
3 a 2 semanas (CHOP-14), la adicién de etoposi-
do (CHOEP-21) o una combinaciéon de ambos
(CHOEP-14) mejoraria el resultado en pacientes
jovenes (menores de 60 afios) con linfoma agresivo
(incluidos los linfomas B) con valores de LDH nor-
mal®®. De los 710 pacientes incluidos, solo el 13,7%
correspondia a LCTP. Los pacientes fueron aleatori-
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zados a recibir CHOP-14, CHOP-21, CHOEP-14 y
CHOEP-21 siguiendo un disefio factorial 2 x 2. Con
una mediana de seguimiento de 58 meses, la adicion
de etoposido al esquema CHOP demostrd beneficio
en términos de respuestas globales, siendo de hasta
el 90% en aquellos pacientes tratados con esquema
CHOEP-14 con una sobrevida libre de enfermedad
(SLE) del 70% a los 5 afos (p= 0,003) en los dos
esquemas que incluian etopdsido. Sin embargo, no
demostrd beneficio en la SG y se asocié con mayor
tasa de toxicidad hematologica y mucositis, pero sin
un aumento significativo de segundas neoplasias.
En pacientes mayores de 60 afios, DSHNHL dise-
N6 una estrategia similar (NHL-B2)"? donde se re-
cluté un total de 689 pacientes, representando los
LCTP solo el 5,8%. El analisis demostrd que la tasa
de respuestas completas fue superior en la rama
de CHOP-14 frente al resto de grupos (CHOP-21,
CHOEP-14 y CHOEP-21) y que la toxicidad de los
esquemas que incluian etopoésido fue mayor. Sin
embargo, dada la baja proporcion de pacientes con
LCTP incluidos en ambos estudios es dificil extra-
polar estas conclusiones al tratamiento de los LCTP.
En el ano 2010, Schmitz et al.'""V publicaron un ana-
lisis de pacientes con LCTP tratados en diferentes
ensayos clinicos d¢ DSHNHL. Este analisis incluia
pacientes que recibieron tratamiento en el NHL-B1
y NHL-B2 ademaés de pacientes incluidos en el en-
sayo HI-CHOEP y MEGA-CHOEDP. Se incluyeron
un total de 320 pacientes de los cuales el 90.3%
comprendian los 4 subtipos mas frecuentes (LCTP
NOS, LCGA ALK+ y ALK- y LAIT).

Los resultados demostraron que (para los pacientes
jovenes con LDH normal) la adicién de etoposido
al esquema CHOP mejoro las tasas de respuesta. La
diferencia en la SLE para los pacientes jovenes y en
especial para aquéllos con LCGA ALK+ tratados
con CHOP o CHOEP es importante (SLE a 3 afios
para pacientes con CHOEP 91.2% vs. 57.1% para
pacientes tratados con CHOP, p= 0.012) aunque no
se observo diferencias estadisticamente significativas
en los pacientes cuando se excluy6 el LCGA ALK+
(SLE a 3 anos para pacientes con CHOEP 60.7% vs.
48.3% para pacientes tratados con CHOP, p= 0.057).
Sin embargo, ellos concluyen que, aunque la diferen-
cia en la SLE entre CHOP y CHOEP no fue signifi-
cativa, sugieren la administracion de CHOEP como
tratamiento de primera linea a pacientes jovenes con
LCTP. Este mismo estudio mostré que la intensifi-
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cacion del tratamiento mediante el empleo de otros
esquemas no aport6 beneficio significativo.

Se encontraron hallazgos similares en el MD An-
derson Cancer Center, donde el grupo de Escalon
et al.®¥ mostro que regimenes de quimioterapia
mas intensivas como Hiper-CVAD (ciclofosfamida,
vincristina, doxorrubicina y dexametasona) no me-
joraban la sobrevida de los pacientes con LCTP en
comparacion con el CHOP.

Volviendo a nuestro estudio, de los 30 pacientes in-
cluidos en el analisis el 90 % (27 pacientes) recibie-
ron tratamiento quimioterapico con intencion curati-
va. De ellos, 11 pacientes recibieron esquema CHOP,
13 pacientes esquema CHOEP y 3 pacientes esquema
SMILE. La decision de utilizar CHOEP estuvo ba-
sada en la edad de acuerdo con la bibliografia antes
mencionada y los pacientes con linfoma NK/T nasal
recibieron esquema SMILE, ya que es el tratamiento
de eleccion en este tipo de linfoma. Debido a que mu-
chos de los pacientes incluidos en este estudio fueron
de diagnostico reciente (menos de 3 meses) y que en
otros no se reportd la respuesta al tratamiento en la
historia clinica, ya sea porque no volvieron a la con-
sulta o se derivaron a otra institucion, en este analisis
no se incluyo la respuesta al tratamiento.

Con respecto al TAMO, éste se ha planteado como
parte del tratamiento de primera linea por la eleva-
da tasa de recidivas de estos linfomas en un intento
de mejorar su prondstico®. Sin embargo la mayoria
de las series publicadas son retrospectivas e incluyen
en general pocos pacientes con diversas histologias y
diferentes regimenes de quimioterapia inicial. Todo
ello unido a la ausencia de ensayos clinicos aleatori-
zados hace dificil demostrar el beneficio del TAMO.
El IPI influye en gran medida en los resultados
para cada subtipo de LCTP pero, incluso para los
pacientes de bajo riesgo, el tratamiento quimiotera-
pico seguido de TAMO esta recomendado. La tinica
entidad en la que el IPI influye en las recomenda-
ciones de tratamiento es en el LCGA ALK+. Este
subtipo se asocia con un prondstico mas favorable
solo con quimioterapia, sin embargo, la SLE para
los pacientes con 0/1, 2, 3 y 4/5 factores de riesgo de
IPI es del 80%, 60%, 40% y 25%, respectivamente.
Por lo tanto, los pacientes con LCGA ALK+ con IPI
de alto riesgo se tratan de manera similar al resto
de los pacientes con LCTP y tendrian indicacion de
TAMO en primera remision completa®.

Si bien no hay ensayos aleatorizados que apoyen
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este enfoque, varios estudios prospectivos sugieren
un beneficio a favor del TAMO. El estudio prospec-
tivo fase 2 del grupo noérdico (NLG-T-01)%> incluyo
160 pacientes no tratados previamente excluyéndose
del estudio los pacientes con diagnostico de LCGA
ALK+. Llegaron a someterse a trasplante 115 pa-
cientes. De acuerdo con su edad, los pacientes fue-
ron tratados con esquema CHOEP-14 o CHOP-14
(pacientes mayores de 60 afios) y aquéllos que consi-
guieron respuesta (72%) fueron sometidos a TAMO
con acondicionamiento con BEAM. Cuando compa-
raron la SG a los 5 afios de los pacientes que no fue-
ron sometidos a TAMO con respecto a los que si lo
hicieron, se objetivd un 28% en el primer grupo fren-
te a un 61% en el segundo. En este estudio ademas
se observo un mayor beneficio en los pacientes con
LCGA ALK- en relacion con el resto de los subtipos.
Volviendo a nuestro estudio, s6lo 2 pacientes (6.7%)
realizaron consolidacion en primera remision con
TAMO. Este bajo porcentaje se puede explicar por
las caracteristicas propias de la enfermedad como la
edad avanzada, el estado funcional y la baja tasa de
remision. De los 2 pacientes que realizaron TAMO,
1 de ellos presento recaida de la enfermedad a los 6
meses y posterior obito. El otro paciente se encuen-
tra dentro del primer mes del procedimiento.

Conclusion

Realizamos un estudio retrospectivo de pacientes
con LCTP evaluado en una tnica institucion con el
objetivo de describir las principales caracteristicas
clinico-patolégicas y verificar el valor de los indi-
ces pronosticos existente. Los LCTP son un grupo
heterogéneo de neoplasias que se caracterizan por
presentar enfermedad avanzada, un comportamien-
to agresivo y una respuesta pobre al tratamiento de
primera linea. Existen diferentes indices pronosti-
cos para predecir la respuesta y la sobrevida en pa-
cientes con LCTP, aunque los pardmetros elegidos
para construir estas puntuaciones son esencialmente
los mismos y se basan, en la mayoria de los casos,
en variables clinicas. En nuestro analisis el PIAI fue
el unico que resultd significativo para predecir la
SG y encontramos que el nivel de albumina sérica
baja tiene un impacto pronostico adverso en la SG.
Finalmente, una mayor comprension de las altera-
ciones genéticas y moleculares ayudara a determi-
nar una mejor estratificacion del riesgo y enfoques
terapéuticos individualizados.
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Resumen

Objetivo

Evaluar asociacion entre las caracteristicas basales
de pacientes con trombocitemia esencial (TE) y la
ocurrencia de tromboembolia/sangrado/leucemiza-
cion/mielofibrosis.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo,
de datos capturados prospectivamente de pacien-
tes con TE adultos, seguidos en la Division Clini-
ca Hematologica del IHEMA entre 01/01/1987 y
31/12/2017. Se revisaron las historias clinicas de
pacientes adultos con TE que realizaron mas de 2
controles pos diagnoéstico en Clinica Hematologica
ITHEMA y con consentimiento informado otorgado.
Se realiz6 ademas una revision de la literatura con
relacion a los factores pronosticos de esta entidad.

Resultados

Las caracteristicas de 67 pacientes evaluables fueron
edad mediana (Md) 68 afios, género femenino 44,
masculino 23, hematocrito Md 41%, hemoglobina
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Md 13.4 g/dL, leucocitos Md 9.7 x 10%/L, plaquetas
Md 852 x 10°/L, esplenomegalia 12, riesgo alto 40,
intermedio 15, bajo 12, cariotipo normal 40, JAK-
2V617F positivo 29/41. Eventos: 67. Seguimiento
Md 6 afios. El evento mas frecuente fue sangrado
(31%) y estuvo asociado con leucocitosis: Md 12.2
x 10°/L en el grupo con sangrado y 8.8 x 10%/L en el
grupo sin evento (p=0.003). El 76% del grupo con
sangrado y el 36,96% del grupo sin evento tenian
leucocitos >10.0 x 10°/L (p= 0.003). Trombocitosis
Md 1.204 x 10%/L en el grupo con sangrados versus
814.5 x 10°/L en el grupo sin (p=0.0098), no alcanzo
significacion estadistica al comparar la proporcion
de pacientes con recuento normal (p=0.46). Trom-
boembolia se observo en 24% y se asocio con leuco-
citosis (Md 11.9 x 10°/L en el grupo con tromboem-
bolia y 9.2 x 10°/L en el grupo sin evento (p=0.02).
75% del grupo con eventos y 41% del grupo sin
eventos tenian leucocitos >10.0 x 109/L (p=0.018).
Leucemia 4.4% y mielofibrosis 5.9%.

Conclusion
La ocurrencia de eventos fue similar a la literatura.
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La tnica caracteristica basal asociada a tromboem-
bolia/sangrado fue leucocitosis. La mutacion JAK2
p-V617F no influyé en la evolucion.

Abstract
Objetive
To asses association between basal characteristics
of patients with essential thrombocythemia (ET)
and thromboembolism/bleeding/leukemic/fibrotic
evolution.

Material and methods

An observational, retrospective study was conduct-
ed of prospectively captured data from patients
with adult ET, followed up at the IHEMA Clini-
cal Hematology Division between 01/01/1987 and
12/31/2017. The medical records of adult patients
with ET who performed more than 2 post-diagnosis
controls at the IHEMA Hematology Clinic and
with informed consent were reviewed. A review of
the literature was also carried out in relation to the
prognostic factors of this entity.

Results

The characteristics of 67 evaluable patients were:
median (Md) 68-years-old, female 44, male 23, he-
matocrit Md 41%, hemoglobin Md 13.4 g/dL, leu-
kocytes Md 9.7 x 10%/L, platelets Md 852 x 10°/L,
splenomegaly 12, high risk 40, intermeddle 15, low
12, normal karyotype 40, JAK2V617F positive
29/41. Events: 67. Follow up Md 6 years. The most
frequent event was bleeding (31%) and showed as-
sociation to leukocytosis (Md 12.2 x 10%/L in the
group with bleeding and 8.8 x 10°/L in the group
without event (p=0.003)). Leukocytes >10.0 x 10°/L
was seen in 76% of the group with bleeding ver-
sus 36.96% of the group without event (p= 0.003).
Thrombocytosis in the bleeding group was Md 1.204
x 10%/L versus 814.5 x 10°/L in the group without
event (p=0.0098) but did not reach statistical signif-
icance when comparing to the proportion of patients
with normal counts (p=0.46). Thromboembolism
(24%) showed association to leukocytosis (Md 11.9
x 10°/L in the group with thromboembolism and 9.2
x 10°/L in the group without event (p=0.02). Leuko-
cytosis >10.0 x 10°/L was seen in 75% of the group
with events and 41% of the group without event
(p=0.018). Leukemia occurred in 4.4% and fibrosis
5.9%.
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Conclusion

Events rate was similar to the literature. The only
one basal characteristic associated to event was leu-
kocytosis. JAK2 p.V617F mutation did not influen-
ce disease evolution.

Introduccion

La trombocitemia esencial (TE) es la neoplasia mie-
loproliferativa (NMP) cronica BCR-ABLI negativa
de mejor prondstico. No obstante seglin estudios re-
trospectivos la supervivencia es inferior a la de los
controles de igual edad y género. Se caracteriza por
trombocitosis persistente que puede llegar a ser ex-
trema, y la principal causa de morbimortalidad al
corto y mediano plazo es la complicacion vascular.
A largo plazo adquiere importancia la posibilidad
de progresion leucémica o a fase gastada. Respec-
to a las complicaciones vasculares, la ocurrencia de
trombosis se reportd hasta en un 26% y de hemo-
rragia en al menos un 10%, por lo cual es muy im-
portante identificar y controlar los factores de riesgo
(FR) de sufrir estas complicaciones” de prevalen-
cia alta. En base a ensayos clinicos retrospectivos
se identificaron los FR de uso actual que incluyen la
edad, historia de trombosis/sangrados, recuento pla-
quetario y alteraciones cardiovasculares como, por
ejemplo, hipertension arterial no controlada.

Estos FR fueron incluidos en sistemas de estratifi-
cacion de riesgo para el uso clinico a fin de decidir
el enfoque terapéutico adecuado al paciente. Asi,
el tratamiento citorreductor se reserva para mayo-
res de 60 afos, trombosis/hemorragia previa o re-
cuento de plaquetas > 1.500 x 10°/L. No obstante,
otras caracteristicas de la enfermedad tales como
la leucocitosis y la mutacion del gen JAK2 también
fueron postuladas como FR y, sin embargo, no son
contempladas para las recomendaciones terapéuti-
cas estandar. El International Prognostic Score of
Thrombosis (IPSET-thrombosis), incluyé la muta-
cion JAK2VS!'F para una mejor caracterizacion de
subgrupos. Este modelo no fue validado en ensayos
prospectivos, por lo que sus autores lo consideran
una herramienta para el disefio de futuros ensayos
mas que para la toma de decisiones terapéuticas®?.
La evolucion fibrética o blastica estd descrita en el
9% y 4% respectivamente!’ y es menos frecuente
que en policitemia vera y mielofibrosis primaria.
No esta claro el rol pronostico de las mutaciones
promotoras de crecimiento celular descontrolado ta-
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les como JAK2 p.V617F (reportada hasta en el 60%
de las TE), en CALR (30%), en MPL (5%), o de
la adquisicion de nuevas alteraciones genéticas en
el transcurso de su evolucion en genes tales como
TET2, ASXLI, IDHI/2, EZH? entre otras®, dado
que la mayoria de los ensayos clinicos descriptos en
la literatura tienen disefio retrospectivo.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue evaluar la ocurrencia
de eventos en los pacientes con TE del Servicio y si
existio asociacion con las caracteristicas basales de
la enfermedad. Se realiz6 ademas una revision de la
literatura con relacion a los factores pronosticos de
esta entidad.

La importancia clinica de la investigacion residio en
confirmar la reproducibilidad de los FR en la pobla-
cion de pacientes de este estudio y la posibilidad de
identificar otros que permitiesen optimizar el segui-
miento y tratamiento futuros.

Materiales y métodos

Estudio observacional, retrospectivo, de datos cap-
turados prospectivamente de pacientes con TE adul-
tos, seguidos en la Division Clinica Hematoldgica
del IIHEMA entre el 01/01/1987 y el 31/12/2017.
El estudio fue aprobado por el Comité de Docencia
e Investigacion y Etica de la Academia Nacional de
Medicina. Los criterios de inclusion fueron: hombre
o mujer mayor de 18 afios, TE confirmada segun la
clasificacion vigente al momento del diagnéstico®”
y revision segun clasificacion Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) 2016®, haber realizado mas
de 2 controles luego del diagnostico y haber obteni-
do consentimiento informado firmado. Criterio de
exclusion fue la falta de datos de las variables en
estudio. Las caracteristicas basales presentes en los
pacientes al ingreso al IHEMA elegidas como va-
riables independientes para evaluacion fueron edad,
género, hematocrito (Hto), hemoglobina (Hb), re-
cuento de leucocitos, recuento de blastos en sangre
periférica, recuento de plaquetas, esplenomegalia
palpable o medida por ecografia, indice de riesgo
para inicio de tratamiento segun el British Commit-
tee for Standards in Haematology® (Tabla 1), cario-
tipo de médula osea (el analisis citogenético incluyo
cariotipo simple y bandeo G), mutaciones de los ge-
nes JAK2 p.V617F, CALR (19p13.13) (ex6n 9) y
MPL (1p34.2) (ex6n 10) y presencia de factores de
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riesgo cardiovascular (FRV) (hipertension, diabetes,
tabaquismo activo, hipercolesterolemia).

El analisis de las mutaciones de los genes JAK2 p.
V617F, CALR (19p13.13) (ex6n 9) y MPL (1p34.2)
(exo6n 10) se realizo utilizando ADN genémico ob-
tenido a partir de leucocitos totales de sangre peri-
férica. Para JAK2 p.V617F se efectud la técnica de
ARMS PCR segun Jones et al.'?., El estudio de mu-
taciones de JAK2 exo6n 12, CALR y MPL se realizo
empleando la reaccion de PCR seguida de secuen-
ciacion bidireccional utilizando cebadores descrip-
tos en la literatura.

Se considerd evento a la ocurrencia a partir del in-
greso al [IHEMA, de episodios registrados en la
historia clinica de sangrado, transfusion, tromboem-
bolia (arterial o venosa), evolucion a leucemia, evo-
lucién a mielofibrosis (MF) y muerte. Para el evento
MF se considerd el desarrollo de MF en MO segun
los criterios de la clasificacion vigente al momento
del diagnostico de progresion®.

Para la revision de la literatura se realizé una bus-
queda en la base datos de PubMed identificando es-
tudios en idioma inglés publicados desde 1990 hasta
agosto de 2018. Se seleccionaron metanalisis, en-
sayos clinicos terapéuticos aleatorizados, estudios
prospectivos y retrospectivos sobre factores pronos-
ticos para TE en base al disefio de los mismos deta-
llado en la seccién Materiales y métodos.

Metodologia estadistica: los resultados se pre-
sentan como mediana (Md) y rango para varia-
bles numéricas y porcentaje para categoricas. Para
comparar variables numéricas se utiliz6 prueba de
Mann-Whitney y el test de Fisher para proporcio-
nes. Se consider6 significativo un valor de p<0,05.
El analisis se realiz6 con el programa Stata 14.

Resultados

Sobre un total de 92 pacientes con registros evalua-
bles disponibles, 67 fueron ingresados al estudio
debido a que cumplieron todos los criterios de in-
clusion y ninguno de exclusion. Las caracteristicas
basales se describen en las Tablas 2A y 2B.

El cariotipo de médula dsea fue realizado en 63 pa-
cientes (94%), en los otros 4 no estuvo disponible el
resultado, por lo tanto, estos ultimos se excluyeron
del analisis de la variable vs evento. El rearreglo del
gen BCR/ABLI1 fue adicionalmente descartado por
RT-PCR en 45 pacientes. La mutacion del gen JAK?2
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TABLA 1 FACTORES DE RIESGO PARA INICIO DE TRATAMIENTO, British

Committee for Standards in Haematology’

Bajo riesgo

Riesgo intermedio

Alto riesgo

Edad <40 afios. Edad 40 a 60 afos Edad > 60 afios, o
y/o con FRV *

Sin antecedentes de Sin factores de alto Antecedente de

trombosis/hemorragia. riesgo trombosis/hemorragia
mayor relacionada a TE
0

Plaquetas <1.500 x10°/L Plaquetas < 1500 x10°/L Plaquetas >  1.500
x10°/L

Ausencia de FRV

FRYV : factores de riesgo vascular

Tabla 2A. Caracteristicas basales de los pacientes analizadas por Md.
Variables de estudio

CARACTERISTICAS BASALES

Edad, afios Md (rango) 68 (23-95)
Hto %, Md (rango) 41 (28-58)
Hb g/dl Md (rango) 13.4 (8.3-18)
Leucocitos x10°/L, Md (rango) 9.7 (6.6-21.1)

Plaquetas x10°/L, Md (rango)

852 (265-5.150)

p.-V617F comenzé a realizarse en el IHEMA en el
afno 2008. Se la investigd en 41 pacientes, mientras
que los restantes en los que este resultado no estuvo
disponible se excluyeron del analisis estadistico. En
6 pacientes JAK2 negativos se detectaron 2 casos
positivos para la mutaciéon del gen CALR y otros 2
casos para el MPL. Hubo 3 pacientes que no presen-
taron ninguna de las 3 mutaciones estudiadas.

El tiempo de evolucion previo al ingreso al IHEMA
fue en Md 0.5 afios (0-13) y el tiempo de seguimien-
to desde el ingreso al IHEMA fue en Md 6 afos
(0.5-20). Al momento del analisis continuaban en
seguimiento 36 pacientes.

Se registraron 67 eventos, ocurriendo al menos
1 evento en 37 pacientes (55%); los 30 restantes
(45%), no presentaron eventos.

El evento mas frecuente fue sangrado, documentado
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en 21 pacientes (31%). El tipo de sangrado incluy6
epistaxis, gingivorragia, hemorragia digestiva alta y
baja, hematuria y durante procedimiento quirtrgico
(cesarea). De estos, un total de 12 pacientes (57%)
requirieron transfusion de sangre.

El segundo evento mas frecuente fue tromboembo-
lia, que se registré en 16 pacientes (24%). El tipo
de tromboembolia incluy6 isquemia arterial aguda,
trombosis de la vena de la retina, accidente cerebro
vascular, accidente isquémico transitorio, trombosis
venosa profunda, infarto agudo de miocardio,
angina inestable y otros.

Se observo evolucidon a mielofibrosis en 4 pacien-
tes (5.9%) y progresion a leucemia en 3 pacientes
(4.4%) luego de 2, 3 y 10 afios del seguimiento. Se
registraron 5 muertes (7.4%), ninguna atribuible a
la enfermedad.
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Hto: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, MO: Médula 6sea, FRV: Factor de Riesgo Vascular
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Tabla 2B. Caracteristicas basales de los pacientes analizadas por n pts.
Variables de estudio

CARACTERISTICAS BASALES

Género Femenino/Masculino
n pts (%)

44 (66%) / 23 (34%)

Score riesgo, n pts (%)

Alto 40/67 (60%)
Intermedio 15/67 (22%)
Bajo 12/67 (18%)

Plaquetas >1.000x10°/L, % pts

33/67 (50%)

Blastos, %

3 pts. con <3%

Esplenomegalia npts

12/67

Cariotipo MO, npts

Normal: 41/67
Alterado 5/67: del (7)(q32), -Y,
dell3(ql2ql4), alteraciones
estructurales e hipodiploidias
inespecificas
Sin células en division :17/67

Cromosoma Phi: 0/67

No disponible: 4/67

JAK2 VOUF ppts (%)

Positivo: 29/67(43.28)
Negativo: 12/67(17.91)
No disponible: 26/67 (38.81)

CALR n pts.

Positivo: 2/67
Negativo 4/67
No disponible:61/67

MPL 7 pts.

Positivo: 2/67
Negativo: 4/67
No disponible: 61/67

FRYV npts (%)

40/67 (60%)
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Resultados estadisticos

El evento sangrado no presentd asociacion con la
edad p=0.12, el género p=0.2, el cariotipo p=1.0, la
mutacion JAK2 p.V617F p=0.3, el Hto p= 0.5, la
Hb p=0.4, esplenomegalia p=0.5, FRV p=0.2 ni con
el indice riesgo p=0.5. Se observo leucocitosis Md
12.2 x 10%/L (6.1-22.1) en el grupo con sangrado y
una Md 8.8 x 10°/L (4.5-20.7) en el grupo sin evento
(p=0.003). EI 76% de los pacientes del grupo con
sangrado y el 36,96% del grupo sin evento tenian
leucocitos >10.0 x 10%/L (p= 0.003).

El recuento de plaquetas fue Md 1.204 x 10°/L en el
grupo con sangrados y 814.5 x 10%/L en el grupo sin
evento (p=0.0098), pero no alcanzo6 significancia es-
tadistica al comparar la proporcion de pacientes con
recuento normal (p=0.46). Trombocitosis >1.000 x
109/L se observo en 14 (67%) de los pacientes que
sangraron. Se observo un mayor nimero de sangra-
dos en los casos con trombocitosis y leucocitosis
simultanea (p=0.004).

El evento tromboembolia no se asocioé con las ca-
racteristicas basales edad p=0.8, género p=0.5, ca-
riotipo p=0.4, mutacion JAK2 p.V617F p=0.9, Hto
p=0.4, Hb p=0.5, esplenomegalia p=0.5, presencia
de algiin FRV p= 0.5 ni indice de riesgo p=0.7.

Se observo leucocitosis Md 11.9 x 10%/L (6.1-20.7)
en el grupo con tromboembolia y Md 9.2 x 10°/L
(4.5-22.1) en el grupo sin evento (p=0.02). Asimis-
mo, el 75% de los pacientes del grupo con trom-
boembolia y el 41% del grupo sin evento tenian leu-
cocitos >10.0 x 109/L (p= 0.018).

El recuento de plaquetas fue Md 1.182 x 10%/L en
grupo con tromboembolia y 809 x 10°L en grupo
sin evento (p=0.04), pero esta diferencia no alcan-
z6 significancia estadistica al comparar la propor-
cion de pacientes con recuento de plaquetas normal
(p=0.5).

Trombocitosis y leucocitosis simultanea se asocid
a sangrado (p=0.004) y tromboembolia (p=0.035).
Los eventos progresion a mielofibrosis, transforma-
cion leucémica y muerte no se incluyeron en el ana-
lisis de univarianza debido a que el numero de casos
fue insuficiente.

Los resultados estadisticos se detallan en la Tabla 3.

Discusion y revision de la literatura

Las actualizaciones de los criterios diagnosticos de
las NMP realizados por la OMS en 2008 y 2016,
permitieron identificar de forma cada vez mas pre-
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cisa los casos de TE y elaborar conclusiones sobre
evolucion y pronostico en base a una poblacion més
homogénea y mejor caracterizada.

En la poblacion de pacientes con TE del presente
estudio, y a diferencia de lo reportado en otras se-
ries'?, se registraron mas hemorragias que trom-
boembolias. Durante el periodo de seguimiento de
Md 6 anos (0.5-20), se registré un indice bajo de
leucemizacion y progresion fibrotica, similar a lo
reportado en otros estudios'”.

La estratificacion de riesgo para trombosis en TE
durante muchos afios se ha basado en la presencia
de dos factores considerados como tradicionales o
clasicos, la edad mayor a 60 afios o el antecedente
de trombosis"?. La presencia de FRV también se ha
descripto como un factor de riesgo'¥, sin embargo
en el presente estudio ninguna de estas variables
guardo relacion con la ocurrencia de tromboembo-
lia.

La leucocitosis también se ha identificado como un
factor de riesgo independiente de trombosis, a dife-
rencia de la trombocitosis, la cual no se asocia con
eventos tromboticos y si con sangrado'.

En este trabajo, la leucocitosis jug6 un rol destacado
en relacion con el desarrollo de trombosis. La trom-
bocitosis de forma aislada no se identifico como un
factor de riesgo para el desarrollo de la misma. Sin
embargo, la presencia simultdnea de trombocitosis
y leucocitosis se asocid con complicaciones trom-
boticas. Con relacion a esto ultimo, la leucocitosis
podria ser la responsable del evento, dada la rela-
cion estadisticamente significativa hallada en este
ensayo. Sin embargo, estudios prospectivos nos
ayudarian a su confirmacion.

Varios estudios en su mayoria retrospectivos han
identificado que las mutaciones lideres (drivers)
(JAK2, CALR, MPL) en pacientes con TE podrian
conferir distintos fenotipos de presentacion de la
enfermedad. Se ha descripto a la mutacion JAK?2 p.
V617F como un factor predictivo de trombosis en
TE", a diferencia de los pacientes con CALR mu-
tado, que tendrian un riesgo menor en comparacion
con aquellos con JAK2 mutado". Los datos sobre
el riesgo tromboembdlico asociado a la mutacion
MPL son escasos y menos claros, debido, funda-
mentalmente, a su baja frecuencia en TE!®,

Se han desarrollado algunos modelos prondsticos
(IPSET thrombosis, IPSET thrombosis revisado)
que han permitido una mejor caracterizacion de los
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RESULTADOS ESTADISITICOS VARIABLE VS EVENTO

TABLA 3

ARTICULO ORIGINAL

Sangrado
Variable por Md Si (n=21) No (n=46) p
Edad: Md en afos 77 (23-90) 66 (27-95) 0.12
(rango)
Heme;tocrito: Md en 40 (28-58) 41.9 (29-54) 0.5
% (rango)
Hemoglobina: Md en 13.3 (8.3-18) 13.6 (8.8-17.4) 0.4
gr/dl (rango)
Leucocitos: Md en 12200 (6100-22100) 8800 (4500-20720) 0.003
mm’ (rango)
Plaquetas: Md en 1204000 (500000- 814500 (265000- 0.0098
mm’® (rango) 5150000) 2300000)
Sangrado
Variable por n Si No p
(%)
Genero M/F:n (%) | 9(42.86) /12 (57.14) | 14 (30.43) /32 (69.57) 0.2
Esplenomegalia 4 (19.05) /17 (80.95) 8(17.39) /38 (82.61) 0.5
si/no:
n (%)
FRYV si/no: n (%) 14 (70) / 6 (30) 26 (57.78) /19 (42.22) 0.2
Score de riesgo 4 (19.05)/ 3(14.29)/ 8(17.39) /12 (26.09) 0.5
bajo/intermedio/alto 14 (66.67) /26 (56.52)
n (%)
Leucocitosis > 16 (76.19) /5 (23.81) | 17 (36.96) / 29 (63.04) 0.003
10000/mm? si/no: n
(%)
Trombocitosis > 21 (100) /0 (0) 44 (95.65) /2 (4.35) 0.468
450000/mm’ si/no:
n (%)
Cariotipo alterado 1(4.76)/19(90.48)/ | 3(6.52)/40 (86.96) / 1.0
si/no/nd: n (%) 1(4.76) 3(6.52)
Mutacion JAK2 9(42.86)/2(9.52)/ |20(43.48)/10(21.74) 0.3
si/no/nd: n (%) 10 (47.62) /16 (34.78)

nd: no disponible
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Tromboembolia
Variable por Md Si (n=16) No (n=51) p
Edad: Md en afios 64.5 (23-87) 70 (27-95) 0.8
(rango)
Hematocrito: Md en 0.4
% (rango) 39.5 (28-51) 41.8 (28.3-58)
Hemoglobina: Md en 13.05 (8.5-16.8) 13.5 (8.3-18) 0.5
gr/dl (rango)
Leucocitos: Md en 11900 (6100-20720) 9200 (4500-22100) 0.02
mm’ (rango)
Plaquetas: Md en 1182000 (500000- 809000 (265000-5150000) | 0.04
mm’ (rango) 4000000)
Tromboembolia
Variable por n (%) Si No p
Genero M/F: n (%) 5(31.25)/ 11 (68.75) 18 (35.29) /33 (64.71) 0.5
Esplenomegalia si/no: 3 (18.75) /13 (81.25) 9 (17.65) /42 (82.35) 0.5
n (%)
FRYV si/no: n (%) 9 (60) /6 (40) 31(62)/19 (38) 0.5
Score de riesgo 2 (12.50)/3 (18.75)/ 10 (19.61) /12 (23.53) /29 0.7
bajo/intermedio/alto 11 (68.75) (56.86)
n (%)
Leucocitosis > 12 (75) /4 (25) 21 (41.18) /30 (58.82) 0.018
10000/mm” si/no: n (%)
Trombocitosis > 16 (100) / 0 (0) 49 (96.08) /2 (3.92) 0.5
450000/mm’ si/no:
n (%)
Cariotipo alterado 1(6.25)/13 (81.25)/ 3 (5.88) /46 (90.20) / 0.4
si/no/nd: n (%) 2 (12.50) 2(3.92)
Mutacion JAK2 6 (37.50)/3 (18.75)/ 23 (45.10)/9(17.65)/ 19 0.9
si/no/nd: n (%) 7 (43.75) (37.25)

nd: no disponible

pacientes con TE en distintos subgrupos, sin embar-
go, ninguno ha sido validado en ensayos prospecti-
vos@,

En el presente estudio, el evento tromboembolia
no guardd relacion ni con el indice de riesgo ni
con la presencia del JAK2 p.V617F. El modelo de
riesgo que se utilizo en este trabajo fue el del Bri-
tish Committee for Standards in Haematology®. El
IPSET-thrombosis en su version original o revisada
no fueron aplicados. Sin embargo, futuras investiga-
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ciones prospectivas nos ayudarian a determinar su
rol y reproducibilidad en los individuos de nuestra
poblacion.

Los datos con respecto al riesgo de sangrado en TE
son menos claros. Sin embargo, se ha descripto a
la trombocitosis extrema (recuento de plaquetas >
1000-1500 x 10°%/L), la leucocitosis, el antecedente
de hemorragia y el uso de aspirina como factores
predisponentes!”1®,

Similar a lo reportado por Palandri y col!?, en el
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presente estudio el sangrado fue principalmente
mucocutaneo, digestivo y durante procedimiento
quirargico (cesarea). Ademas, la leucocitosis guar-
do una relacion significativa con sangrados. La
trombocitosis por su parte, a pesar de mostrar una
mayor tendencia al sangrado, no alcanzo la signifi-
cancia estadistica al compararse con pacientes que
tenian recuentos plaquetarios normales.

La aspirina juega un rol fundamental en la pre-
vencion de eventos arteriales en TE. Sin embargo,
estd sociada a mayor riesgo de sangrados en com-
paracion con otros grupos poblacionales!'®. Debe
evitarse en pacientes con recuentos de plaquetas >
1000-1500 x 10°/L, que a su vez, podrian tener aso-
ciada una enfermedad de von Willebrand adquirida
(AWVD)™),

El rol de las mutaciones lideres como predictores de
sangrado en TE no se encuentra del todo esclare-
cido. Los pacientes con la mutacion del JAK2 p.
V617F parecen tener el mismo riesgo de sangrado
que los pacientes sin la mutacion'®, en cambio los
pacientes CALR mutado parecerian tener mayor
predisposicion en el subgrupo de bajo riesgo en te-
rapia con aspirina®”,

En este estudio, similar a lo reportado por otros au-
tores"®, la presencia de la mutacion JAK2 p.V617F
no se relaciono con el desarrollo de hemorragias.
Es interesante destacar que los indices prondsticos
en TE propuestos actualmente fueron disefiados para
predecir trombosis y no sangrados. Ademas, por el
momento no se cuenta con informacion robusta pro-
veniente de estudios prospectivos que nos ayude a
identificar con mayor precision aquellos pacientes
con riesgo incrementado de hemorragias, que gene-
ran una morbimortalidad importante, y en el caso del
presente estudio fue el evento mas frecuente.

Los pacientes con TE tienen un menor riesgo de
progresion (mielofibrosis, leucemia) en compara-
cion con el resto de las NMP™, Al precisar sobre ¢l
diagnostico de TE, definido por criterios OMS 2016
y excluyendo a individuos con estadios prefibroti-
cos de MFP, se ha encontrado un riesgo de transfor-
macion leucémica menor al 1% a 10 afos®".
Variables como la edad avanzada, anemia, leucocito-
sis, aumento de la LDH, fibrosis reticulinica en mé-
dula 6sea y ausencia de la mutacion JAK2 p.V617F
se han descripto como factores de riesgo para evo-
lucion mielofibrotica(21,22). Asi mismo, la edad >
60 afos, recuentos de plaquetas >1000 x 10°/L, ane-
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mia, aumento de la fibrosis reticulinica en médula
oOsea, y la presencia de ciertas mutaciones como en
los genes TP53 y EZH2, han sido descriptas como
factores de riesgo de transformacion a leucemia
aguda(2l,23,24).

En el presente trabajo la tasa de progresion a mie-
lofibrosis y leucemia aguda fue baja en analogia a
lo reportado en otras series". Sin embargo, ninguna
de las caracteristicas basales evaluadas incluyendo
la mutacion del JAK2 p.V617F, se relacionaron con
mayor riesgo de transformacion o evolucion a fase
gastada o blastica. Dada la tasa baja de muerte no
pudo evaluarse supervivencia.

Conclusiones

La optimizacion importante del criterio diagnostico
de TE realizada por la OMS en los ultimos afios es
un avance clave para el entendimiento de esta enfer-
medad. Sin embargo la mayoria de la informacion
clinica, incluyendo la referente a factores pronodsti-
cos y evolucion, proviene de estudios no prospec-
tivos con algunas excepciones®). En base a ello se
sostiene que la supervivencia de los pacientes con
TE es en Md 10 afios menor que la de la poblacion
normal de igual edad y género”. Posiblemente esto
se deba a la prevalencia alta de complicaciones que,
como se expuso, alcanza un 40%.

Para la indicacion de tratamiento se considera que
los pacientes mayores de 60 afios o con anteceden-
tes de eventos vasculares o trombocitosis >1.500 x
10%/L se beneficiaran con citorreduccion, ya que su
eficacia fue demostrada en estudios prospectivos
que incluyeron esa poblacion®*??. Adicionalmente
se deberan controlar los factores de riesgo cardio-
vascular presentes si los hubiera. La leucocitosis
fue identificada como FR para trombosis, principal-
mente arterial'®, incluso en el seguimiento realiza-
do por Campbell de la poblacion de pacientes del
ensayo prospectivo terapéutico de hidroxiurea vs
anagrelida®. No obstante, la recomendacion tera-
péutica actual no contempla la leucocitosis e incluso
se la elude en el caso de tratamientos bloqueado-
res de la produccion plaquetaria. La clasificacion
IPSET-Thrombosis postulé la mutacion JAK2 p.
V617F como factor adverso y, como ya menciona-
mos, los autores reconocen la debilidad del caracter
retrospectivo.

Las limitaciones actuales para la identificacion e
interpretacion precisa de factores prondsticos y
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supervivencia en TE son principalmente metodolo-
gicas, por el escaso nimero de ensayos prospectivos.
Los estudios disponibles incluyeron poblaciones de
pacientes y enfoques terapéuticos heterogéneos, por
lo cual la interpretacion de los resultados es comple-
ja. El alto porcentaje de complicaciones que padecen
actualmente los pacientes con TE a cualquier edad
indica que hay variables clinicas del paciente y bio-
logicas de la enfermedad que atin no estan contro-
ladas. Es importante identificarlas y tratarlas ade-
cuadamente para reducir la morbimortalidad. Es
importante también establecer con mayor precision
el grado de reduccion en la expectativa de vida, ya
que la Md de edad al diagnostico es 50 afios y se
presenta incluso en jovenes de 20-30 afios. Esta
informacion es también relevante para la decision

terapéutica. Es interesante también poder definir si

la evolucién leucémica o fibrética es una posibilidad
real o guarda relacion con alguna NMP enmasca-
rada. Es necesario realizar evaluaciones prospec-
tivas y con un seguimiento razonable que aporten
la informacién faltante y confirmen la disponible
para controlar de manera temprana y enérgica los
riesgos y garantizar la reduccion de la tasa de trom-
boembolias y sangrados con un uso adecuado de los
tratamientos actuales. Las observaciones realizadas
en este estudio y las consideraciones planteadas nos
motivan a la evaluacion prospectiva de un mayor
numero de pacientes incluyendo la evaluacion sis-
tematica de otras variables incluyendo mutaciones
lideres, para analizar su posible rol.

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

La anemia hemolitica autoinmune (AHAI) es una
condicion clinica caracterizada por hemolisis media-
da por autoanticuerpos con o sin activacion del com-
plemento. Varios mecanismos se consideran respon-
sables de la génesis de autoanticuerpos y la hemolisis;
por ejemplo, los que alteran el ambiente de ontogenia
y maduracién celular asi como el procesamiento de
antigenos. Sin embargo, la hemolisis de origen inmu-
ne es solo una de las causas de anemia hemolitica.
Se estima que dos terceras partes de los casos son
secundarios y acompaian a otras patologias hemato-
logicas. En las ltimas décadas, el entendimiento de
la naturaleza de los complejos inmunes compuestos
por IgG, IgM, IgA y fracciones del complemento ha

brindado informacion importante para el tratamiento
y pronostico de los pacientes. El objetivo de esta re-
vision es describir las generalidades y clasificacion
de la AHALI, identificar la utilidad de la prueba de
antiglobulina directa monoespecifica en la deteccion
de los complejos inmunes asociados a la enfermedad
y finalmente, describir la relacion que existe entre la
AHAI y otras patologias hematolégicas.

Abstract

Autoimmune hemolytic anemia (ATHA) is a clinical
condition characterized by autoantibody-mediated
hemolysis with or without activation of the comple-
ment system. Several mechanisms are considered
responsible for autoantibody genesis and hemolysis;
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for example, the alterations in the environment of
cell ontogeny and maturation, and the antigen pro-
cessing. However, hemolysis of immune origin is
only one cause of hemolytic anemia, among others.
It is estimated that two-thirds of the cases of AIHA
are secondary conditions and accompany other
hematological pathologies. In recent decades, the
understanding of the nature of immune complexes
composed by IgG, IgM, IgA and complement frac-
tions has provided relevant information for the treat-
ment and prognosis of patients. This review aims
to describe the basic concepts and classification of
AIHA, to identify the usefulness of the monospecif-
ic direct antiglobulin test in the detection of immune
complexes associated with the disease and, finally,
to describe the relationship between AIHA and oth-
er hematological pathologies.

Introduccion

La Anemia Hemolitica Inmune (AHI) es una condi-
cion clinica en la que anticuerpos IgG e IgM, predo-
minantemente, se unen a la superficie de los globulos
rojos e inician su destruccion mediante la activacion
de la via del complemento o el sistema reticulo en-
dotelial; la vida media del eritrocito entonces se re-
duce en circulacion a menos de 120 dias 2. Segiin
el estimulo antigénico la AHI puede ser autoinmune
(AHAI). La AHALI se clasifica segun el rango térmico
de los autoanticuerpos y la presencia o ausencia de
enfermedad asociada. En las Gltimas décadas, el en-
tendimiento de la naturaleza de los complejos inmu-
nes que contienen IgG, IgM, IgA y/o fracciones del
complemento coadyuvantes de la hemolisis ha brin-
dado informacion importante para el tratamiento y
pronostico de los pacientes afectados de AHAI. Esta
revision describe las generalidades y clasificacion de
la AHAL analiza la utilidad de la prueba de antiglo-
bulina directa monoespecifica en la deteccion de los
complejos inmunes asociados y describe la relacion
documentada con otras patologias hematologicas.

Historia

Georges Hayem (1898) y Fernand Widal (1907) se-
nalaron que, a diferencia de la anemia hemolitica
congénita clasica descrita por Minkowski y Anato-
le Chauffard, habia otro tipo de anemia hemolitica
clasificada como ‘“adquirida” que se asociaba con
anemia severa y acentuada debilidad. Esa anemia
“adquirida” presentaba los signos y sintomas del
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sindrome de Widal que consistian en icteroanemia
con crecimiento esplénico, urobilinuria y hemolisis
asociada a fragilidad osmotica; bajo ese nombre,
describieron casos relacionados con infecciones e
intoxicaciones y otros de etiologia desconocida >3,
Posteriormente, Chauffard demostro la presencia de
autohemolisinas en el suero de unos pocos pacientes
con anemia hemolitica aguda adquirida y se refiri6 a
ellos como "ictericias hemolisinicas". Sin embargo,
durante muchos afios existio la duda de la existencia
de un verdadero tipo de anemia hemolitica adqui-
rida y la posibilidad de su relacion con reacciones
inmunolégicas fue casi nula. La existencia de ane-
mia hemolitica adquirida en contraste con la forma
congénita fue claramente establecida por Dameshek
y Schwartz, quienes evidenciaron la presencia de
hemolisinas anormales en pacientes que sufrian de
anemia hemolitica aguda y observaron que durante
el curso de la enfermedad podia desarrollarse esfe-
rocitosis y aumento de la fragilidad osmoética ).
En 1940, Dameshek y Schwartz recopilaron los ca-
sos publicados de ictericia por anemia hemolitica
adquirida y concluyeron que la gravedad de la en-
fermedad se relacionaba con el grado de hemolisis
@, Por la misma época, Robin Coombs describio la
aplicacion diagnoéstica de la prueba de antiglobu-
lina humana para la investigacion de la AHAI y la
enfermedad hemolitica del recién nacido por incom-
patibilidad feto-materna Rh inicialmente descrita
por Moreschi en 1908; esta prueba de laboratorio
se considero el estandar de oro en estas patologias y
adoptd el nombre de Coombs. Coombs y sus cole-
gas Arthur Mourant y Rob Race realizaron una serie
de experimentos exitosos que validaron el método;
los hallazgos y su aplicacion en diversas enferme-
dades fueron publicados en The Lancet en 1945 y
el British Journal of Experimental Pathology en
1946, Coombs fue un investigador importante en
la creacion la Sociedad Britanica de Inmunologia y
su trabajo tuvo un gran impacto internacional que se
extiende hasta nuestra década. El papel del sistema
del complemento en la fisiopatologia de la AHAI no
se reconocio hasta la década de 1950 cuando la he-
molisis intravascular se asocio con la activacion de
la via clasica del complemento ¢,

Epidemiologia

Laincidencia de AHAI es de 1 a 3 casos por 100.000
habitantes/afio en la poblacion caucasica; mas del
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70% de los casos nuevos se diagnostican anualmen-
te en individuos mayores de 40 afios siendo mas fre-
cuente en mujeres que en hombres en un relacion
60:40 (),

Mecanismos descritos en la génesis de autoanti-
cuerpos

En condiciones normales, los linfocitos B (LB)
son responsables de la respuesta inmune humoral
como fuente de anticuerpos protectores innatos y
adaptativos. El linaje de los LB es unico debido a
su fenotipo particular, las funciones reguladoras y
los eventos moleculares en los que participa. La
ontogenia (desarrollo, diferenciacion y maduracion)
de los LB se lleva a cabo primariamente en el higa-
do fetal y la médula 6sea y en forma secundaria en
los tejidos linfoides periféricos. Los LB maduros se
ubican en los foliculos linfoides del bazo y los gan-
glios linfaticos y alli responden a antigenos (Ags)
extrafios proliferando y diferencidndose a células
plasmaticas. La activacion de los LB depende de la
participacion de los linfocitos T (LT) y de las células
dendriticas foliculares ®. Los LB también pueden
proliferar rapidamente en los centros germinales
(CQ) de los ¢rganos linfoides secundarios a partir
de los centroblastos; el resultado es la produccion
de células plasmaticas secretoras de anticuerpos de
alta afinidad y en LB de memoria ®. En los CG se
realizan procesos de seleccion que permiten liberar
ala circulacion periférica LB de memoria de alta afi-
nidad y de diferentes isotipos. Estas caracteristicas
se producen gracias a dos mecanismos moleculares:
La hipermutacién somatica y la conmutacion isoti-
pica. La hipermutacion somatica es el conjunto de
mutaciones aleatorias que se producen en las regio-
nes variables de las cadenas pesada (VH) y liviana
(VL) del receptor del LB (BCR, por su abreviatura
en inglés) y que es necesaria para aumentar su afini-
dad por el Ag. Por su parte, la conmutacion isotipica
permite el cambio de isotipo (o clase) del BCR; los
diferentes isotipos de un BCR, sin cambiar su afini-
dad por el Ag, se unen a diferentes células efectoras
para mediar diferentes tipos de respuesta 9. La
hipermutacién somatica y la conmutacion isotipica
estan mediadas por muchas enzimas, pero la deami-
nasa de citosina inducida por activacion participa de
manera critica en los dos procesos ®.

El delicado equilibrio entre las sefales activadoras e
inhibidoras que regulan la activacién normal de los
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LB y su longevidad puede alterarse y predisponer a
la produccion de autoanticuerpos y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes %12 La identifica-
cion de autoanticuerpos en pacientes con glomeru-
lonefritis en 1949 proporcioné la primera evidencia
clinica y experimental de que la enfermedad se debe
a una reaccion continua de anticuerpos del indivi-
duo contra antigenos especificos de sus propios or-
ganos!?,

La produccion de autoanticuerpos por clonas de LB
autorreactivos y su interaccion con los LT colabo-
radores conducen a la AHAI. Ademas, en pacien-
tes con AHAI se ha evidenciado ignorancia de los
autoantigenos eritrocitarios, activacion policlonal
de los LB y LT, errores en la tolerancia central o
periférica y alteraciones en los inmunomoduladores
de la red de citoquinas tales como el incremento de
los niveles séricos de IL-1a, IL-2/IL-2R, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-17 y TNF @ ©101112.15),

La hiperactivacion de los LT en AHAI fue observa-
da por Smirnova y cols. ? en un estudio disenado
para demostrar el papel de los LT en la AHAl y la
asociacion de la clonalidad con los datos clinicos.
Para ello, estudiaron una cohorte de 20 individuos
sanos y 33 pacientes con AHAI (13 con otros tipos
de anemia y 14 con enfermedad autoinmune). Eva-
luaron la clonalidad de los LT mediante analisis de
los reordenamientos génicos de las cadenas gama y
beta del receptor del LT (TCRG y TCRB) y encon-
traron que en los pacientes con AHAI habia mayor
monoclonalidad en los LT CD8+ que en el grupo
control: 48,5% y 45,5% de los pacientes tenian
una alta incidencia de rearreglos génicos clonales
en TCRB y TRB respectivamente. La persistencia
de LT clonales se evidencio después de la terapia
y la mejoria clinica, y por eso los autores sugieren
el monitoreo de los pacientes a largo plazo ante la
probabilidad del desarrollo de tumores de LT.

En el caso de las AHAI secundarias a infecciones
bacterianas o virales, se ha descrito la presencia de
epitopes antigénicos de proteinas y carbohidratos
de los microorganismos que son similares a los epi-
topes de moléculas presentes en los glébulos rojos
@10 El mimetismo molecular entre autoantigenos y
antigenos extrafios es uno de los mecanismos que
explican la participacion de los patégenos en el ini-
cio o aceleracion de la autoinmunidad en combina-
cion con el fracaso para mantener la autotolerancia
inmunologica 10,
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Los complejos inmunes (Ag-Ac) pueden activar el
sistema del complemento e inducir la lisis osmotica
de los globulos rojos a través del complejo de ata-
que a la membrana. La destruccion de los globulos
rojos también ocurre en el sistema reticuloendote-
lial porque los macrofagos activados expresan re-
ceptores de membrana para la porcion Fc de la IgG
(FcyR) asi como receptores de fracciones del com-
plemento (CR) que pueden reconocer los eritrocitos
opsonizados y destruirlos por fagocitosis. También
la hemolisis se puede presentar por el mecanismo
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC, por su abreviatura en inglés) mediado por
LT CD8+ y células NK que expresan FcyR. La lisis
de los eritrocitos mediada por el complemento ocu-
rre en circulacion periférica e higado y la lisis me-
diada por ADCC y macrofagos en bazo y organos
linfoides 1!V, La teoria de la persistencia de clonas
de linfocitos autorreactivos, propuesta por Burnet
hace mas de 60 afios, ha ganado un nuevo interés
debido al éxito de la terapia de deplecion de LB en
varias enfermedades autoinmunes (%,
Recientemente, se describié otro mecanismo aso-
ciado a la formacion de autoanticuerpos: la pre-
sentacion de neoantigenos asociados a tumores
presentes en la superficie de las células tumorales
necroticas. Estos neoantigenos activan directamente
la respuesta inmune y promueven la produccion de
autoanticuerpos, péptidos funcionales y hormonas
que promueven la anemia hemolitica paraneoplasi-
ca 1519 En los tejidos tumorales se encuentran nive-
les elevados de IgG, IgM o IgA e infiltrados de LB
que se relacionan con el prondstico de la enferme-
dad; esto implica que la respuesta humoral tiene un
rol importante en su progresion 151617,

Clasificacion etiolégica de las AHAI

Etiologicamente, la AHAI se clasifica en idiopatica
o primaria, cuando no aparece asociada a otras pato-
logias; y secundaria o asociada, cuando coexiste con
patologias que pueden alterar el equilibrio inmuno-
légico como ocurre en algunas infecciones, enfer-
medades autoinmunes o neoplasias ®. Por otra par-
te, la temperatura de reaccion de los autoanticuerpos
permite la clasificacion de la AHALI en tres tipos: i)
AHALI por anticuerpos calientes, cuando la tempe-
ratura 6ptima de reaccion de los autoanticuerpos es
de 37°C; ii) AHAI por anticuerpos frios, cuando los
autoanticuerpos reaccionan a temperaturas inferio-
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res a la temperatura corporal (37°C) y temperatu-
ras bajas, particularmente a 4°C; y iii) AHAI mixta,
cuando es mediada por ambos tipos de anticuerpos
(Tabla 1).

La AHAI por anticuerpos calientes es la maés
comun (%', Un reciente estudio, de Gutiérrez Jo-
marron y cols.'”, demostré que en una cohorte de
93 pacientes, el 85% desarrollo6 AHAI por anticuer-
pos calientes IgG y complemento.

Utilidad de la prueba de antiglobulina directa
monoespecifica en el diagnostico de AHAI

El suero de Coombs que se emplea en la PAD, es
una antiglobulina antihumana que permite eviden-
ciar inmunocomplejos presentes en la membrana
eritrocitaria mediante una reaccion de hemagluti-
nacion. En general, los ensayos de aglutinacion en
microcolumna pueden detectar como minimo de
100 a 500 moléculas de inmunoglobulina y de 400 a
1100 de C3 por gldbulo rojo *®. La PAD de tamiza-
je utiliza de rutina suero de Coombs poliespecifico
con anticuerpos anti-IgG y anti-C3d. En caso de una
PAD positiva o PAD negativa con fuerte sospecha
clinica, es preciso realizar la PAD monoespecifica
para detectar de manera individual cada proteina
(IgG, IgM, IgA y/o C3b, C3d) fijada a la membrana
eritrocitaria. En la PAD es estrictamente necesaria
la inclusion de un control de eritrocitos suspendidos
en solucion salina isotonica para descartar posibles
interferencias por aglutinacion espontanea ().

Los autoanticuerpos mas frecuentes en la AHAI
estan dirigidos contra Ags del sistema Rh (-3 19 y
son de isotipo IgG; en tal sentido, realizar técnicas
de elucion en pacientes con AHAI son tutiles para
determinar la especificidad relativa de los autoan-
ticuerpos IgG contra el sistema Rh. Los Acs IgG
son los principales mediadores de la hemolisis ex-
travascular en el sistema reticuloendotelial; las sub-
clases IgG1 e IgG3 acortan la vida de los eritrocitos
de manera mas eficiente que las IgG2 e IgG4 @0,
Los autoanticuerpos de isotipo IgA generalmente se
asocian a los IgG y excepcionalmente se encuentran
como causantes exclusivos de AHAT "% (Imagen 1).
La IgM es una inmunoglobulina pentamérica con
una alta capacidad de fijacion del complemento en
comparacion con otros isotipos de Igs y media la
hemolisis intravascular principalmente y, en menor
medida, la extravascular como resultado del depdsi-
to de C3d en la membrana del eritrocito 19, Algunos
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Tabla 1. Clasificacion etiologica de las anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI)

AHALI por anticuerpos calientes (IgG)

A. Primaria (idiopatica)

B. Secundaria o asociada a:
1. Desordenes linfoproliferativos (linfoma Hodgkin)
2. Desordenes reumaticos (Lupus Eritematoso Sistémico)
3. Neoplasias no linfoides (tumores de ovario) o enfermedades inflamatorias
cronicas (colitis ulcerativa)
4. Medicamentos (alfa-metildopa)

AHALI por anticuerpos frios (IgM)

Sindrome de aglutininas frias

A. Primario (idiopatico)

B. Secundario o asociado a:

1. Sindromes linfoproliferativos: leucemia linfocitica crénica, linfoma de LB,
macroglobulinemia de Waldestrom

2. Infecciones: mononucleosis infecciosa (virus de Epstein Barr), Mycoplasma
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Treponema pallidum y menos fre-
cuentemente por adenovirus, citomegalovirus, virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), varicela zoster, influenza)

Hemoglobinuria paroxistica a frigore (por frio)

A. Primaria (idiopatica)

B. Secundaria o asociada a:

1. Infecciones virales de vias respiratorias altas: sarampion, parotiditis, varice-
la, citomegalovirus, Epstein Barr, adenovirus, influenza A.

2. Infecciones bacterianas: Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Trepo-
nema pallidum.

AHALI mixta (autoanticuerpos IgM + IgG)
A. Primaria o idiopatica

B. Secundaria (procesos reumaticos o neoplasicos)
(Adaptada y modificada de 3 y 18)

Imagen 1. Prueba de antiglobulina directa monoespecifica en microcolumnas de gel. Resultados de
un paciente con AHAI por anticuerpos calientes IgG (3+) y presencia de C3d (2+) en la membrana de los
eritrocitos. Ctl: control salino: negativo. Prueba realizada con la tarjeta DC screening I (Diamed/BioRad).
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autoanticuerpos de clase IgM estan dirigidos contra
el sistema I/i, su temperatura 6ptima de reaccion es
de 4°C y causan AHAI por anticuerpos frios. Sin em-
bargo, es importante sefialar que los anticuerpos frios
gozan de gran amplitud térmica y pueden reaccionar
a temperaturas mas altas (Imagen 2).

Como se menciono anteriormente, la AHAI mixta se
caracteriza por la presencia de autoanticuerpos IgG
e IgM, acompanada generalmente de complemento.
Este tipo de AHAI es menos frecuente (Imagen 3).
El sistema de complemento juega un papel impor-
tante en la AHAI por anticuerpos calientes y en la
AHAI por anticuerpos frios. En los primeros ca-
sos la IgG unida a los eritrocitos es capaz de fijar
el complemento mediante la fraccion C1 y activar
la via clasica del complemento. En los segundos
casos, los anticuerpos IgM de amplio rango térmi-
co y activos en calor, son potentes activadores del
complemento pero generalmente no se detectan en
los globulos rojos. De hecho, se ha reportado que se
unen temporalmente a la membrana, activan el com-
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plemento y luego se desprenden, por lo cual solo
puede evidenciarse la presencia de fracciones del
complemento en las pruebas de Coombs. Después
de la activacion del complemento, la fagocitosis de
eritrocitos opsonizados ocurre principalmente en el
higado, aunque también puede ocurrir la hemdlisis
intravascular %19 (Imagen 4).

Desde el punto de vista diagnostico, hay dos aspectos
fundamentales para la AHAI: evidenciar la existencia
de autoanticuerpos contra los eritrocitos y la existen-
cia de signos de hemolisis tales como disminucion
de la hemoglobina y el hematocrito, reticulocitosis,
policromatofilia, poiquilocitosis, hiperbilirrubine-
mia indirecta, aumento de deshidrogenasa lactica
(DHL), disminucion de haptoglobina y presencia de
hemoglobinuria. Es importante sefialar que una PAD
negativa no descarta el diagnostico de AHAI en ca-
sos de fuerte sospecha clinica, sintomas y signos de
hemolisis +192122_ Las causas mas asociadas a este
hallazgo comprenden: la destruccion acelerada de las
inmunoglobulinas in vivo, caracteristicas biologicas

Imagen 2. Prueba de antiglobulina directa monoespecifica en microcolumnas de gel. Resultados de
un paciente con AHAI por anticuerpos frios IgM (2+) y presencia de C3c (2+) y C3d (3+) en la mem-
brana de los eritrocitos. Ctl: control salino: negativo. Prueba realizada con la tarjeta DC screening I
(Diamed/BioRad).

Imagen 3. Prueba de antiglobulina directa monoespecifica en microcolumnas de gel. Resultados de
un paciente con AHAI mixta con IgG (4+), IgM (2+) y presencia de C3d (2+) en la membrana de los eri-
trocitos. Ctl: control salino: negativo. Prueba realizada con la tarjeta DC screening I (Diamed/BioRad).
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Imagen 4. Prueba de antiglobulina directa monoespecifica en microcolumnas de gel. Resultados de
un paciente con AHAI con presencia de C3d (3+) en la membrana de los eritrocitos. Ctl: control salino:
negativo. Prueba realizada con la tarjeta DC screening I (Diamed/BioRad).

de los autoanticuerpos IgM las cuales pueden diso-
ciarse rapidamente de la membrana de los hematies o
limitaciones de sensibilidad y especificidad del méto-
do diagnostico. @

Asociacion de la AHAI con otros procesos hema-
tolégicos

Se estima que una tercera parte de los casos de AHAI
son idiopaticas y dos terceras partes son asociadas a
otros procesos hematologicos predominantemente
los sindromes linfoproliferativos como leucemia
linfoide cronica en 4 al 10%." En relacion con lin-
fomas no Hodking recientemente Zhou y cols.
han informado una incidencia de AHAI en linfoma
angioinmunoblastico de células T de 7,31%, lin-
foma de células marginales de 6,25%, linfoma del
manto 2,3% y linfoma no clasificable 4,25%. Los
factores mas influenciables en la produccion de au-
toanticuerpos implican la fisiopatologia tumoral y la
terapia farmacologica la cual consta de quimiotera-
pia'y analogos de purinas que buscan la inactivacion
de sefial del receptor BCR pero induce a cambios
en la regulacion de las células T alterando los pro-
cesos inmunoldgicos 329, Visco y cols. ®¥ han
descrito en un reciente trabajo sobre la etiologia de
las citopenias en una cohorte de 86 pacientes con
LLC al momento diagndstico, que las citopenias de
origen autoinmune se presentaron en 31,3% y las
citopenias por insuficiencia medular en 68,6% de
los pacientes. La supervivencia en ambos casos, no
presento diferencias estadisticamente significativas.
El Mieloma Multiple (MM) es otra neoplasia hema-
tologica que se asocia con la presencia de AHAI
esta neoplasia es caracterizada por la proliferacion
monoclonal de células plasmaticas en la médula
Osea las cuales sintetizan inmunoglobulinas auto-
rreactivas que causan destruccion osea, falla renal y
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supresion de la hematopoyesis. En un estudio pros-
pectivo de 18 meses realizado por Kashiap y cols.
@9 siguieron la evolucion de 17 pacientes con MM
y observaron que el 41.8% desarrollo6 AHAIL En un
reciente reporte de caso documentado Naithani R y
cols. ¥ se inform6 la AHAI como una forma de de-
but de MM en un paciente de 39 afios con signos y
sintomas caracteristicos de AHAI; por lo anterior,
los autores sugieren que el MM debe considerarse
como diagnostico diferencial de los casos de AHAL
La AHAI también se presenta en neoplasias no he-
matolinfoides; un reporte de caso publicado por
Mufioz-Ibarra et al. ?” evidencid en una paciente de
71 afos, diabética e hipertensa, signos y sintomas de
AHAI como manifestacion de un cancer de células
renales (carcinoma de células claras bien definido).
Es bien conocido que, los procesos tumorales pue-
den mostrar su primera manifestacion con alteracio-
nes inespecificas no originadas por invasion local
ni por metastasis, sino por los denominados sindro-
mes paraneoplasicos que pueden aparecer mucho
tiempo antes de la sintomatologia del tumor. En el
carcinoma de células renales se ha estimado que un
tercio de los pacientes afectados muestran signos y
sintomas de sindrome paraneoplasico que compren-
de desde sintomas constitucionales (fiebre, pérdida
de peso), hasta trastornos especificos metabolicos,
bioquimicos y hematologicos. La AHAI paraneo-
plasica se informo inicialmente en un quiste de ova-
rio benigno en 1938 y posteriormente se informo6 su
asociacion tumoral en un paciente con cistadenocar-
cinoma pseudomucinoso en 1945. Posteriormente,
otros casos han sido informados en la literatura; en
tal sentido, Kah Poh Loh et al.®® describieron un
reporte de caso sobre AHAI paraneoplasica en una
paciente de 77 afios con carcinoma de ovario. Otros
autores han evidenciado la presentacion de AHAI
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en el carcinoma gastrico tipo adenocarcinoma *3%
y sarcoma de Kaposi (19,

Respecto a las enfermedades autoinmunes, la AHAI
también se ha informado en Lupus Eritematoso Sis-
témico (LES), esclerodermia, artritis reumatoide y
colitis ulcerativa 153D, El LES es la entidad que pre-
senta la mayor frecuencia de anemias hemoliticas
severas y recurrentes que requieren soporte transfu-
sional durante el curso de la enfermedad. El primer
reporte de anticuerpos antinucleares (ANA) publi-
cado en 1957 describié autoanticuerpos anti-DNA
en el suero de pacientes con LES y desencadeno el
interés de los investigadores respecto a los mecanis-
mos de entrada de dichos autoanticuerpos a la célu-
la. Posteriormente se informo6 que los ANA (contra
RNP, Ro, La y Sm, proteina ribosémica P, proteinas
de cromatina y ADN) obtenidos de sueros humanos
o mediante inmunizacién experimental en anima-
les, tienen la capacidad de penetrar en las células
vivas e interferir con el DNA tanto in vitro como in
vivo. @Y Algunos de los mecanismos por los cua-
les los autoanticuerpos pueden entrar a las células
sugieren endocitosis dependiente de la fijacion a
un FcR o a proteinas de membrana como miosina,
calreticulina y caveolina. Algunos autoanticuerpos
pueden unirse al DNA extracelular y luego ser lle-
vados al nticleo por transportadores de nucledsidos
(19, Asimismo, el riesgo de algunos tipos de cancer
es significativamente alto en algunas enfermedades
autoinmunes; por ejemplo, existe una relacion entre
el sindrome de Sjogren y el desarrollo de linfomas
(19, A su vez, los tumores pueden inducir la produc-
cion de autoanticuerpos de reaccion cruzada con los
autoantigenos cerebrales; si dichos Acs atraviesan la
barrera hematoencefalica pueden causar encefalitis
autoinmune®?.

Adicionalmente, la AHAI puede acompanar algunas
situaciones de inmunodeficiencia (hipogamaglobuli-
nemia, infeccion por el virus de la inmunodeficien-
cia humana/VIH) y en las infecciones de la infancia
por virus hepatotropicos, en particular citomegalovi-
rus, virus de Epstein Barr y hepatitis B ¢35, Tam-
bién existen casos de AHAI en infeccion por virus
de hepatitis A (VHA), aunque no es frecuente en la
historia natural de la infeccion. Por ejemplo, Melo y
cols.®® documentaron un cuadro hemolitico severo
en un paciente masculino de 2 meses con hepatitis A,
sin antecedentes previos de hemolisis con una PAD
positiva y anticuerpos IgM anti-VHA positivos, bili-
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rrubina con valores 20 veces mayores a los de refe-
rencia y aminotransferasas 40 veces por encima del
rango normal. Dado que el diagnéstico se considerd
en la fase temprana de la infeccion viral, los niveles
de IgG no fueron significativos; sin embargo, aunque
la hemolisis fue mediada por IgM no se descart6 la
participacion de IgG GV, En pacientes con hepatitis
A, la hemolisis se ha observado cuando hay déficit
concomitante de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH). Esta enzima pertenece a la unica via que
genera una forma reducida de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), que puede reducir al
glutation oxidado y proteger a las células del dafio
oxidativo. Sin embargo, Ozbay y cols. ¢” observaron
hemolisis en el 87% de pacientes con deficiencia de
G6PDH vy en el 23% de pacientes con hepatitis viral
sin deficiencia de la enzima; un hallazgo que sugie-
re que hay casos de hepatitis que pueden cursar con
AHAI cuando hay alteraciones en el metabolismo del
glutation.

El parvovirus humano B19 (HPV B19) es el agente
etiologico del eritema infeccioso. En pacientes con
procesos hemoliticos cronicos, el HPV B19 causa
crisis aplasicas transitorias y los individuos inmu-
nocomprometidos con viremia persistente de HPV
B19 pueden desarrollar aplasia pura de la serie roja.
El receptor celular del virus es el Ag de grupo san-
guineo P; esto explica el tropismo viral por los pre-
cursores eritroides y la reactividad cruzada de los
autoanticuerpos implicados en la AHAI ©®®. Los
autoanticuerpos implicados en la respuesta contra
HPV B19 pueden a su vez reaccionar contra los eri-
trocitos y las plaquetas, especialmente en pacientes
con Sindrome de Evans ©¢¥.

Conclusiones

La AHALI es una condicion clinica caracterizada por
hemolisis mediada por autoanticuerpos y acompa-
fia patologias hematologicas, autoinmunes e infec-
ciosas. Los mecanismos implicados en la genera-
cion de autoanticuerpos incluyen la alteracion del
delicado equilibrio entre las sefiales activadoras e
inhibidoras que regulan a los LB y su longevidad,
asi como el procesamiento de Ags. La naturaleza de
los autoanticuerpos y su rango térmico de reaccion
permiten clasificar la AHAI. La PAD monoespecifi-
ca identifica la naturaleza de los inmunocomplejos
presentes en la membrana de los eritrocitos sensibi-
lizados y en conjunto con otros analisis de laborato-
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rio es necesaria para brindar informacion al médico
especialista para el tratamiento y prondstico de los
pacientes afectados.
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Abstract

Myeloid sarcoma (MS) is a hematology malignance
characterized for an extramedullary proliferation of
myeloid blasts in different maturation status. It is a
very rare pathology, with an incidence of 2 cases per
million. The most committed sites are skin and soft
parts, lymphatic nodes, breast and gastrointestinal
tract.

The main pathologies that represent a challenge at
the time of diagnosis are diffuse large B cell lym-
phoma, Burkitt or lymphoblastic lymphoma, solid
tumors like Ewin sarcoma, thymoma or oat cell, be-
cause they can present morphological similarities in
microscopical analyses.

Its identification represents a challenge, since there
is a high incidence of erroneous diagnoses.

The objective of this case presentation is to consider
MS as a differential diagnosis in patients with medi-
astinal mass, since its early identification and timely
treatment are translated into better results.

Fecha recepcion: 2/7/2020
Fecha aprobacion: 7/7/2020
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Introduccion

El sarcoma mieloide (SM), también conocido como
sarcoma granulocitico o cloroma, es una patologia
oncohematolodgica caracterizada por presentar proli-
feracion extramedular de blastos de tipo mieloide en
distintos estadios madurativos". Puede presentarse
en una unica o en multiples localizaciones, ser pri-
mario (sin compromiso de médula 6sea -de novo-),
simultaneo a una leucemia mieloide aguda (LMA),
sindrome mielodisplasico (SMD) o neoplasia mie-
loproliferativa (NMP) (de novo relacionada a pato-
logia mieloide) o presentarse como recaida de una
LMA, SMD o NMPs (SM secundario)®.

El SM de novo es una entidad muy rara, con una in-
cidencia de 2 casos por millon en poblacion adulta,
con leve aumento de la misma cuando se encuentra
relacionada a enfermedad sistémica (SM de novo
relacionada a patologia mieloide o SM secundario).
Los sitios mas frecuentemente comprometidos son
piel y partes blandas, ganglios linfaticos, mama y
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tracto digestivo®.

Las principales patologias que representan un de-
safio diagnodstico son: linfoma difuso de células
grandes B, linfoma de Burkitt o linfoma linfoblasti-
co, tumores sélidos como sarcoma de Ewing, timo-
ma u oat cell, debido a similitudes morfologicas que
pueden presentar en la microscopia optica®*.

Su identificacion representa un reto, ya que existe
alta incidencia de diagnosticos erroneos.

El objetivo de esta presentacion de casos es tener en
cuenta al SM como diagnoéstico diferencial en paci-
entes con masa mediastinal, ya que su identificacion
precoz y el tratamiento oportuno se traducen en me-
jores resultados.

Caso clinico 1

Paciente masculino de 26 afios de edad, sin anteced-
entes médicos de relevancia. Asistido en la guardia
médica de nuestra institucion en julio de 2018 por
descompensacion hemodinadmica asociada a activ-
idad eléctrica sin pulso evidenciado por monitoreo
cardiaco. Luego de realizarse maniobras de reani-
macion se realizd tomografia computada de torax
sin contraste que evidencié derrame pericardico de
43 mm de espesor, asociado a una tumoracion medi-
astinal con desviacion de la via aérea hacia la dere-
cha y derrame pleural leve a predominio derecho.
Progres6 con taponamiento cardiaco, por lo que re-
quiri6 pericardiocentesis evacuadora de 1000 ml de
tipo hematico, con mejoria clinica. Al examen fisico
no se evidenciaban visceromegalias ni adenopatias
palpables. En su laboratorio de ingreso presentaba
como dato positivo anemia leve normocitica nor-
mocrémica (Hto: 30%, Hb: 10 g/dL, VCM: 81 fL,
CHCM: 34 g/dL), coagulograma alterado que cor-
regia con plasma normal y LDH discretamente au-
mentada (296 UI/L, VN <250 UI/L). Posteriormente
se realizd tomografia de cuello, térax, abdomen y
pelvis con contraste endovenoso, confirmandose la
presencia de una tumoracion heterogénea en medi-
astino anterosuperior, asociada a trombosis yugular
izquierda. Se realiz6 punciéon biopsia de médula
6sea: normocelular, con leve hiperplasia eritroide,
sin evidencia de blastos. Asimismo se realizd in-
munofenotipo de liquido pericardico, que presento
elementos inmaduros de la serie mieloide, CD34+,
CD45+, HLA-DR+, CD117+, CD13+, CD33+,
CD38+, MPO leve. Con estos datos se arribo al di-
agnostico presuntivo de sarcoma mieloide. Inmedi-
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atamente el paciente evolucion6 con progresion de
insuficiencia respiratoria secundaria a progresion
de derrame pleural de leve a moderado, con requer-
imiento de intubacion orotraqueal/asistencia respir-
atoria mecanica (IOT/ARM) por 24 hs, y colocacion
de tubo de avenamiento pleural. En el mismo acto
quirtrgico se realizo biopsia de la masa mediastinal,
confirmandose el diagnostico de sarcoma mieloide.
Frente a este cuadro, y considerando la gravedad del
mismo, se inicid tratamiento quimioterdpico con es-
quema 7/3 (citarabina e idarrubicina), junto con la
realizacion de radioterapia local de urgencia a una
dosis total de 1200 cGy. Concomitantemente recibio
tratamiento corticoideo a dosis altas debido a la rap-
ida evolucion clinica y al inicio de terapia radiante.
Luego de lograda la estabilidad clinica, el paciente
paso a sala general y se realiz6 puncion lumbar, cuyo
estudio por citometria de flujo descarté compromi-
so de sistema nervioso central. Simultaneamente se
realiz6 profilaxis intratecal con metotrexato, citara-
bina y dexametasona. Se realiz6 el estudio de HLA
tanto del paciente como de su tinico hermano, que
evidencio una compatibilidad de 6/12.

El estudio citogenético de médula 6sea no mostrod
anormalidades y el estudio de mutaciones en el te-
jido mediastinal [t(8;21), inv16, NPM] no presento
alteraciones.

Durante el ciclo de induccién presentd neutropenia
(NTP) febril con foco en piel y partes blandas y en-
dovascular, por lo que realiz6 tratamiento con an-
tibioticos de amplio espectro con buena evolucion.

En un episodio posterior de NTP febril a foco respi-
ratorio se obtuvo positividad en galactomananos de
lavado bronquioalveolar, sugestivo de aspergilosis
pulmonar, por lo que requiri6 tratamiento antifiin-
gico con anfotericina, rotandose posteriormente a
voriconazol, que contintia en la actualidad.

Luego de la recuperaciéon hematoldgica se otorgd
el egreso hospitalario, en plan de inicio de primera
consolidacion, teniendo como objetivo terapéutico
la realizacion del trasplante de progenitores hema-
topoyéticos.

Caso clinico 2

Paciente de 41 anos de edad que es admitido en la
guardia de nuestra institucién en mayo de 2018 por
sincope vaso-vagal asociado a edema en esclavina.
Al examen fisico no se evidenciaban adenomegalias
ni visceromegalias. No referia sintomas B.
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Se realizé tomografia computada donde se observo
formacion voluminosa en mediastino anterior y dos
lesiones ocupantes de espacio cerebrales ubicadas
a nivel fronto-temporal derecho y occipital izquier-
do, con realce a la sustancia de contraste, sin edema
periférico ni desviacion de la linea media. Present-
aba, ademas, leucocitosis neutrofilica (leucocitos:
14810/mm?) sin evidencia de elementos inmaduros,
LDH: 1371 UI/L y serologias virales negativas.
Fue ingresado a Unidad de Cuidados Intensivos con
requerimiento de oxigeno suplementario, sin signos
de foco motor, sensitivo ni meningeo, iniciandose
corticoterapia.

Se realizé fibrobroncoscopia y mediastinoscopia
con toma de muestra de masa mediastinal para estu-
dio anatomopatologico. Por evolucionar con mayor
insuficiencia respiratoria, con requerimiento de ven-
tilacion no invasiva, se inici6 radioterapia local de
urgencia.

Se recibe resultado de anatomia patologica que in-
forma sarcoma mieloide, en biopsia de medula 6sea
e inmunofenotipo de LCR no se evidencia compro-
miso por la enfermedad.

Se inicio6 protocolo 7/3 (mitoxantrona + citarabina),
junto con la administracion de terapia intratecal. Se
program¢ terapia radiante de las lesiones encefali-
cas que debio ser suspendida ya que el paciente evo-
lucion6 desfavorablemente con deterioro del senso-
rio y progresion de insuficiencia respiratoria, con
requerimiento de [OT/ARM vy drogas inotropicas.
Se constatd en tomografia de cerebro hemorragia
intraparenquimatosa fronto-temporal con volcado
ventricular, falleciendo al cabo de 24 hs.

Discusion

Dentro del algoritmo diagndstico de una masa me-
diastinal debemos incluir al SM.

El desafio se plantea dado el acceso dificil a la toma
de muestra para el estudio anatomopatologico, te-
niendo en cuenta que es el inico método para arrib-
ar a un diagnostico certero.

Dada las similitudes morfologicas que pueden pre-
sentar los distintos diagnosticos diferenciales a la
microscopia Optica, resulta fundamental la imple-
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mentacion de un panel de inmunohistoquimica ade-
cuado.

Es preciso destacar que en los SM de novo tanto
las localizaciones multiples como el compromiso
ganglionar y de SNC constituyen factores de mal
prondstico adicionales.

Sin embargo no esta definido atin qué tipo de exam-
en complementario por imagenes es el mas adecua-
do para la estadificacion.

En aquellos casos de diagnoéstico inicial equivoco,
situacion frecuente en pacientes con estas carac-
teristicas, la leucemizacion de la enfermedad per-
mite el diagnostico retrospectivo de SM.

Las principales estrategias terapéuticas involucran
el uso de quimioterapia sistémica con protocolos
utilizados en LMA asociada a radioterapia/trata-
miento quirargico local.

El inicio precoz de estas maniobras logra mayores
tasas de remision completa en primera linea®, lo
cual ofrece mayor sobrevida libre de eventos y so-
brevida global.

El objetivo ultimo es acceder al trasplante alogénico
de médula 6sea, con mejores resultados estadistica-
mente significativos en comparacion con los pacien-
tes no trasplantados®.

De todos modos, no se encuentran estandarizados
al momento métodos sensibles ni especificos para
determinar respuesta al tratamiento instaurado.

Conclusion

Dada la baja incidencia de esta patologia, asocia-
da a su alta morbimortalidad y la tasa importante
de errores diagnosticos, resulta relevante tenerla en
cuenta como diagnostico diferencial de una masa
mediastinal, para asi lograr un inicio rapido de la
terapéutica de primera linea y poder acceder, con la
mayor celeridad y con fines curativos, a un trasplan-
te alogénico de progenitores hematopoyéticos.

De todos modos se precisa aun de estudios prospec-
tivos randomizados o metanalisis (con el fin de au-
mentar la muestra) que nos permitan alcanzar una
mejor terapéutica dirigida y optimizar los métodos
de estadificacion y seguimiento, para poder otorgar
a este tipo de pacientes una mayor sobrevida global.
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Caso clinico

Paciente de sexo femenino de 21 afios de edad que
consultd por cefalea y gingivorragia. Al examen fi-
sico presentaba hematomas, sin signos de foco mo-
tor, sensitivo ni meningeos.

Fecha recepcion: 22/4/2020
Fecha aprobacion: 7/7/2020

CASO CLINICO
about a case

HEMATOLOGIA
Volumen 24 n° 2: 69-72
Mayo - Agosto 2020

Keywords: acute promyelocytic leukemia,
central nervous system,
lumbar puncture.

Laboratorio: Hto: 25%, Hb: 9.2 g/dL, leucocitos:
90360/mm? (70% promielocitos), plaquetas: 27000/
mm3, TP: 45%, APTT: 34.4 seg, fibrinégeno: 147
mg/dL.

Imagen 1. Frotis de sangre periférica
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CASO CLINICO

Se realiz6 un aspirado de médula 6sea, arribando al diagnostico de leucemia mieloide aguda FAB M3.

Imagen 2. Extendido de médula 6sea

Citometria de flujo (CMF) de médula 6sea: 87%
de blastos mieloides: CD45+, CD34-, HLA-DR-,
CYMPO+, CD117-/+, CD13++,CD33++, CD56-,
CD2-.
Citogenético de médula osea:

46, XX, T(15;17)(Q22;Q12)[4)/

46, XX,DER(17)T(15;17)(Q22;Q12)
T(8;17)(Q3 P13)[21)/

46,XX[3].
RT-PCR de PML/RARA t(15,17)(q22,q12): positi-

vo - isoforma BCR-2.

Se inici6 tratamiento con tretinoina (ATRA), hi-
droxiurea y corticoides.

Simultaneamente se realiz6 RNM de cerebro donde
se evidencio tejido isointenso que infiltra la base de
craneo en el hueso esfenoidal, infiltracion del nervio
trigémino izquierdo en su porcion cavernosa y cis-
ternal. En el mismo estudio pudo observarse en la
convexidad parietal derecha y en la region occipital
medial tejido de caracteristicas similares que des-

Imagen 3. Corte axial: T1 con contraste endovenoso
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Imagen 4. Corte coronal: T2 con contraste endovenoso

plazaba ventralmente al seno sagital superior.

El fondo de ojo reflejo6 hemorragias retinianas su-
perficiales.

Por sospecha de infiltracion de enfermedad de base
y una vez resuelta la coagulopatia se realizé puncion
lumbar. La CMF de liquido cefalorraquideo (LCR)
evidencio 50% de blastos mieloides.

Se asumi6 como LMA M3 de alto riesgo, con com-
promiso de sistema nervioso central (SNC).
Recibié esquema de induccion protocolo PETHE-
MA con triple terapia intratecal (total de 7) con cese
de los sintomas y negativizacion del LCR. Se re-
pitieron estudios por imagenes con mejoria de las
lesiones anteriores.

Actualmente, la paciente se encuentra realizando
fase de mantenimiento con buena respuesta a la qui-
mioterapia.

Discusion

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un sub-
tipo de leucemia mieloide aguda (LMA), clasificada
por la FAB como LMA M3 y M3v microgranular, y
segtin la OMS dentro del grupo de LMA con altera-
ciones genéticas recurrentes.

Se caracteriza por la translocacion (15;17) gene-
rando el gen de fusion PML-RAR alfa, siendo su
forma de presentacion hiperaguda con coagulopatia
severa.

La infiltracion extramedular en LPA puede ocurrir

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 69-72, 2020

en la recaida de la enfermedad, siendo esto extrema-
damente raro al momento del diagnostico, determi-
nando asi un pronéstico desfavorable.

La piel y el sistema nervioso central resultan ser
los sitios mas afectados. Dentro de los factores de
riesgo asociados a la infiltracion extramedular se
encuentran: la edad menor a 45 afios, hiperleucoci-
tosis (leucocitos >10000/mm?), morfologia micro-
granular, isoforma bcr3 PML-RAR, expresion de
CD2 y/o CD56.

El estudio PETHEMA identificd la hemorragia del
SNC durante la inducciéon como un factor de riesgo
independiente para la recaida del SNC®,

La puncion lumbar no estd recomendada de forma
rutinaria en estos pacientes. Sin embargo, ante la
presencia de sintomas neurologicos, se requiere de
dicho procedimiento tanto para el diagnostico como
el tratamiento®.

Chow et al. recomiendan la punciéon lumbar en el
momento del diagndstico de LPA, inmediatamen-
te después de la resolucion de la coagulopatia para
diagnosticar la afectacion del SNC®.

El tratamiento del compromiso del SNC incluye te-
rapia local como ser quimioterapia intratecal (citara-
bina, metotrexato e hidrocortisona) ¢ irradiacion del
SNC, y terapia sistémica (ATRA y quimioterapia)®.
Diversos autores describen que el acido trioxido de
arsénico (ATO) cruza la barrera hematoencefalica
logrando controlar la enfermedad en pacientes con
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recaida del SNC. Sin embargo, otros han sugerido
que el ATO no alcanzaria las concentraciones tera-
péuticas adecuadas en el LCR®7.

Conclusion

Se describe una paciente con diagnostico de LPA 'y
compromiso del SNC, una forma de presentacion
poco habitual con escasos reportes en la literatura.

CASO CLINICO

La recaida extramedular puede presentarse en el
SNC. De los factores de riesgos asociados la pacien-
te presentd Unicamente hiperleucocitosis.

Aun no existe una conducta clara con respecto a es-
tos pacientes en los que, ante la presencia de sinto-
mas neurologicos y una vez superada la coagulopa-
tia, se recomienda la realizacion de puncién lumbar
para diagnostico y tratamiento.

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

References

1. Albano F, Specchia G. Extramedullary Disease in
Acute Promyelocytic Leukemia: Two-In-One Disease.
Mediterr J] Hematol Infect Dis. 2011;3(1):¢2011066.

2. Misuk J, Hyun S C, Seongsoo J, Chan JP and col.
Acute Promyelocytic Leukemia Presenting with Cen-
tral Nervous System Involveme. Korean J Lab Med.
2011. 31(1):9.

3. Chow J, Feusner J. Isolated central nervous system
recurrence of acute promyelocytic leukemia in chil-
dren. Pediatr Blood Cancer. 2009 Jan;52(1):11-3.

4. Collins C, Knoderer H. Central Nervous System
Involvement at the Time of Presentation in Acute
Promyelocytic Leukemia. Pediatr Blood Cancer.
2010;54:603-605

5. Kanakura Y , Yonezawa T , Hamaguchi Y and col.
Acute promyelocytic leukemia with an intracere-
bral mass and meningeal involvement after treat-
ment of non-Hodgkin's lymphoma. Cancer. 1987 Jan
1;59(1):94-8.

6. Helwig A, Klemmb M, Schuttig R, Rollig C and col.
Arsenic-induced APL differentiation in cerebrospinal
fluid. Leuk Res. 2007 May;31(5):703-5.

7. Knipp S, Gattermann N, Schapira M and col,. Arse-
nic in the cerebrospinal fluid of a patient receiving
arsenic trioxide for relapsed acute promyelocytic
leukemia with CNS involvement. Leuk Res. 2007
Nov;31(11):1585-7.

Atribucion — 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.

72

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 69-72, 2020



Uso de plasma de convaleciente
en el tratamiento de paciente con neumonia
por COVID-19. Reporte de caso.

Use of convalescent plasma in the treatment of patient with
pneumonia due to COVID-19. Case report

Avila Rueda J', Rabinovich O!, Young P? Trimarchi H?,
Montes A?, Jordan R*, Martinez J*, Finn B?, Murias G°, Ceresetto J!, Dubos-
cq C', Ernst G°, Acosta J', Cimillo F!, Alvarado G', Sernaque C', Flegler N',

REPORTES DE CASOS,
RESOLUCION
DE PROBLEMAS
CLINICOS

Oliveros K, Rivarola S', Stemmelin G'.

! Servicio de Hematologia, Hospital Britdanico de Buenos Aires

2 Servicio de Clinica Médica, Hospital Britdnico de Buenos Aires

? Servicio de Nefrologia, Hospital Britdnico de Buenos Aires

* Servicio de Infectologia, Hospital Britanico de Buenos Aires

5 Servicio de Terapia Intensiva, Hospital Britdnico de Buenos Aires
¢ Comité Asesor Cientifico, Hospital Britdnico de Buenos Aires

Palabras claves: COVID-19,
neumonia,
plasma,
convaleciente,
caso clinico.

Resumen

El1 SARS-CoV-2, conocido como COVID-19, es un
virus perteneciente a la familia de los coronavirus,
cuya caracteristica es el desarrollo de enfermedades
respiratorias, principalmente neumonia, con alto
riesgo de progresion a sindrome de dificultad res-
piratoria aguda, la cual a su vez se relaciona con
altos indices de morbi-mortalidad que varian segun
cada caso. Si bien no se dispone de un esquema de
manejo especifico, el uso de plasma de convalecien-
tes se ha propuesto como una alternativa terapéutica
por lo que en la actualidad se realizan estudios para
evaluar su efectividad, aunque hay reportes prelimi-
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nares de trabajos publicados con resultados alenta-
dores en funcion del bajo riesgo frente a los bene-
ficios potenciales de esta terapéutica. Presentamos
la experiencia respecto al uso de plasma de conva-
leciente en un paciente de 24 afios, con diagnostico
de neumonia por COVID-19 en nuestra institucion.

Summary

Sars-Cov-2, known as COVID-19, is a virus be-
longing to coronavirus family, whose characteristic
is the development of respiratory diseases, main-
ly pneumonia, with a high risk of progression to
acute respiratory distress syndrome, which in turn
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is related to high morbidity and mortality rates that
vary from case to case. Although a specific manage-
ment scheme is not available, the use of convales-
cent plasma has been proposed as a therapeutic al-
ternative, so studies are currently being carried out
to evaluate its efficacy, although there are prelimi-
nary reports of published studies with encouraging
results with low risk and possible benefits of this
therapy. We present our case experience regarding
the use of convalescent plasma in a 24 years old pa-
tient diagnosed with COVID-19 pneumonia at our
institution.

Introduccion

La enfermedad por coronavirus tiene como carac-
teristica principal el desarrollo de sintomas respira-
torios que van desde el resfriado comtin, con posi-
bilidad de progresar a cuadros mas graves como el
sindrome respiratorio agudo (SARS)". Desde los
primeros reportes generados en la ciudad de Wuhan
en diciembre de 2019 a la fecha de edicion de este
articulo se han confirmado 11.093.182 casos, siendo
122.524 de ellos identificados en la Republica Argen-
tina®. A pesar de que en la actualidad no se dispone
de un tratamiento especifico, el uso de plasma de con-
valecientes es una alternativa terapéutica que ha to-
mado fuerza durante el ultimo periodo en funcién de
los resultados positivos obtenidos durante su uso en
pacientes afectados por MERS, influenza HIN1 y, en
el contexto local, la fiebre hemorragica argentina®>.

Presentacion del caso

Paciente masculino de 24 afios con antecedente de
insuficiencia renal cronica estadio V secundaria a
nefropatia por IgA diagnosticada en marzo de 2014
con requerimiento de trasplante renal con donan-
te vivo relacionado (madre) en septiembre de ese
mismo afio. Posteriormente, en julio de 2015, inter-
currié con insuficiencia renal cronica reagudizada
asociado a tricitopenia y microangiopatia tromboti-
ca que se interpretaron como sindrome urémico he-
molitico (SUH) atipico luego de realizar estudios de
confirmacion diagnoéstica, por lo que requiri6 plas-
maféresis y terapia con eculizumab, con estabiliza-
cion del cuadro. Desde entonces recibe tratamien-
to inmunosupresor con micofenolato y belatacept
mensual mas infusioén de eculizumab cada 15 dias.
Asi mismo recibe tratamiento antihipertensivo con
enalapril y bisoprolol.
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Ingreso el 20 de junio de 2020 por cuadro de 72 ho-
ras de evolucidn consistente en anosmia, a la cual se
asocio fiebre 24 horas previas a la consulta, y cefa-
lea frontal de intensidad 6/10 en escala de dolor. Al
examen fisico se encontré hemodindmicamente nor-
mal, sin disnea (con una PaO2/FiO2: 400 mmHg) y
como unico hallazgo la presencia de crepitantes fi-
nos en ambos campos pulmonares a la auscultacion.
Se le practicaron estudios de laboratorio (hemogra-
ma, coagulograma, hepatograma) reportados como
normales a excepcion de la creatinina y urea séricas
que se informaron como: 3.54 mg/dl y 128 mg/dl
respectivamente. Se realizo ademas una tomografia
computada (TC) de térax donde se evidencié multi-
ples consolidaciones del parénquima pulmonar con
broncograma aéreo y areas en vidrio esmerilado dis-
tribuidas de forma difusa en ambos pulmones con
mayor representacion en lobulos inferiores. Se de-
cidi6 su internacion para estudio y manejo y se soli-
cito PCR en tiempo real para COVID-19 la cual fue
positiva. Inici6 tratamiento con cefepime y claritro-
micina teniendo en cuenta contexto y antecedentes
del paciente; asi mismo se solicitaron laboratorios
complementarios (dimero D, LDH, ferritina, PCR)
considerados dentro del protocolo de estudios para
neumonia por COVID-19 institucional.

Desde su ingreso estuvo estable, hasta el 5to dia
que intercurrié con fiebre persistente, episodios de
disnea asociado a desaturacion (SatO2: 93% 0.21
y PaFi: 319) a aire ambiente: indicAndose oxigeno
por canula a 3 litros/minuto asi como la realizacion
de una segunda TC de térax que informd mayor re-
presentacion del nimero y del tamafio de las con-
solidaciones del parénquima pulmonar, asi como
de las areas en vidrio esmerilado, comprometiendo
en mayor grado el 16bulo medio y ambas bases pul-
monares. También se evidencio en el laboratorio in-
cremento importante del dimero D, ferritina, PCR y
procalcitonina (ver Tabla 1 A). Dado la progresion
clinica e imagenologica de la neumonia se realizo
una reunion multidisciplinaria con los servicios
tratantes y el Comité de Bioética Institucional don-
de se analizaron experiencias publicadas hasta ese
momento y la evidencia disponible de no dafio. Se
acordd su uso compasivo previa explicacion y firma
de consentimiento informado, administrando el 28
de junio de 2020, 200 ml de plasma de convalecien-
te obtenido de donante sin antecedentes transfusio-
nales mediante aféresis realizada el 8 de Junio de
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Tabla 1 A.
Fecha 20/06/20 23/06/20 | 27/06/20 | 28/06/20
Hematocrito (%) 35 30 31 29
Hemoglobina 11,4 9,9 10 9,6
Leucocitos /mm? 4500 10000 7200 3700
Neutréfilos /mm3 3200 8200 2300
Linfocitos /mm3 600 500 800
Plaquetas /mm3 141000 132000 121000 117000
Urea 128 106 78 70
Creatinina 35 3,06 2,79 2,75
GOT 16 23 24 19
GPT 10 23 30 26
Bilirrubina total 0,4 0,3 0,3 0,4
LDH 226 323 305
Ferritina 2389 2223 2111
TP 100 76 100
APTTt 29 39 29
Fibrin6geno 411
Dimero D 292
Procalcitonina 0,26
PCR 3 7,3
Acido lictico 19,8
Ph arterial 7,34 7,49
PO2 arterial 105 454
P CO2 arterial 30,4 27
HCO23 arterial 16,2 19,9
PaFi 400 400 400 319
SOFA 3 2 2 3
Vasoactivos NO NO NO NO
IOT/ARM NO NO NO NO
Temperatura max °C 38 38 38 39
Infusion de plasma ¢ 200 mL*

*Cantidad de plasma de convaleciente infundida el 28 de Junio de 2020

2020 en nuestra institucion, con titulo de IgG para
SARS-COV-2 de 16.6 (cut off index) obtenido por
quimioluminiscencia.

Pasadas 6 horas post infusion intercurrié con progre-
sion de su disnea, mayor desaturacion, disminucién
de la PaFi (254 mm Hg) y fiebre, interpretandose
como probable dafio pulmonar agudo relacionado a
transfusion (TRALI: transfusion-related acute lung
injury), se administrd oxigenoterapia por mascara
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con reservorio y se decidio su trasladado a la unidad
de terapia intensiva (UTI). Luego de 24 horas post
infusion del plasma se torna afebril, presenté6 mejo-
ria de la disnea con aumento progresivo de la PaFi,
mejoria radioldgica, sin requerimiento de oxigeno
a las 48 horas de estancia en UTI. Presentd ademas
mejoria de los parametros de laboratorio (ver Tabla
IB), y por todo ello egres6 de UTI a sala general,
donde continio evolucionando favorablemente
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Tabla 1B.
Fecha 28/06/20 | 29/06/20 | 02/07/20 | 06/07/20 | 09/07/20 | 12/07/20 | 13/07/20
Hematocrito (%) 29 34 32 36 43 40 38
Hemoglobina 9,6 10,8 10,9 11,5 13,1 12,9 12,3
Leucocitos /mm? 3700 14200 17400 14100 10000 7900 6900
Neutréfilos /mm3 2300 12700 1500 10300 7400 4800 3600
Linfocitos /mm3 800 200 600 2000 1900 2000 2200
Plaquetas /mm3 117000 | 130000 | 174000 [ 206000 | 216000 | 177000 153000
Urea 70 85 124 134 139 139 133
Creatinina 2,75 2,8 2,48 2,67 2,82 3,25 3
GOT 19 22 18 16 29
GPT 26 22 39 42 104
Bilirrubina total 0,4 0,3 0,3 0,3 0,6
LDH 305 513 406
Ferritina 2111 2535 2287
TP 100 78 77 83 100
APTT 29 36 30 30 24
Fibrin6geno 494 300 227
Dimero D 10586 1054 454
Procalcitonina 15,5 4,1
PCR 7,3 6,1 1,3
Acido lictico 19,8 14,7
Ph arterial 7,49 7,42
PO2 arterial 454 89
P CO2 arterial 27 34,8
HCO3 arterial 19,9 22
PaFi 319 254 430 410 410 410 410
SOFA 3 4 2 2 2 3 2
Vasoactivos NO NO NO NO NO NO NO
IOT/ARM NO NO NO NO NO NO NO
Temperatura max °C 39 38 36,5 36,5 36,5 36,5 36,5
Infusion de plasma ¢ | 200 ML*

*Cantidad de plasma de convaleciente infundida el 28 de Junio de 2020

manteniendo controles de saturacion de oxigeno en-
tre 97 y 98% al 0.21%, asi como resolucion total de
su disnea y ausencia de fiebre. Tras completar 10
dias totales de tratamiento antibiotico, se realiz6 una
nueva TC de torax que evidencio marcada disminu-
cion de las consolidaciones pulmonares bilaterales,
asi como mejoria de las opacidades en vidrio esme-
rilado. El dia 13 de julio, egreso, luego de mantener-
se asintomatico durante 4 dias.
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Discusion

El género beta coronavirus de la familia coronavi-
ridae se encuentra compuesta por seis especies de
virus capaces de generar infeccion en humanos, de
éstos el SARS-CoV y MERS-CoV fueron causantes
de brotes epidémicos de sindrome respiratorio agu-
do con elevada morbi-mortalidad en 2002 en China
y en 2012 en Arabia Saudita.

A fines de diciembre de 2019 se reportaron 29 ca-
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sos de neumonia atipica en pacientes relacionados
al mercado de mariscos, pescados y animales vivos
de Wuhan. Tan s6lo doce dias después se revelo al
mundo la secuencia completa del genoma de un
nuevo coronavirus, denominado SARS-COV-2 y se
denomind a la enfermedad causada COVID-19. La
transmision de la infeccion se da por gotas respira-
torias y contacto con superficies contaminadas, don-
de la viabilidad del virus se puede extender hasta
por 72 horas®.

El coronavirus ingresa a las células humanas me-
diante el receptor ACE2 generando posteriormente
destruccion local endotelial local, ademas de pérdi-
da del control regulatorio en la secrecion de citoqui-
nas proinflamatorias tanto a nivel pulmonar como
sistémico, fendmeno conocido como tormenta de
citoquinas”®. Al analizar una serie de autopsias
efectuadas a pacientes fallecidos por COVID-19 se
encontraron principalmente con tres hallazgos: dafio
endotelial severo con disrupciéon de membranas,
microangiopatia trombotica capilar pulmonar y neo
angiogénesis®.

El periodo de incubacién promedia los 5 dias, aun-
que puede durar entre 2 y 14 dias. E1 97.5% de los
pacientes sintomaticos iniciaran dichos sintomas
dentro de los 11 dias del contacto!?. El espectro de
manifestaciones clinicas es amplio, el 80% de los
pacientes presentan cuadros leves, el 15% cuadros
graves y 5% son casos criticos con necesidad de
ingreso a terapia intensiva y asistencia respiratoria
mecanica. Los factores de riesgo relacionados con
la evolucion a formas graves de la enfermedad son:
hipertension arterial, enfermedad cardiovascular,
diabetes, inmunocompromiso, enfermedad respira-
toria cronica e insuficiencia renal cronica.

En una serie publicada en enero de 2020 acerca de
las caracteristicas clinicas de los pacientes inter-
nados con COVID-19 se observaron las siguientes
manifestaciones clinicas en orden de frecuencia:
fiebre (98%), tos (76%), disnea (55%), mialgias
(44%), cefalea (38%) y tos productiva (28%)".
Posteriormente se agregaron la anosmia y la dis-
geusia como sintomas relacionados a COVID-19.
La tasa de mortalidad global publicada en distintas
series oscila entre 0.5% y 4%. Por el momento los
tratamientos evaluados no han demostrado benefi-
cio significativo en términos de mortalidad, como
en el caso de la hidroxicloroquina y el lopinavir
asociado a ritonavir'?. El tratamiento con remdesi-
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vir requiere una mencion especial, dado que en un
ensayo aleatorizado y controlado con placebo, si
bien no pudo demostrar diferencia estadisticamente
significativa en disminucién de mortalidad, si logré
mostrar una diferencia modesta en tiempo hasta la
mejoria clinica™.

Respecto al tratamiento inmunomodulador, el es-
tudio RECOVERY que evalu6 el tratamiento con
dexametasona 6 mg contra tratamiento estandar de-
mostrd disminucion de la mortalidad en pacientes
con necesidad de oxigeno suplementario o asisten-
cia respiratoria mecanica"®. En este contexto de es-
casas herramientas para el tratamiento especifico de
la enfermedad por COVID-19 es que se encuentra
en el plasma de convaleciente una alternativa tera-
péutica prometedora, sobre todo por su evidencia en
el uso de otras enfermedades virales por coronavi-
rus como el MERS-CoV vy, en nuestro pais, para el
tratamiento de la fiebre hemorragica argentina®.
Hasta el momento de esta publicacion se han publi-
cado multiples experiencias observacionales con el
uso de plasma de convalecientes para el tratamiento
de pacientes con COVID-19 severo o potencialmen-
te fatal con resultados alentadores™'?.

La ausencia de estudios controlados que sustenten
la efectividad del uso de plasma de convalecientes
para tratamiento de la enfermedad por SARS-CoV-2
determina que no pueda ser una recomendacion
fuerte para el tratamiento de pacientes con cuadros
moderados a severos™®!'¥. La principal limitante es
que el resultado de los estudios aleatorizados que se
estan realizando en todo el mundo probablemente
sean publicados luego de un periodo prolongado de
emergencia sanitaria.

Esta preocupacion es comiin a todos los paises del
mundo y, en este contexto, Estados Unidos apro-
b6 el programa de acceso expandido de plasma de
convaleciente con enfermedad por SARS-CoV-2
liderado por la Clinica Mayo con el fin de asegu-
rar disponibilidad para el tratamiento en pacientes
con enfermedad moderada, severa o potencialmente
mortal'®. Los primeros resultados de seguridad so-
bre 5000 pacientes fueron publicados recientemen-
te con resultados alentadores. Hubo un total de 36
eventos adversos, de los cuales 15 fueron muertes
(s6lo 4 pudieron ser vinculadas a la transfusion),
11 fueron injuria pulmonar aguda relacionada a la
transfusion, 7 fueron sobrecarga de volumen rela-
cionada a la transfusion y 3 reacciones alérgicas
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severas. La mortalidad reportada a los 7 dias en los
pacientes de este estudio fue de 14.7%, el disefio
observacional con ausencia de grupo control y el
seguimiento a 7 dias dificulta la interpretacion de
dichos resultados.

Existe por el momento un unico ensayo clinico alea-
torizado y controlado publicado sobre la efectividad
del uso de plasma de convalecientes en pacientes
con COVID-19 severo o amenazante para la vida'.
El estudio fue realizado en Wuhan, tomando como
desenlace principal el tiempo de mejoria clinica en
un periodo de 28 dias, definido como egreso hospi-
talario o mejoria en dos puntos en una escala ordinal
de severidad de 0 a 6. Su principal limitante fue la
notable reduccion en el tiempo de los casos de CO-
VID-19 en China, por lo que el estudio tuvo que
detenerse tempranamente. Otras limitantes relevan-
tes del estudio fueron el disefio abierto, un tiempo
medio de inicio de sintomas hasta la aleatorizacion
de treinta dias y la disparidad en el uso de esteroides
a favor del grupo tratamiento.
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De todas maneras, se debe tener en cuenta que ese
trabajo mostré beneficio significativo en tiempo a la
mejoria clinica el subgrupo de pacientes con enfer-
medad severa con un HR de 2.15 (IC 1.07 - 4.32)
y en la negativizacion de la PCR en todos los pa-
cientes, llegando incluso a un OR de 11.39 a las 72
horas.

Respecto a nuestro paciente, la decision fue espe-
cialmente compleja por tratarse de un paciente poli
transfundido con mayor riesgo de presentar compli-
caciones relacionadas a la transfusion, pero, al mis-
mo tiempo, alto riesgo de progresion por su estado
de inmunocompromiso. Es dificil saber con certeza
si la mejoria clinica fue secundaria a la transfusion,
aunque la mejoria de los parametros de inflamacion
y del patrén radioldgico sustentan dicha hipotesis.
Presentamos este caso por ser el primero de trans-
fusion de plasma de convaleciente realizada en
nuestro centro y por ser, ademas, en un paciente
politransfundido con alto riesgo de complicaciones
relacionadas al tratamiento.
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Resumen

La enfermedad minima residual (EMR) demostrd
ser un factor pronostico independiente de riesgo de
recaida, permitiendo la adecuacion del tratamien-
to segun grupos de riesgo). Entre junio de 2010 y
mayo de 2019 se evaluaron 137 pacientes (p) pe-
diatricos con diagndstico de novo de leucemia lin-
foblastica aguda (LLA), tratados de acuerdo al pro-
tocolo ALLIC BFM-GATLA 2010, incluyendo la
EMR al dia 15 para estratificar grupos de riesgo. El
punto de corte utilizado para definir EMR al dia 15
positiva fue 0.1 %. La EMR al dia 15> 0.1% (87 p,
63%) se asocid con recaidas, no asi con SLE y SG.
La EMR al dia 33 > 0,05 (20 p) se asocio significa-
tivamente con riesgo, recaida, SG y SLE. La SG a
24 meses de pacientes EMR al dia 33 (-)/al dia 72
(-) fue 88%, EMR al dia 33 (+)/al dia 72 (-) 71% y
EMR al dia 33 (+)/al dia 72 (+) 40% (p=0.001). La
SLE a 24 meses fue 89%, 61% y 40% (p= 0.000)
para los mismos grupos de pacientes. La EMR al
dia 33 > 0.05 fue la Unica variable independiente
asociada a recaida (p= 0,02), hazard risk (HR) 4.1
(IC 95 1.72-10.055), lo que muestra que tener EMR
+ al dia 33 aumenta 4 veces el riesgo de recaida.
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Summary

Minimal residual disease (MRD) has proven to be an
independent predictor for risk of relapse, allowing
the adequacy of treatment according to risk groups.
Between June 2010 and May 2019, 137 patients
were evaluated with diagnosis of acute lymphoblas-
tic leukemia treated using the ALLIC BFM-GATLA
2010 protocol. Evaluation at day 15 was used as in-
dicator to stratify risk groups.

The cut-off used for MRD on day 15 was 0.1%. Al-
though MRD > 0.1% (87 patients, 63%) was asso-
ciated with risk and relapse, neither overall survival
(OS) nor disease-free survival (DFS) has shown a
significance correlation. Moreover, MRD at day 33
> 0.05% (20 patients) was highly associated with
risk, relapse, OS and DFS. OS at month 24 for MRD
day 33 negative/day 72 negative was 88%, MRD at
day 33 positive/at day 72 negative was 71% and
MRD at day 33 positive/at day 72 positive was 40%
(p= 0.001). DFS at month 24 for MRD at day 33
negative/at day 72 negative was 89%, MRD at day
33 positive/at day 72 negative was 61% and MRD
at day 33 positive/at day 72 positive was 40% (p=
0.0001).
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The MRD at day 33 with 0.05% or higher was the
only that shows association with relapse (p 0.02),
hazard risk 4,1 (IC 95 1.72-10.055) which suggests
that MRD day 33 positive increases 4 times the risk
of relapse.

Introduccion

El monitoreo de enfermedad residual minima (EMR)
se ha convertido en un estudio de evaluacion de res-
puesta al tratamiento en los pacientes con leucemia
linfoblastica aguda (LLA) infantil. El diagndstico de
EMR demostré ser un factor prondstico independien-
te, permitiendo la adecuacion del tratamiento segiin
grupos de riesgo', considerandose también como fac-
tor prondstico en la sobrevida libre de eventos (SLE)
y sobrevida global (SG) en nifios con LLA. Evalua
la respuesta al tratamiento y permite estratificar a los
pacientes, adecuando la intensidad del tratamiento y
/ 0 asignar pacientes a terapias complementarias a la
quimioterapia, como el trasplante de células madre
hematopoyéticas en primera remision®®,

Los protocolos contemporaneos incorporan el moni-
toreo de EMR como el principal criterio de estratifi-
cacion para tratamiento adaptado al riesgo. Estudios
recientes han demostrado que el tratamiento perso-
nalizado basado en EMR puede mejorar el resultado
en nifios con LLA7'V, Existe fuerte correlacion en-
tre los niveles de EMR y el riesgo de recaida. Este
concepto incluye la intensificacion del tratamiento
para nifios con niveles mas altos de EMR y dismi-
nucion de la intensidad de tratamiento en nifios con
enfermedad minima residual negativa.

La eleccion de la técnica de deteccion para evalua-
cion de EMR depende del proposito clinico. Se ha
discutido ampliamente que tanto la citometria de
fluyjo como la reacciéon en cadena de polimerasa
cuantitativa en tiempo real tienen requisitos espe-
cificos, ventajas, desventajas y concordancia de los
resultados!>1310),

En muchos protocolos pediatricos de LLA, los dias
8 y 15 de la terapia de induccion son los primeros
puntos de control para probar, in vivo, la sensibi-
lidad individual del clon leucémico del paciente.
La rapida reduccion o eliminacion del clon es al-
tamente predictivo de mejor sobrevida libre de
recal’daS(M, 17,18, 19, 20).

El protocolo actual de la Associazione Italiana
Ematologia Oncologia Pediatrica Berlin-Frank-
furt-Miinster (AIEOP-BFM) ALL 2009 considera
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alto riesgo (AR) a pacientes que tengan factores de
AR, o dia 15 > 10% por citometria de flujo o a la
semana 12 > 0.05% por PCR, o LLA estirpe B al
dia 33 > 0.05% y semana 12 positivo < 0.05% por
PCR®@. El grupo Dutch Children’s Oncology Group
(DCOG) ALL-10 considera AR a pacientes con fac-
tores de alto riesgo a dia 33 > 0.05%; a dia 79 >
0.05% y muy alto riesgo a pacientes que no logran
la remision con mas de 5% al dia 29@V. El Children's
Oncology Group (COG) AALL 08B1 considera AR
a pacientes sin factores desfavorables; a dia 29 >
0.01% o a pacientes que eran riesgo estandar (NCI)
, sin factores desfavorables; a dia 8 > 1%; a dia 29
< 0.01%, o AR (NCI) a dia 29 < 0.01% y muy alto
riesgo a pacientes riesgo estandar o alto con factores
desfavorables a dia 29 > 0.01%@%.

Los pacientes analizados en este trabajo fueron tra-
tados segun el protocolo ALLIC GATLA 2010 y se
estratifican segun el mismo, incluyendo EMR al dia
15 en médula 6sea (MO). El objetivo de este trabajo
es evaluar las caracteristicas hematologicas y demo-
graficas de pacientes pediatricos con LLA ingresa-
dos en este protocolo en la Unidad de Hematologia
del Hospital General de Nifios R. Gutiérrez, SLE y
SG de los mismos incluyendo EMR al dia 15 y de-
terminar asociacion de EMR al dia 33 con variables
hematolégicas y SLE/SG. Evaluar SLE/SG en tres
grupos de pacientes: EMR al dia 33 (-)/ al dia72 (-),
al dia 33 (+)/al dia 72 (-) y al dia 33 (+)/al dia72 (+).

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo en el
periodo comprendido entre junio de 2010 y mayo
de 2019. Ingresaron 165 pacientes con diagnostico
LLA de entre 1 y 18 afios de edad tratados segun
protocolo ALLIC/BFM/GATLA 2010. Se realizo
deteccion de EMR en MO por citometria de flujo de
6 colores (2010/2012) y 8 colores (2013/2019) con
citometro Facscanto II Becton Dickinson utilizando
para LLAB los siguientes paneles:

Tubo 1: CD20FITC/ CD10PE/ CD34PerCPcy5,5/
CD38PEcy7/ CD45APC/ CD19APCH?7.

Tubo 2: CDSSFITC/ CD10PE/ CD34PerCPcy5,5/
CD38PEcy7/ CD45APC/ CD19APCH?7.

Tubo 3: Syto/ CDI123PE/ CD34PerCPcy5,5/
CD38PEcy7/ CD45APC/ CD19APCH?7.

Tubo 1 (8 colores) CD20V450/ CD45V500/ Syto/
CD123CD66¢c/ CD34PerCPcy5,5/ CDI19PEcy/
CD10APC/ CD38APCH?.
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Para LLAT el panel utilizado fue:

Tubo 1: Syto/ CD3PE/ CD45Percp/ CD7APC.
Tubo 2: CD99FITC/ CD7PE/ CDS5PerPcys5,5/
CD56PECy7/ CD45APC.

Tubo 3: CDSFITC/ CD4PE/ CD3PercP/CD45APC.
Tubo 4 :TDTFITC/ CD7PE/ CD3citPercP/ CD-
3supAPC.

Tubo 1 (8 colores) CD3citV450/ CD45V500/ Syto/
CD99PE/ CD5Percpcy5.5/ CD56Pecy7/ CD7APC/
CD3supAPCH?7.

Tubo 2 CD4V450/ CD45V500/ CD2FITC/ CD-
10PE/ CD8Percpcy5.5/ CD56Pecy7/ CD7APC/
CD3supAPCH7

La adquisicion de los datos se realizo con Facs-
Diva6 (programa BD Biosciences). El analisis fue
realizado con el programa INFINICYT 1.6 (Citog-
nos). Se adquirieron entre 300.000 y 1.000.000 de
eventos Syto+. Se consider6 evaluable una muestra
cuando el porcentaje de eritroblastos fue mayor o
igual a 2% y se obtuvieron 30 eventos o mas para la
poblacion patoldgica. El punto de corte para EMR
positiva fue 0.1% o 1x10-3 al dia 15 y mayor o igual
a 0.05% a dias 33 y 72.

Todos los pacientes fueron tratados segun protocolo
ALLIC GATLA 2010, ALLIC BFM 2009, aproba-
do por ANMAT, padres o tutores de los pacientes
firmaron consentimiento informado, previo al ini-
cio del tratamiento, acorde a normativas vigentes.
Segun el protocolo, se considerd riesgo estandar a
pacientes menores de 6 afos, recuento de globulos
blancos al diagnostico menor o igual 20.000/mm?,
sin marcadores citogenéticos ni moleculares de alto
riesgo, buena respuesta a prednisona BRP (menos
de 1.000 blastos en sangre periférica al dia 8 de tra-
tamiento) y EMR en MO al dia 15 < 0.1%. Riesgo
intermedio a pacientes que no son riesgo estandar ni
alto. Riesgo alto a pacientes con mala respuesta a la
prednisona o citogenético con hipodiploidia (< 44
cromosomas) o t(4;11) o MLL/AF4 (+) o pacientes
que al dia 15 de la induccion presenten EMR > 10%
o al dia 33 sin remision completa.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa
SPSS 22.0. El andlisis univariado se realizd con
T-test para variables continuas y con 2 o test de Fi-
sher para variables categoricas. El analisis de sobre-
vida se estimo seglin el método de Kaplan Meier. El
analisis multivariado se realizo por regresion mul-
tiple. Se consider6 estadisticamente significativa a
valores de p <0.05.
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Resultados

Ingresaron 165 pacientes (p), entre 01/06/2010 y
31/05/2019, evaluables 137. Se excluyeron: 8 p
Phi+, 4 p que fallecieron en induccion, 4 p deriva-
dos a otra institucion y 12 p en los que no se puede
evaluar EMR al dia 15. La media de seguimiento fue
53.9 meses (rango: 4.6-110.5 meses), la media de
edad al diagnostico fue de 7 afios (rango: 1.04-15.9
afos). Fueron menores de 6 afios 71 p (51.8%). Sexo
femenino 51 p (37.2%), masculino 86 p (62.8%). El
fenotipo mas frecuente segun clasificacion EGIL II
fue estirpe B (89.8%). Las caracteristicas hematolo-
gicas de los pacientes se detallan en la tabla 1.

Los grupos de riesgo teniendo en cuenta todos los
factores excepto EMR al dia 15 fueron: riesgo es-
tandar 40 p (29.2%), riesgo intermedio 63 p (46%) y
riesgo alto 34 p (28.2%). Este protocolo es el primer
protocolo pediatrico que estratifica a los pacientes
en grupos de riesgo teniendo en cuenta la EMR
al dia 15, con lo que se observo una disminucion
en el nimero de pacientes con riesgo estandar, 17
p (12.4%), aumento en el riesgo intermedio, 82 p
(59.9%) y en el riesgo alto 38 p (32.7%). La EMR
al dia 15 fue evaluable en 137 pacientes, siendo ma-
yor a 0.1% en 85 p (62%) de los cuales 62 p (73%)
presentan EMR entre 0.1-10% y 23 p (27%) EMR
> 10%, y menor a 0.1% en 52 p (38%). Recayeron
25 p (18.24 %). En la asociacion recaida con grupos
de riesgo se observa que recaen 2 p de riesgo estan-
dar (8% de los recaidos) (p= 0.46), 11 p (44%) de
riesgo intermedio (p=0.074) y 12 p (48%) de riesgo
alto (p=0.012), siendo significativa la asociacion de
riesgo alto con recaida (Tabla 2).

La EMR al dia 33 fue evaluable en 128 p (93.14%),
en este protocolo no se la utilizo para estratificar pa-
cientes en grupos de riesgos. Consideramos como
punto de corte al dia 33 EMR 0.05%.

Asociacion de variables hematologicas y demogra-
ficas con EMR al dia 15 (n=137)

Cuando se analiza EMR al dia 15 y variables hema-
toldgicas se observa asociacion entre EMR al dia 15
con fenotipo pre B, riesgo y recaida (de los 25 p recai-
dos solo 4 tenian EMR < 0.1% al dia 15, p=0.019).
No se observo diferencia estadisticamente significa-
tiva cuando se asocio EMR al dia 15 con edad (p=
0.49), recuento de GB <20000 mm3 (p= 0.12), sexo
(p= 0.82), fenotipo B comun (p= 0.72), pro B (p=
0.9) y T (p=0.068), respuesta al dia 8 (p=0.13). Fue
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estadisticamente significativa la asociacion de EMR
al dia 15 con riesgo estandar (p= 0.000) y alto (p=
0.000). No fue significativa cuando se asoci6 EMR
al dia 15 con riesgo intermedio (p= 0.73). Se asocid
EMR al dia 15 con recaida; de 25 p recaidos, 21 p
tuvieron EMR > 0.1% (p= 0.019) (Tabla 3).

La SLE a 36 meses fue de 69% en pacientes con
EMR (+) al dia 15 y de 85 % en pacientes con EMR
(-) al dia 15 (p=0.14) (Figura 1).La SG a 36 meses
en pacientes con EMR (+) al dia 15 fue de 76% y
en pacientes con EMR (-) de 90% (p= 0.121) (Fi-
gura 2).La falta de asociacion entre EMR al dia 15
con SG y SLE podria deberse a que los pacientes se
estratifican y adectian el riesgo y tratamiento segun
la misma, lo cual hace que no se vean diferencias
significativas en sobrevidas.

Asociacion de variables hematolégicas y demo-
graficas con EMR al dia 33 (n=128)

La EMR al dia 33 se asoci6 con recuento de GB
al debut: de 20 p con EMR al dia 33 > 0.05%, 13
p tuvieron mas de 20.000/mm3 leucocitos al debut
(p= 0.000). No se observaron diferencias estadisti-
camente significativas cuando se asocid con edad al
diagnostico (p= 0.68) y sexo (p= 0.09). Se asocid
con fenotipo: de 20 p con EMR > 0.05%, 8 p son B
comun (p=0.001), 2 ppre B, 3 p proB (p=0.014) y
8 p fenotipo T (de 14 pacientes LLA T) (p= 0.000).
Fue significativa la asociacion con MLL/AF4, de 3
p positivos, 2 p tuvieron EMR >0.05% al dia 33 (p=
0.008).

Se asocio EMR al dia 33 con respuesta a predniso-
na: de 18 p que tuvieron mala respuesta (MRP), 6

Tabla 1. Caracteristicas hematologicas de los pacientes n:137

n %
GB <20000 mm? 96 70.1
Fenotipo
B comun 101 73.7
Pre B 19 13.9
Pro B 3 2.2
T 14 10.2
Citogenético (evaluables 115 p)
Normales 65 474
Pseudodiploides 17 12.4
Hipodilpoides 2 1.5
Hiperdiploides 32 28.4
Biologia molecular (evaluables 128 p)
MLL-AF4 3 2.2
RUNXI-ETV6 22 16.1
E2A4-PBX1 6 4.4
SNC
I 117 85.4
11 10 7.3
I 10 7.3
Respuesta a prednisona
Buena respuesta 118 91.8
Recaida 25 18.2
Tabla 2. Asociacion riesgo/recaidas
Riesgo Recaida n: 25 (%) p
Estandar 17 p 2 (8%) 0.46
Intermedio 82 p 11 (44%) 0.074
Alto 38 p 12 (48%) 0.012
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presentaron EMR >0.05%, y de 110 p con buena
respuesta (BRP), 14 tuvieron EMR >0.05% (p=
0.026). También hubo asociaciéon con grupos de
riesgo: ningun paciente riesgo estindar tuvo EMR
>0.05% al dia 33 (p= 0.05). De 75 pacientes con
riesgo intermedio, 3 tuvieron EMR 0.05% y de 36
p con AR 17 p tuvieron EMR al dia 33 >0.05%, (p=
0.0000). Recaen 25 pacientes y 15 de ellos tienen
EMR >0.05% al dia 33 (p 0.000).

Cuando se evalua EMR al dia 33, utilizando como
punto de corte 0.05%, se observa que la SLE a 36
meses en pacientes con EMR (+) fue 43% y en pa-
cientes con EMR (-) 81% (p= 0.00) (Figura 3). La
SG a 36 meses fue 52% en pacientes con EMR (+)
al dia 33 y 87% en pacientes con EMR (-) al dia 33
(p=0.000).

Cuando analizamos a los pacientes teniendo en
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cuenta la EMR a dias 33 y 72, podemos agruparlos
en pacientes con: EMR al dia 33 (-)/ al dia72 (-)
(Grupo 1: 108 p), al dia 33 (+)/al dia 72 (-) (Grupo
2: 15 p)y al dia 33 (+)/al dia72 (+) (Grupo 3: 5 p).
De los 5 p positivos a dias 33 y 72 fueron: 2 p feno-
tipo B (1,6% de todas las LLA B 123 p) y 3 fenotipo
T(21.4% de todas las LLAT 14 p). Los 2 pcon LLA
B del grupo 3 amplificaron enfermedad y fallecie-
ron; de los pacientes con LLA T, 2 estan vivos en
remision completa (1 p post TMO relacionado) y un
paciente recay¢ y fallecio.

La SG a 24 meses de pacientes del grupo 1 fue 88%,
grupo 2 71% y grupo 3 40% (p= 0.001). (Figura 5).
La SLE a 24 meses fue 89%, 61% y 40% en los gru-
pos 1,2y 3 (p= 0.000) (Figura 6).

El analisis multivariado fue realizado con modelo de
regresion de Cox. Se busco asociacion de todas las

Tabla 3. Asociacion de variables hematologicas con EMR a dias 15 y 33 (n:137)

EMR (%) n: 137 D15<0.1 D15> 0.1 p D33 <0.05 | D33>0.05 p
n: 137 (%) | n: 137 (%) n: 128 (%) | n: 128 (%)

Edad < 6a 24 (17.5) 47 (34.3) 0.49 54 (42.2) 9(7) 0.68

Edad >6a 26 (19) 40 (29.2) 54 (42.2) 11 (8.6)

GB <20.000 39 (28.5) 57 (41.6) 0.12 81 (63.3) 7(5.5) 0.000

GB >20.000 11 (8) 30 (21.9) 27 (21.1) 13 (10.2)

Sexo masculino 32(23.4) 54(39.4) 0.82 65(50.8) 16(12.5) 0.091

Fenotipo

B comun 36 (26.3) 65 (47.4) 0.72 84 (65.6) 8(6.3) 0.001

Pre B 11 (8) 8(5.8) 0.037 17 (13.3) 2 (1.6) 0.5

Pro B 1(0.7) 2 (1.5 0.9 1 (0.8) 2 (1.6) 0.014

T 2 (1.5) 12 (8.8) 0.068 6 (4.7) 8(6.3) 0.000

Citogenético

Hipodiploide 1 (0.9) 1(0.9) 0.7 0.7 1(0.9) 0.17

Hiperdiploide 10 (8.7) 22 (19.1) 0.39 0.39 5(4.6) 0.72

Pseudiploide 7 (6.1) 10 (8.7) 0.72 0.72 4 (3.7) 0.27

Eudiploide 26 (22.6) 39 (33.9) 0.51 0.51 7 (6.5) 0.11

B. molecular

MLL AF4 1(0.8) 2 (1.6) 0.88 1(0.8) 2(1.7) 0.008

TEL AMLI 9(7.1) 13 (10.2) 0.74 18 (15.1) 1(0.8) 0.25

E24 PBX1 3(7.5) 3(7.5) 0.32 0 (0) 6 (15.4) 0.44

BRP 46 (33.6) 72 (52.6) 0.13 96 (76) 14 (10.2) 0.026

MRP 4(2.9) 15 (10.9) 12 (9.4) 6 (4.4)

Riesgo

Estandar 17 (12.4) 0 0.000 17 (13.3) 0(0) 0.05

Intermedio 29 (21.2) 53 (38.7) 0.73 72 (56.3) 3(2.3) 0.000

Alto 5(3.6) 33 (24.1) 0.000 19 (14.8) 17 (13.3) 0.000

Recaida 4(2.9) 21 (15.3) 0.019 10 (7.8) 15 (10.9) 0.000
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variables en estudio y riesgo de recaida, mostrando
que la tnica variable independiente para predecir
recaida fue tener EMR al dia 33 > 0.05 (p= 0,02)
mostrando un HR de 4.1 (IC 95 1.72-10.055), por

lo tanto, tener EMR + al dia 33 aumenta 4 veces el
riesgo de recaida. Tener EMR al dia 15 positiva no
se asocio significativamente con recaida (p 0.147),
HR 0.42 (IC 95 0.133-1.35).

Figura 1. SLE estimacion Kaplan Meier segin EMR dia 15. Linea verde (superior) corresponde a
EMR <0.1% y la linea azul (inferior) a EMR >a 0.1%.

Figura 2. SG estimacion Kaplan Meier segin EMR dia 15, la linea verde (superior) corresponde a
EMR < 0.1% y la linea azul (inferior) a EMR >a 0.1%.
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Figura 3. SLE estimacion Kaplan Meier segin EMR dia 33. Linea verde (inferior) corresponde a
EMR <0.05% y la linea azul (superior) a EMR > a 0.05%.

Figura 4. SG estimacion Kaplan Meier segun EMR dia 33. Linea verde (inferior) corresponde a
EMR < 0.05% y la linea azul (superior) a EMR > a 0.05%.
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Figura 5. SG estimacion Kaplan Meier seguin EMR a dias 33 y 72. Linea azul (superior) corresponde
a EMR al dia 33-/al dia 72-, linea verde (media) a EMR al dia 33+/al dia 72-, linea amarilla (inferior) a
EMR al dia 33+/al dia 72+.

Figura 6. SLE estimacion Kaplan Meier segin EMR a dias 33 y 72. Linea azul (superior) corresponde
a EMR al dia 33-/al dia 72-, linea verde (inferior) a EMR al dia 33+/al dia 72-, linea amarilla (media) a
EMR al dia 33+/al dia 72+.
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Discusion

La importancia prondstica de EMR en LLA pedia-
trica estd bien establecida en numerosos estudios
clinicos® %29, Protocolos actuales de tratamiento
recomiendan monitoreo de EMR en diferentes mo-
mentos para evaluar la efectividad de la quimiote-
rapia. La medicion de EMR en etapas tempranas (a
dia 15/19) y final de la induccién (a dia 29/33) se
considera el principal predictor del resultado del tra-
tamiento y una herramienta fundamental para la es-
tratificacion de riesgos, dirigida tanto a la intensifi-
cacion como a la reduccion del mismo® 2122 27.28.29),
Se encuentran, principalmente, dos diferencias entre
LLAB yT: la primera es que la medicion de EMR al
final de la induccion (dia 33) es mas informativa en
LLA B que en T, mientras que EMR a la semana 12
(o dia 72) es mas informativa en LLA T. La segunda
es que los niveles de EMR se pueden correlacionar
con el riesgo de recaida sistémica en LLA B, mien-
tras que EMR en LLA T es predictivo de recaida
sistémica y extramedular®*?, Estos resultados ob-
tenidos por citometria de flujo cambiaron la defini-
cion del grupo de alto riesgo en pacientes tratados
con protocolo AIEOP-BFM®2,

La estratificacion por grupos de riesgo, incluyendo
EMR fue similar a la estimada en el protocolo.

En el protocolo previo, ALLIC GATLA 2002, no
se estratificaron a los pacientes teniendo en cuenta
EMR al dia 15, en ese protocolo se observo que la
EMR positiva al dia 15 se asocié con riesgo alto,
mayor porcentaje recaida y menor SLE y SG. En
el protocolo siguiente, ALLIC GATLA 2010 se uti-
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lizo la EMR al dia 15 para la estratificacion de los
pacientes en grupos de riesgo y observamos que la
EMR al dia 15 > 0.1% se asocid con recaida, no asi
con SLE y SG. Esto podria deberse a la adecuacion
del tratamiento segun grupos de riesgo. Este proto-
colo no estratifica a los pacientes segiin EMR al dia
33 y observamos que la EMR al dia 33 > 0,05% se
asoci6 significativamente con riesgos, recaida, SG
y SLE. Esto muestra que seria importante incluir
EMR al dia 33 en protocolos futuros para estrati-
ficar a los pacientes, adecuando el tratamiento en
pacientes que persistan positivos al dia 33. El punto
de corte al dia 29 o 33 de la induccion varia segun
los distintos protocolos, considerando algunos gru-
pos 0.01% y otros 0.05%. También se observd que
el grupo de pacientes con EMR al dia 33 (+)/al dia
72 (+) son el grupo de mayor riesgo de recaida con
peor SGy SLE.

En concordancia con lo publicado, este trabajo
muestra que la EMR positiva al dia 33 es una varia-
ble independiente para predecir recaida, aumentado
4 veces el riego de recaer. Sera importante incluir en
proximos protocolos la EMR a dias 33 y 72 para es-
tratificar a los pacientes e intensificar el tratamiento
en el grupo que persiste con EMR positiva. El punto
de corte para los dias 33 y 72 varia segun los distin-
tos los grupos cooperativos. Una vez finalizado este
protocolo serd necesario incluir a todos pacientes
que ingresaron al mismo y asi tener un nuevo ana-
lisis con una muestra mas grande, principalmente
para evaluar el comportamiento del pequefio grupo
de pacientes que persiste positivo a dias 33 y 72.
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Introduccion

Normalmente la mayor parte de la hemoglobina
(Hb) se encuentra dentro de los globulos rojos y solo
hay trazas en el plasma. Los eritrocitos senescentes
sufren la lisis al final de su vida media de 110-120
dias dentro de las células del sistema reticulo-endo-
telial en el bazo, higado y la médula 6sea (hemo-
lisis extravascular) y la Hb no se libera al plasma
en cantidades apreciables. En una anemia hemoliti-
ca la vida util de los globulos rojos, por definicion,
se acorta. En algunos tipos de anemia hemolitica
el aumento de la hemdlisis es predominantemente
extravascular y la concentracion de Hb plasmatica
apenas aumenta. Sin embargo en otros trastornos
se produce un grado importante de hemolisis en el
torrente sanguineo (hemolisis intravascular); la Hb
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plasmatica aumenta sustancialmente, la mayor parte
forma un complejo con la haptoglobina, que debi-
do a su tamaifio no es filtrado a nivel glomerular, es
removido y degradado por el sistema reticulo-endo-
telial, y en algunos casos la cantidad de Hb liberada
puede ser suficiente para que se excrete en la orina
(hemoglobinuria).

La prueba de Hb libre es un analisis de sangre que
mide el nivel de Hb en el plasma, fuera de los eritro-
citos. Esta determinacion es esencial para diagnos-
ticar y monitorear la hemolisis intravascular. Los
métodos conocidos para medir la Hb son ensayos
cromogénicos, espectrofotométricos directos, inmu-
nonefelométricos y ELISA. Se prefieren los ensayos
cromogénicos para la deteccion de pequefias canti-
dades de Hb. En este grupo encontramos el de pe-
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roxidasa (Crosby-Furth), método de detergente he-
matinico alcalino conocido como Triton/NaOH, el
derivado del Drabkin y el que utiliza tetrametilben-
cidina (TMB) descripto por Standefer-Vanderjagt.
Sin embargo, el uso de bencidina y sus derivados ha
sido restringido debido a su carcinogenicidad y/o to-
xicidad. Los ensayos espectrofotométricos directos
que miden la absorbancia en multiples longitudes de
onda se han utilizado para determinar los niveles de
Hb libre y asi evitar el uso de sustancias quimicas
cancerigenas o toxicas. Sin embargo, sus resulta-
dos podrian verse influenciados por la presencia de
bilirrubina y turbidez. Numerosos autores han pro-
puesto sus propias formulas para minimizar la in-
terferencia analitica, con distintos resultados. Men-
cionamos los ensayos de espectrofotometria directa
de Harboe, el de Noe, el de Blakney-Dinwoodie, el
de Kahn, el método policromatico y el polinomio
empirico de Fairbanks y el de la segunda derivada
de Merrick-Pardue. Algunos de los métodos men-
cionados han sido adaptados a los autoanalizadores
de Quimica Clinica para fines de diagnostico en la-
boratorios de rutina®). Cabe destacar que no exis-
te un método recomendado ni un kit estandarizado
disponible en el mercado para los laboratorios clini-
cos que cuente con la aprobacion de los organismos
regulatorios. De esta forma, cada laboratorio adopta
su propia técnica, adaptada de las descritas anterior-
mente y sujeta a limitaciones. Segin el programa
de evaluacion externa de la calidad del College of
American Pathologists (CAP), en el que participan
mas de 2000 laboratorios, s6lo 92 participaron en la
encuesta CAP 2018 para la prueba de Hb libre en
plasma, lo que indica que no muchos laboratorios
clinicos realizan el analisis de Hb libre, debido a las
dificultades descritas anteriormente. A continuacion
describiremos el ensayo espectrofotométrico direc-
to utilizado en nuestro laboratorio para medir Hb
libre plasmatica.

Fundamento

Este método espectrofotométrico directo para el do-
saje de Hb libre plasmatica denominado polinomio
empirico, fue desarrollado por Fairbanks et al® y
estd basado en la medida de la absorbancia en tres
longitudes de onda en un espectrofotometro UV/
Vis. El célculo de la concentracion de hemoglobina
libre se realiza con la siguiente ecuacion:

LABORATORIO

En el primer término de la ecuacion, la lectura de
la absorbancia de la muestra a 415 nm correspon-
de a uno de los picos del espectro de absorcion de
la oxihemoglobina. Para minimizar la interferencia
por la bilirrubinemia se le sustrae un término que
incluye la absorbancia a 450 nm y para compensar
por la turbidez se le sustrae otro término que incluye
la absorbancia obtenida a 700 nm.

Caracteristicas pre-analiticas

Como el proposito es analizar un marcador de he-
molisis, cualquier factor que pueda aumentar la
misma debe evitarse estrictamente. Se utiliza plas-
ma obtenido a partir de sangre entera anticoagulada
con EDTA. Debe respetarse un tiempo limitado de
aplicacion del torniquete. La muestra debe remitir-
se inmediatamente al laboratorio evitando el estrés
durante el transporte, como por ejemplo en el tubo
neumatico sin el embalaje adecuado que minimi-
za los impactos violentos. Se centrifuga el tubo de
muestra a 3500 rpm durante 10 minutos. El plasma
debe separarse de las células dentro de los 60 mi-
nutos posteriores a la recoleccion y es estable du-
rante 24 horas a temperatura ambiente o a 4° C. Las
muestras deben rechazarse si no se separan dentro
de las 2 horas posteriores a la recoleccion. Es muy
importante descartar hemolisis por una extraccion
de sangre traumatica que podria provocar una falsa
elevacion de la hemoglobina plasmaética.

Caracteristicas analiticas

Reactivos

* Solucion madre: CO,Na, 1 g/dL. Estabilidad: 1
afio a temperatura ambiente.

* Solucion de trabajo: CO,Na, 10 mg/dL.

Equipamiento

* Espectrofotdmetro Beckman DU® 520. Mide la
absorbancia y la transmitancia en todo el rango
UV-Vis (190 a 1100 nm +/- 1 nm). Ancho de ban-
da espectral: <4.5 nm (Figura 1).

Procedimiento

Se prepara la solucion de trabajo diluyendo 1/100
la solucion madre, para obtener una concentracion
final de 10 mg/dL de CO,Na.,.

Dilucioén de la muestra: 1 parte de plasma + 10 par-
tes de CO,Na: 500 ul de plasma en 5 ml de CO,Na,
10 mg/dL.

Hb libre = Factor1 x Abs s " Factor2 x Abs 50 " Factor3 X Abs700
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Figura 1. Espectrofotometro UV/Vis.

Se enciende el espectrofotometro y se deja estabili-
zar.

Leer la absorbancia en las siguientes longitudes de
onda: 415, 450 y 700 nm, utilizando como blanco la
solucion de trabajo de CO,Na, 10 mg/dL.

Para el calculo de la Hb libre medida se aplica la

en el contador hematologico Sysmex XN-1000. Se
realizan 6 diluciones por duplicado.

A continuacion mostramos un ejemplo para una con-
centracion de Hb de 10 g/dL, que esigual a 10.000 mg/
dL. Se toman 100 pl de sangre entera con EDTA y se
diluyen en 10 ml de agua destilada (dilucion 1/100).

Hb libre medida (mg/dL) = 155 x Abs, . - 130 x Abs_, - 124 x Abs,,

siguiente formula:

La concentracion de Hb libre final se obtiene a par-
tir este dato de Hb libre medida, utilizando la ecua-
cion de la recta obtenida en la calibracion, como se
explica a continuacion.

Calibracion

Para realizar la curva de calibracion se utiliza un es-
tandar comercial o, en su defecto, una muestra de san-
gre entera anticoagulada con EDTA de la corrida del
dia, con una concentracion cercana a 10 g/dL, medida

A partir de esta solucion de 100 mg/dL de Hb se
realizan las diluciones seriadas como se muestra en
la tabla 1.

Se procesan todas las diluciones por duplicado
como muestras siguiendo el procedimiento descrip-
to. Con las lecturas de las absorbancias se calculan
las concentraciones de Hb libre medidas. Se grafica
la concentracion de Hb tedrica de las diluciones vs
la concentracion de Hb libre medida. Por el método
de regresion lineal se obtiene la ecuacion de la recta
que se utilizara para calcular la concentracion final

Tabla 1. Diluciones seriadas para la calibracion.

Tubo Agua destilada Dilucion anterior Concentracion final de Hb
(nL) (u) (mg/dL)

1 - - 100
2 500 500 50

3 500 500 25

4 500 500 12.5
5 500 500 6.25
6 500 500 3.12

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 91-96, 2020
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Figura 2. Ejemplo de curva de calibracion para Hb libre en plasma.

de hemoglobina libre. En la figura 2 se muestra un
ejemplo.

Para el célculo de la concentracion de Hb libre final
se aplica la ecuacion de la recta obtenida:

Procesando una serie de muestras de plasma de do-
nantes aparentemente sanos (n=56) los autores ob-
tuvieron una media de 2.8 mg/dL con un desvio es-
tandar (SD) de 2.2 mg/dL. La linealidad del ensayo

Hb libre final (mg/dL) = (Hb libre medida + 3.1135) / 1.0892

Control de calidad

En caso de no contar con controles comerciales se
selecciona una muestra de sangre entera con EDTA
con una concentracion de 10 g/dL. de Hb medida
en el contador hematologico Sysmex XN-1000. A
partir de esta muestra se realiza una dilucion 1/500:
20 pl de sangre en 10 ml de agua destilada, para
obtener una concentracion final de 20 mg/dL (Con-
trol 1). A partir de este Control 1 de 20 mg/dL se
realiza una dilucion 1/4: 2 ml Control 1 + 6 ml de
agua destilada, para obtener una concentracion de
5 mg/dL (Control 2). Se hacen alicuotas de 1 ml de
los controles y se conservan congeladas a -70°C. Se
largan ambos controles en cada corrida.

En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos en una
corrida analitica en nuestro laboratorio.

Fairbanks et al determinaron el coeficiente de varia-
cion (CV) del ensayo a varias concentraciones de
hemoglobina en muestras no ictéricas ni lipémicas.
Si bien el CV% es muy elevado para 1 mg/dL, la
imprecision es aceptable en el rango clinicamente
relevante como podemos ver en la tabla 3.

94

fue excelente en el rango de importancia clinica:
8-200 mg/dL.

Valores de referencia

Valor normal de Hb libre en plasma hasta 10 mg/dL.
En pacientes con circulacion extracorpdrea se espe-
ran valores de Hb libre menores a 50 mg/dL. Entre
50-100 mg/dL se consideran niveles de hemolisis
moderados. Valores mayores a 100 mg/dL corres-
ponden a hemolisis severa.

Utilidad clinica

El dosaje de Hb libre plasmatica se utiliza para eva-
luar la anemia hemolitica. El exceso de Hb en plas-
ma es un signo confiable de hemolisis intravascular
solo si la lisis no ha sido causada durante o después
de la extraccion de la sangre. También es necesario
excluir la coloracion del plasma que pueden ocasio-
nar ciertos alimentos y aditivos alimentarios. El ni-
vel plasmatico de Hb aumenta drasticamente en las
anemias hemoliticas de tipo intravascular, cuando la
hemolisis es lo suficientemente grave y sobrepasa

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 91-96, 2020
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Tabla 2. Datos obtenidos en una corrida analitica.

Dilucion cali- Abs 415 | Abs450 nm | Abs 700 Hb libre Media Hb | Hb libre
brador/ control/ nm nm medida libre medida final
muestra mg/dL mg/dL mg/dL
100 0,795 0,120 0,020 105 105 99
100 0,789 0,115 0,018 105
50 0,412 0,075 0,011 53 52 51
50 0,405 0,073 0,010 52
25 0,215 0,045 0,010 26 25 26
25 0,205 0,044 0,012 25
12,5 0,102 0,042 0,013 9 10 12
12,5 0,110 0,040 0,011 10
6,25 0,050 0,030 0,016 2 3 5
6,25 0,060 0,035 0,012 3
3,12 0,031 0,027 0,000 1 1 3
3,12 0,025 0,025 0,005 0
Paciente ECMO 1 1,478 0,808 0,045 118 112
Paciente ECMO 2 0,297 0,060 0,020 36 36
Paciente ECMO 3 1,243 0,393 0,051 135 127
Paciente Normal 4 0,050 0,025 0,012 3 6
Control 2 0,045 0,028 0,012 2 5
Control 1 0,178 0,038 0,012 21 22

Tabla 3. Reproducibilidad del ensayo en muestras no ictéricas ni lipémicas.

Concentracion Hb (mg/dL) 1

4 9 15 50 100

CV (%) 90

14 53 3.1 1.6 1.3

la capacidad de transporte de la haptoglobina dis-
ponible. Por lo tanto se puede encontrar un aumen-
to marcado de Hb libre, con o sin hemoglobinuria,
en la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN),
hemoglobinuria paroxistica por frio, sindrome de
hemaglutinina fria, en las microangiopatias trom-
boticas como en la parpura trombocitopénica trom-
botica y en otras anemias hemoliticas mecanicas,
como por ejemplo, después de una cirugia cardiaca
y en las hemolisis por protesis de valvulas cardia-
cas. En las anemias hemoliticas de tipo autoinmunes
con anticuerpos calientes, la anemia falciforme y la
talasemia B severa, el nivel de Hb plasmatica pue-
de aumentar en forma leve o moderada, pero en la
esferocitosis hereditaria, en la que la hemolisis ocu-
rre predominantemente en el bazo, los niveles son
normales o se puede observar un ligero aumento.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N°2: 91-96, 2020

Niveles elevados también pueden encontrarse como
resultado del ejercicio violento en una persona sin
entrenamiento previo.

Los pacientes conectados a dispositivos mecanicos
como la oxigenacién por membrana extracorpdrea
(ECMO), la dialisis renal o la bomba de bypass car-
diaco tienen riesgo de hemolisis. A pesar de las im-
portantes mejoras tecnoldgicas observadas durante
los ultimos 20 afios, la hemolisis asociada al ECMO
sigue siendo una complicacion que puede surgir
durante la terapia. La gravedad de la hemolisis es
directamente evaluada por la Hb libre y puede ser
desde tolerable hasta altamente toxica. Los niveles
altos de Hb libre tienen consecuencias directas en la
morbilidad y mortalidad, especialmente por la inju-
ria renal. La hemdlisis severa 24 horas después del
inicio de la terapia es un predictor independiente de
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mortalidad. Los niveles de Hb libre se asocian con
insuficiencia renal aguda y muerte. Las circunstan-
cias que conducen a hemolisis severa principalmen-
te asociadas con trombosis en la bomba principal
y flujo inadecuado, deben ser conocidas y anticipa-
das. Considerando la ausencia actual de tratamiento
especifico ante eventos de hemolisis severa, la me-
dicion de la Hb libre tiene un papel importante®.
Por otra parte, los ensayos cromogénicos de anti-Xa
para la monitorizacion de la actividad de la hepa-
rina no fraccionada que se utilizan en ECMO son
susceptibles a la interferencia por la hemdlisis y la
ictericia. La hemolisis da como resultado un falso

LABORATORIO

aumento en la pendiente del cambio de absorbancia
en el ensayo de actividad, que da como resultado
una heparinemia falsamente mas baja. El fabricante
del reactivo de anti-Xa reporta en el inserto el um-
bral de interferencia de la Hb y es importante poder
medir la concentracion de la misma presente en las
muestras de los pacientes, para saber si el resultado
esta afectado o no por la interferencia®. También se
ha observado un aumento de la Hb libre en pacien-
tes con sepsis grave y los métodos espectrofotomé-
tricos demostraron ser apropiados para la prediccion
de muerte en sepsis severa®.
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Resumen

Las inclusiones pseudo bastones de Auer en el ci-
toplasma de células plasmaticas son un hallazgo
morfologico muy poco frecuente. Se observan ma-
yormente en mieloma multiple de tipo IgG kappa,
como en el presente caso. Su significado pronoéstico
atn no ha sido determinado.

Abstract

Auer rod-like inclusions in plasma cells cytoplasm
is a very infrequent morphologic finding. They are
mainly observed in IgG kappa multiple myeloma,
as in the present case. Their prognostic relevance is
still unknown.

Caso clinico

Varén de 71 afios derivado por sindrome de impreg-
nacion de aproximadamente un afio de evolucion
asociado en los ultimos meses a anemia leve (hema-
tocrito 35%, Hb: 11g/dl) y falla renal AKIN I (crea-
tinina 1,40 mg/dl, Dep. Cr.: 44 ml/min). Proteinas
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séricas de 9,4 g/dl, LDH normal, B2 microglobulina:
3,7 mg/dl y banda monoclonal gamma de 1,6 g/dl.
IgG 2.130 mg/dl (maximo normal: 1.822 mg/dl) con
IgA e IgM normales. La tomografia computada de
baja densidad no detecto lesiones liticas.

Por puncién y biopsia de médula 6sea (MO) se obser-
vo infiltracion de aproximadamente 60% por células
plasmaticas (CP) de aspecto pleomorfico y multinu-
cleadas (imagen 1). La mayoria con inclusiones azu-
rofilas en su citoplasma en forma de agujas/baston
muy similares a los bastones de Auer observados en
las leucemias promielociticas (LPM) (imagen 2 y
3). En suero presentaba cadenas kappa (k) libres de
4.699,08 mg/dl (maximo normal: 19,90 mg/dl), ca-
denas lambda (1) 13,78 mg/dl y relacion k/A de 341
(maximo normal: 1,65). En orina el valor de cadenas
K libres fue de 19.829,76 mg/dl y A de 20,26 mg/dl.
La citometria de flujo inform6 18% de plasmocitos
clonales. Se diagnostico un MM IgGxk. Hasta el mo-
mento no contamos con los resultados de citogené-
tico ni de FISH.
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Figra 1.

Figura 2.
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Figura 3.

Discusion

Alteraciones en la morfologia de las CP pueden
ocurrir tanto a nivel del nucleo (cuerpos de Dutcher)
como en su citoplasma. Las inclusiones cristalinas
con forma de aguja/baston conocidas como pseudo
bastones de Auer por su similitud con aquéllas en-
contradas en las LPM son poco frecuentes'). Fueron
descritas por primera vez por Steinmann en 1940, y
desde entonces se han reportado nuevos casos, aun-
que continuan siendo muy raros de observar.

No existen datos claros que expliquen la naturale-
za de las inclusiones pseudo bastones de Auer. Se
cree que se deben a mutaciones somaticas en las CP
que generan un incremento en la produccion de Ig e
impiden su protedlisis habitual, con la consecuente
acumulacion en el citoplasma. A diferencia de otras
inclusiones citoplasmaticas, no tienen relacion con
el reticulo endopldsmico, y no son positivas con
anticuerpos contra Ig en las tinciones inmunoci-
tologicas. En el 2003 se identifico la presencia de

HEMATOLOGIA « Volumen 24 N°2: 97-100, 2020

N-esterasa, fosfatasa 4cida y B-glucoronidasa en
estas inclusiones, indicando su posible origen liso-
somal®. Se diferencian asi de los bastones de Auer
de los promielocitos en las LPM, que contienen
mieloperoxidasa o cloro acetato de esterasa en su
interior™®.

Segtin los escasos reportes, la cadena liviana kappa
es la mayormente afectada, sola o acompafiada tanto
de IgA, IgG o IgM®.

En conclusion, las inclusiones citoplasmaticas pseu-
do bastones de Auer son hallazgos muy poco fre-
cuentes en casos de mieloma multiple. En nuestro
paciente hasta el momento no tenemos el resultado
de inmunohistoquimica. Sin embargo los datos de
citometria, inmunofijacion, y la morfologia de las
CP halladas en el medulograma son evidencia clara
de un MM IgG kappa, el mismo que guarda mayor
relacion con la presencia de estas inclusiones tan
peculiares.
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