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Leucemias agudas pediatricas con
alteraciones en el gen KMT2A: experiencia en
los ultimos 20 afos en una institucion

Acute pediatric leukemia with KMT2A GENE alterations:
an institution experience in the last 20 years

Peruzzo L, Deu M, Pennella C, Sinchez La Rosa C, Alfaro E, Rubio P,
Rossi J, Baialardo E, Guitter M, Felice M.

Hospital de Pediatria S.A.M.I.C. "Prof. Dr. Juan P. Garrahan”

luisinaperuzzo@gmail.com

Fecha recepcion: 17/11/2021
Fecha aprobacion: 6/12/2021

TRABAJO PRESENTADO EN SESION ORAL A PREMIO DURANTE EL XXV CONGRESO ARGENTINO

Palabras claves: leucemia aguda,
pediatria,
gen KMT2A.

Introduccion

La leucemia aguda (LA) es la patologia oncoldgica
mads frecuente en pediatria. Las alteraciones en el
gen KMT2A son detectadas en el 70% de los pacien-
tes menores de 1 afo con diagndstico de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y de leucemia mieloblasti-
caaguda (LMA), en menos del 5% de niflos con LLA
y LMA mayores de 1 afio y, aproximadamente, en la
mitad de los pacientes con leucemia aguda relacio-
nada con tratamiento oncoldgico previo (LART)™.
Independientemente del subtipo, las LA con reorde-
namientos del gen KMT2A se asocian a prondstico
adverso®. Los objetivos del presente trabajo fueron
determinar caracteristicas clinicas, formas de pre-
sentacion y evolucion de los pacientes pediatricos

ARTICULO
ORIGINAL

HEMATOLOGIA
Volumen 25 n° 3: 11-17
Septiembre - Diciembre 2021

DE HEMATOLOGIA.

Keywords: acute leukemia,
pediatric,
KMT?2A gene.

con LLA, LMA y LART con alteraciones en el gen
KMT2A, caracterizar subtipos y frecuencia de alte-
raciones que involucran al gen KMT2A vy evaluar la
probabilidad de sobrevida libre de eventos (SLE) y la
probabilidad de sobrevida global (SG) de este grupo
de pacientes.

Pacientes y métodos

Se trata de un estudio analitico, retrospectivo. Se
analizaron los pacientes menores de 17 afos con
diagnostico de LLA, LMA y LART con reordena-
mientos en el gen KMT2A diagnosticados en nues-
tra Institucion entre enero de 2000 y julio de 2021. El
compromiso del gen KMT2A fue evaluado con téc-
nicas de reaccion en cadena de polimerasa (PCR),
bandeo-G y/o técnica de hibridacién in situ (FISH)

11



previamente descriptas®®. Se calcularon SG, SLE y
error estandar (EE) y se compararon con log-rank
test, con el software estadistico Graphpad Prism 5.0.
Se garantiz6 la confidencialidad respecto a los da-
tos personales de cada paciente (ley nacional 25.326
de Habeas Data), los cuales fueron registrados en
la base datos de manera codificada. Este estudio se
rigié por las normas de la Declaraciéon de Helsinki,
la Resolucién Nacional Nro. 1480/2011 del Sistema
de Evaluacion, Registro y Fiscalizacion de las Inves-
tigaciones en Salud. Los protocolos de tratamiento
administrados fueron aprobados por el Comité de
Etica del Hospital de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Ga-
rrahan.

Resultados

En el periodo estudiado se diagnosticaron 1977 pa-
cientes con LA: 75% LLA y 25% LMA. De ellos, el
9,4% presento reordenamientos de KMT2A, 94 LLA
y 93 LMA. Con un rango etario de 0-15 afos, la me-
diana de edad al diagnoéstico fue de 6 meses para
LLA y 5 afios para LMA. La distribucién por sexo
M/F fue 1/1,22 en LLA y 1/1,44 en LMA.

La distribucién segtin el inmunofenotipo de los blas-
tos fue en LLA: pro-B: 46 (49%), pre-B: 34 (36,2%),
linaje ambiguo: 5,4 (5%), B-madura: 3,2 (3%), B-co-
mun: 3,2 (3%), T cortical: 2 (2%) y T citotdxica: 1
(1%).

Segun la clasificacién FAB, la distribucién de los ca-
sos de LMA fue M5: 76 (81%), LALA (mieloide y B):
4 (4%), M1:1 (1%), M2: 4 (4%), M4: 2 (2%), M7: 1
(1%), sarcoma mieloide: 3 (3%) y 10 (11%) presen-
taron switch de linaje: 3 LMA con switch a LLA y 7
LLA con switch a LMA.

Se diagnosticaron 5 LART secundarias a: LLA (n=3),
retinoblastoma (n=1) y rabdomiosarcoma (n=1),
como primera enfermedad maligna.

Se observo hepatomegalia y esplenomegalia en el
77% y 79% de los pacientes con diagndstico de LLA
y en el 60% y 45% de pacientes con LMA, respec-
tivamente. El compromiso en piel se detect6 en el
25% de los pacientes con LMA y 11% de las LLA.
El SNC estaba comprometido en 15% de las LMA y
10% de las LLA y el mediastino en 10% de las LLA.
Otras localizaciones comprometidas por infiltraciéon
leucémica menos frecuentes fueron rifldn, pancreas
y Orbitas.

La mediana de recuento de leucocitos al diagndstico
fue 165.000/mm? (rango: 2.200-1.400.000) en LLA y
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16.290/mm’ (rango: 0,78-460.000) en LMA. Presen-
taron hiperleucocitosis (>100.000 leucocitos/mm?)
el 55% delas LLA y el 37% de las LMA. Se detectaron
alteraciones en el gen KMT2A por PCR en todos los
casos de LLA y 80 de ellos fueron confirmados por
bandeo-Gy/o por técnica de FISH (break-apart). En
los casos de LMA, se caracterizaron por PCR en 65
pacientes y por bandeo-G exclusivamente en 27. La
distribucion de los reordenamientos del gen KMT2A
en LLA fue: KMT2A-AFFI: 55%, KMT2A-MLLT1I:
23,7%, KMT2A-MLLT3: 16%, KMT2A-MLLT10:
4,4%. En LMA la alteracion mas frecuente fue KM-
T2A-MLLT3 en 40% de los casos, KMT2A-MLLT10:
18%, KMT2A-MLLT11: 8%, KMT2A-AFF1 y KM-
T2A-MLLT1:7%. Las alteraciones menos frecuentes
fueron t(X;11), KMT2A-AFDN, KMT2A-MLLT®6.
Todos los pacientes recibieron tratamiento con los
protocolos vigentes para LLA y LMA (Interfant,
LLA-96, LLA-2002, LLA-2020 y LMA-99, LMA-08).
Recibieron consolidacion con trasplante de células
precursoras hemopoyéticas (TCPH) 13 pacientes
con diagndstico de LLA (todos en 1? remisién com-
pleta) y 12 con LMA (10 en la y 2 en 2a remisién
completa).

LaSLEa5afiosfue26% (EE: 11),43% (EE: 9) (p=0.02)
yla SG 31% (EE: 10) y 47% (EE: 9) para LLA y LMA
respectivamente. La SLE y SG para LART fue 25%.
Se evidenciaron 69 eventos en el grupo de pacien-
tes con KMT2A-LLA (73% del total de las LLA). De
ellos fueron: 41 recaidas de enfermedad (59%), 22
muertes en remisién completa (RC) (32%), 5 muer-
tes en induccién (7%) y un paciente tuvo respuesta
nula al tratamiento. En el grupo KMT2A-LMA se
evidenciaron 57 eventos (61% del total de las LMA).
De éstos, 27 fueron recaidas de enfermedad (47%),
20 muertes en induccion (35%), 7 muertes en RC
(13%) y 3 presentaron respuesta nula al tratamiento
(5%). La SLE a 5 afos en los pacientes menores y
mayores de 1 afios fue 22% vs 50% respectivamente
(p=0.0015). Independiente del tratamiento recibido,
en los pacientes menores de 1 afno la SLE a 5 afos
en LLA y LMA fue 21% y 37% y en los menores de
6 meses 17% y 33% para LLA y LMA, respectiva-
mente.

Comparando la SLE a 5 afios de los pacientes que re-
cibieron quimioterapia vs. consolidaciéon con TCPH
para la cohorte completa fue 26% vs. 50% (p=0,09),
para LLA 23% vs. 46% (p=0,10) y para LMA 45% vs.
60% (p=0,20).
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Figura 3. Sobrevida libre de eventos en pacientes con quimioterapia
vs. trasplante de células precursoras hemopoyéticas
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Figura 5. Sobrevida libre de eventos en pacientes con KMT2A LMA: quimioterapia
vs. trasplante de células precursoras hematopoyéticas

Discusion

La LA representa una patologia hematoldgica hete-
rogénea caracterizada por la proliferacion clonal de
células hemopoyéticas inmaduras y constituye la pa-
tologia maligna mds frecuente en la infancia (37%
del total de pacientes diagnosticados con cancer in-
fantil)®. Del total de los pacientes pedidtricos con
diagnostico de LA, el 75% corresponde a LLA y el
restante 25% a LMA.

El gen KMT2A (Lisina metil transferasa 2A) des-
cripto por primera vez en 1992, se encuentra locali-
zado en el cromosoma 11q23 y codifica una proteina
expresada en una amplia variedad de tejidos huma-
nos®. El complejo KMT2A ejerce una funcion epi-
genética crucial para el mantenimiento y desarrollo

14

de los precursores hematopoyéticos y su diferen-
ciacién, ya que mantiene la llamada “memoria
transcripcional’, lo que garantiza la identidad a las
células. Lo excepcional del gen KMT2A es su gran
numero de posibles combinaciones con otros genes
descriptos. Hasta ahora se han detectado mas de 200
translocaciones en pacientes con LA, lo cual explica-
ria la heterogeneidad en las patologias que origina®.
Meyer y cols. estudiaron los llamados recombino-
mas del gen KMT2A y describieron que los dife-
rentes puntos de ruptura, que ocurren en el gen al
translocarse, se correlacionarian con las diversas
etiologias, formas de presentacion clinica y evo-
lucion. Asi, describieron un punto de ruptura en
el intrén 11 asociado a LLA en menores de 1 aflo
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mientras los puntos de ruptura asociados a LMA o
pacientes mayores se encontraba en el intron 9.
Segun lo reportado en la literatura, y en coinciden-
cia con los resultados de nuestra cohorte, al anali-
zar la frecuencia exacta de fusiones especificas de
KMT2A, resulta llamativo que sélo unas pocas sean
las responsables de la génesis de la mayoria de las
LA. Estas fusiones son las derivadas de las translo-
caciones t(4;11) [KMT2A-AFF1/AF4], t(9,11) [KM-
T2A-MLLT3/AF9], t(10;11) [KMT2A-MLLT10/
AF10] y t(11;19) [KMT2A-MLLTI1/ENL] en el 92%
de los pacientes con LLA, mientras que las translo-
caciones cromosémicas t(9;11) [KMT2A-MLLT3/
AF9], t(10;11) [KMT2A-MLLTI10/AF10], t(11;19)
[KMT2A-MLLT1/ENL] y t(11;19) [KMT2A-ELL]
son caracterizadas en el 48% de todos los pacientes
con LMA®.

Los rearreglos de KMT2A se encuentran en alrede-
dor del 5% y 10% de los pacientes adultos y pedia-
tricos con LA®), respectivamente, y en la mayoria de
las LA secundarias a tratamiento oncolégico previo,
especialmente con inhibidores de topoisomerasa
1119 confiriéndole a la enfermedad un impacto pro-
ndstico adverso independiente®®.

Los fenotipos prevalentes en las LA con reordena-
mientos de KMT2A son aquéllos con caracteristi-
cas inmaduras como LLA pro-B, caracterizado por
expresion de CD19, con ausencia de expresiéon de
CDI10 y frecuente co-expresion de marcadores de
linaje mieloide como CD15, CD33, y CD68. Esto
podria explicarse teniendo en cuenta las conclusio-
nes de Armstrong y cols., quienes determinaron que
las células con reordenamiento de KMT2A tienen
un perfil de expresion génica coincidente con un es-
tadio de desarrollo muy temprano de progenitores
hematopoyéticos!'V.

Los pacientes con LLA y reordenamientos de KM-
T2A se presentan frecuentemente con recuentos leu-
cocitarios elevados, compromiso extramedular (nd-
dulos subcutaneos, hepato y esplenomegalia). Erin y
cols. describieron una baja frecuencia de compromi-
so de SNC en KMT2A-LMA (representando <10%)
y alta incidencia de compromiso cutdneo como la
forma de presentaciéon mas prevalente [alrededor
del 80% en t(10;11)]"?. En nuestra cohorte se pudo
validar la alta incidencia de hiperleucocitosis como
forma de presentaciéon mds frecuente en las LLA,
siendo en un menor porcentaje en las LMA y la he-
pato y esplenomegalia como la forma de compromi-
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so extramedular mas frecuente en ambas.

La edad de presentacion temprana, especificamente
en menores de 1 afio representa el factor pronéstico
adverso mas importante!’?). Segun lo reportado por
Pui y cols., independientemente del tipo de reorde-
namiento de KMT2A, los niflos menores de 1 afio
tienen peor resultado que los pacientes mayores. En
esta cohorte, dos tercios de los pacientes mayores de
1 aflo se encontraban vivos y libres de enfermedad a
los 5 afos, en comparacién con menos de un tercio
de los pacientes menores de 1 afio al momento del
diagnostico. Estos datos pudieron ser validados en
una serie pequefa de pacientes con LLA de linaje
B con la translocacion t(11;19) donde alcanzaron la
RC 5 de 7 nifios de 1 a 9 aios, pero sdlo 2 de 13 me-
nores de 1 afio y 1 de 4 nifios mayores de 10 afios"?.
En nuestro grupo de pacientes pudo verificarse la
menor probabilidad de SLE en pacientes menores
de 1 afo con un valor estadisticamente significativo.
Diversos estudios intentaron demostrar, sin un alto
grado de evidencia por el bajo nimero de pacientes,
que intensificar el tratamiento con quimioterapia
mejoraria los resultados de las LA que presentaban
alteraciones en el gen KMT2A. En un estudio del
Dana- Farber Cancer Institute Consortium, 3 de 7
pacientes menores de 1 ao se encontraban vivos y
libres de enfermedad alos 2, 4 y 6 afios desde el diag-
nostico, habiendo recibido intensificacion con altas
dosis de citarabina post RC1,

Laindicacion de TCPH en el tratamiento de LA-KM-
T2A en primera RC ha sido muy controvertida a lo
largo de la historia, limitandose a las sugerencias se-
gun lo reportado por grupos colaborativos interna-
cionales. En 2002 Pui y cols. publicaron resultados
de 497 pacientes pediatricos con LLA y reordena-
mientos de KMT2A. Todos recibieron tratamiento
con quimioterapia segun regimenes de alto riesgo
y 56 recibieron TCPH. La SG y SLE del grupo de
pacientes que recibi6 sélo quimioterapia fue mayor
que aquéllos que se sometieron un TCPH (p=0,014)
siendo la principal causa de fallo la recaida de enfer-
medad. El estudio tuvo como limitaciones el hecho
de que los pacientes pertenecian a 12 centros, lo que
determinaba la heterogeneidad de estrategias de tra-
tamiento y que, si bien el nimero de pacientes fue
importante, aquéllos que recibieron TCPH repre-
sentaban un pequefo porcentaje!’?.

En pediatria la indicacién de TCPH en primera RC
contintia siendo controvertida. Segun los resultados
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del estudio Interfant 99, donde se evaluaron resulta-
dos de pacientes menores de 1 afios con LLA y reor-
denamientos de KMT2A, no se evidenciaron bene-
ficios con TCPH vs. tratamiento con quimioterapia,
a menos que los pacientes presentaran algin factor
de mal prondstico al diagnéstico [edad menor de
6 meses, recuento de leucocitos mayor de 300.000/
mm’, respuesta pobre a la prednisona o enfermedad
minima residual (EMR) detectable luego de la qui-
mioterapia de consolidacion]®.

La SG en pacientes pediatricos con LMA bajo los es-
quemas de tratamiento actuales es de alrededor del
60-70%, segun lo publicado en la literatura"”. Ge-
neralmente estos pacientes son tratados con esque-
mas quimioterapicos con altas dosis de citarabina y
consolidacién con TCPH segun el grupo de riesgo,
basados en caracteristicas citogenético-moleculares
al diagndstico y la respuesta al tratamiento, evaluada
a través del monitoreo de la EMR"®.

En 2019 De Moerloose y cols. publicaron los resul-
tados de un estudio multicéntrico (DB AML-01) de
112 pacientes pediatricos con diagndstico de LMA.
La sobrevida global de la cohorte fue del 74%. E1 25%
de los pacientes presentaba reordenamientos del gen
KMT2Ay, de ellos, el 14% presentaron una respues-
ta pobre a la terapia de induccién y el 10% fallecié
durante el primer curso de quimioterapia. Estas ca-
racteristicas establecieron que los reordenamientos
de KMT2A eran determinantes de peor prondstico
de SG. Si bien no se vieron resultados favorables en
aquellos pacientes que recibieron TCPH, concluyen,
que aquéllos con prondstico desfavorable serian
candidatos para recibirlo en primera RC®.
Balgobind y cols., publicaron en 2009 los resultados
de un grupo amplio de pacientes pediatricos con
LMA y reordenamientos de KMT2A. Todos los pa-
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cientes recibieron terapia de induccién con antraci-
clinicos y altas dosis de citarabina, y de los 756 pa-
cientes totales, 108 recibieron TCPH. En el andlisis
de multivarianza el TCPH no demostrd ser un pre-
dictor de mejor SLE y SG, otro trabajo limitado por
el escaso numero de pacientes que recibieron TCPH
comparado con el numero total de la cohorte®.
Segtn los resultados arrojados en un estudio co-
mandado por el Children's Oncology Group (Trial
AAMLO0531) en pacientes con LMA y reorde-
namientos de KMT2A"? la presencia de t(6;11)
(q27:q23), t(10;11)(p11.2:q23) y t(10;11)(p12:q23)
fueron predictores independientes de inferior SG y
SLE. Debido a que presentan un alto riesgo de recai-
da, deberia considerarse el TCPH en primera RC.
En coincidencia con lo reportado en la literatura,
en nuestro grupo de pacientes pudimos concluir
que los pacientes con reordenamientos de KMT2A
representan un grupo de alto riesgo, tanto en LLA
como LMA, pudiendo beneficiarse con TCPH en
primera RC, con el objetivo de prevenir la recaida
de la enfermedad, que representa la principal causa
de fallo al tratamiento y una pobre SG, mas alla de
las caracteristicas desfavorables de presentacién que
contribuyen a la evolucién térpida.

Conclusiones

Las LA con alteraciones en el gen KMT2A corres-
ponden a un grupo especial con pobre prondstico,
independientemente del subtipo génico involucra-
do. Los pacientes menores de 1 aio y, en especial, los
menores de 6 meses, presentaron las tasas de sobre-
vida mas pobres. El grupo de pacientes que recibié
TCPH mostré una tendencia a presentar mejores re-
sultados de sobrevida tanto en LLA como en LMA.

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

Los pacientes (pac) oncohematolégicos o con hemo-
patias primarias presentan un riesgo mayor de desa-
rrollar formas graves de COVID-19 y su evolucién
es desfavorable.

Los cuidados generales y la inmunizacién con
vacunas es la forma actual de proteccion para estos
pacientes.

Se analizé la presencia de anticuerpos IgG post
vacunacidon en 73 pacientes adultos oncohemato-
légicos o con hemopatias inmunes atendidos en un
hospital regional de Argentina. Los pacientes fueron
inmunizados con la vacuna Sputnik V, AstraZeneca
o Sinopharm. El 69% fue evaluado luego de una do-
sis y el resto después de dos.

Observamos que el 65% de los pacientes logro se-
roconversion IgG. En el analisis de las variables que
influyeron en la seroconversién y que lograron nive-
les >65% fueron: edad <60 afnos: 67%; sin tratamien-
to de quimioterapia al momento del analisis: 69%;
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remision completa de la enfermedad: 67%; 2 dosis:
68% y antecedente de haber padecido COVID-19
previo a la vacunacioén: 83%. Sin embargo, ninguna
de las variables present¢ diferencia estadisticamente
significativa en un analisis univariable.

La vacunacion anti SARS-Cov2 en estos pacien-
tes mostré una tendencia importante a la serocon-
version, siendo el principal factor haber tenido
COVID-19 previo a la vacunacion.

Abstract
Patients with oncohematological or primary hema-
tological diseases have a higher risk of developing
severe forms of COVID-19 and their evolution is
unfavorable.
General care and immunization with vaccines is
the current form of protection for these patients.
The presence of post-vaccination IgG antibodies
was analyzed in 73 oncohematological adult pa-
tients or with immune diseases treated at a regional



EFICACIA DE LA INMUNIZACION CONTRA SARS-COV2 EN PACIENTES CON HEMOPATIAS PRIMARIAS

hospital in Argentina. The patients were immunized
with the Sputnik V, AstraZeneca or Sinopharm vac-
cine. 69% were evaluated after one dose and the rest
after two.

We observed that 65% of the patients achieved
IgG seroconversion. In the analysis of the variables
that influenced seroconversion with achieved levels
>65% were: age <60 years: 67%; no chemotherapy
treatment at the time of analysis: 69%; complete
remission of the disease: 67%; two doses: 68% and
history of COVID-19 infection prior to vaccination:
83%. However, none of these variables showed a sta-
tistically significant difference in a univariate anal-
ysis.

The anti-SARS-Cov?2 vaccination in these patients
showed a significant tendency to seroconversion,
the main factor being COVID-19 infection prior to
vaccination.

Introducciéon

Desde el inicio de la pandemia se puso énfasis en
las particularidades que presentaban los pacientes
hematologicos en este contexto!”. Los primeros re-
portes mostraron que la mortalidad era mayor que
la poblacion general®.

A mas de un afo de iniciada la pandemia por CO-
VID-19 es sabido que la inmunidad mediada por
anticuerpos es central en la proteccién frente a la in-
feccion por SARS-CoV2. A partir de marzo del 2020
se determind que la infeccién genera anticuerpos
neutralizantes, de la misma manera que las infec-
ciones agudas respiratorias virales y por otras varie-
dades de coronavirus®. Estos anticuerpos generan
proteccion® y el virus es sensible a su presencia®. Y
tanto la entrada a la célula blanco que expresa ACE2,
como la replicacién viral son interferidas por la ac-
cién de anticuerpos especificos anti-proteina spike
(-S), o mas especificamente anti-proteina RBD o an-
ticuerpos neutralizantes®.

Los anticuerpos aparecen luego de 7-10 dias de la
exposicion al virus y el porcentaje de seroconver-
sion es variable, aunque se incrementa a medida
que transcurren las semanas. Luego de las 3 sema-
nas de instaurados los sintomas, el 90% aproxima-
damente de los infectados hacen seroconversién” y
en general se observa mayor titulo de anticuerpos
con la severidad de la infeccion por COVID-19®). A
pesar de que los niveles de anticuerpos dependen de
cada individuo y se observan niveles muy variables,
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inclusive de anticuerpos neutralizantes, la mayor
parte de los individuos convalecientes tienen una
inmunidad protectora limitada en el tiempo, dado
que los niveles de anticuerpos descienden paulati-
namente®. Se ha reportado que hasta 8 meses luego
de la enfermedad es posible detectar anticuerpos en
circulaciont?).

El monitoreo del nivel de anticuerpos en el tiempo
puede ser util para estrategias futuras de inmuniza-
cion y resulta una herramienta para la identificacion
de posibles donantes de plasma para uso terapéuti-
co, uno de los primeros tratamientos utilizados'?.
Con respecto a las vacunas anti SARS-Cov2, en to-
das ellas el objetivo es generar anticuerpos neutra-
lizantes, aunque no es el Gnico mecanismo efector,
dado que también deben inducir linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y linfocitos B y T de memoria™?.
Por lo tanto, una manera de evaluar la inmunoge-
nicidad conferida por las vacunas, tanto en ensayos
pre-clinicos como clinicos, es a través de la aplica-
cion de métodos seroldgicos que evalten la pre-
sencia de anticuerpos especificos. Sin embargo, es
importante considerar que la inmunidad mediada
por anticuerpos no es el Gnico mecanismo efector
inmune protector inducido por las vacunas. La in-
munidad celular es esencial para el control de una
infeccién viral y se ha observado que enfermedades
severas cursan con linfopenia y recuentos bajos de
linfocitos T circulantes!?.

Contar con métodos seroldgicos para evaluar la pre-
sencia de anticuerpos especificos se instal6 tempra-
namente como una necesidad contra la pandemia. A
partir de marzo de 2020 ya existian test seroldgicos
comerciales disponibles, y éstos permitian evaluar la
presencia en sangre de IgG o IgM anti-proteina -S,
-RBD (o neutralizantes)'®. Los ensayos para deter-
minar la funcionalidad de los anticuerpos anti-S o
anticuerpos neutralizantes tienen otras caracteristi-
cas y requieren de condiciones experimentales mas
sofisticadas, lo cual determina que no puedan ser
aplicados en forma masiva®®.

Ante la disponibilidad de vacunas en el pais a partir
de diciembre de 2020, se insistié para que los pa-
cientes con hemopatias sean declarados prioritarios
en su administracion. En la resolucién ministerial
del 12 de febrero del 2021 se incluyé a estos pa-
cientes en la lista de prioridad. Considerando que
tanto las vacunas de ARN, como vectores virales no
replicativos, no tienen riesgo de contagiosidad en
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inmunodeprimidos, no se esperaban efectos cola-
terales diferentes a la de la poblacién general, pero
poco se conocia sobre la efectividad de las mismas.
Los primeros reportes de seroconversion en pacien-
tes con leucemia linfatica créonica y mieloma mul-
tiple que recibieron vacunas a ARN indicaron una
menor tasa de efectividad que en la poblacién ge-
neral617),

Sin embargo, no existen reportes de efectividad con
varias de las vacunas que se estan aplicando en nues-
tro pais, por lo que resulta importante evaluar la
inmunogenicidad de las vacunas en una poblacién
de pacientes con hemopatias primarias asistidas en
nuestro hospital.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio prospectivo realizado sobre
pacientes vacunados que se asisten en el Hospital Ita-
liano La Plata (HILP). Las muestras fueron enviadas
para la deteccion de anticuerpos neutralizantes al
Laboratorio de Salud Pubica de la Facultad de Cien-
cias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata
(UNLP) y al Instituto de Estudios Inmunoldgicos y
Fisiopatoldgicos (IIFP) de la UNLP y CONICET. El
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protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el
Comité de Ftica del HILP. Los pacientes incluidos
en la investigacion firmaron un consentimiento in-
formado y las muestras fueron codificadas para su
identificacién.

Se analizaron muestras de 73 pacientes con patolo-
gias hematoldgicas que concurrieron a la consulta
consecutivamente entre abril y julio de 2021. Las
caracteristicas de los pacientes figuran en la tabla 1.
Todos son adultos con una edad media de 60 afios
y un rango entre 30 a 84. 30 mujeres y 43 hombres.
Se seleccionaron pacientes con diagnoéstico de cer-
teza de hemopatia primaria: 70 con enfermedades
oncohematolégicas (se utilizaron los criterios de
OMS 2016)"® y 3 con enfermedades inmunes (ane-
mia apldsica y trombocitopenia inmune). El 16 %
de los pacientes evaluados habia tenido COVID-19,
diagnosticado por RT-PCR en muestras de hisopado
nasofaringeo.

Los criterios de vacunacion aplicados fueron los vi-
gentes por la autoridad sanitaria. Los pacientes reci-
bieron las vacunas Sputnik V, AstraZeneca/Oxford
o Sinopharm. Se trata de dos vacunas a vectores
virales no replicativos (Sputnik V y AstraZeneca/

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas

Total n (%) 73 (100)
Edad media (rango) 60 (30-84)
Sexo

Femenino 30 (41)
Masculino 43 (59)
Patologia

Patologia inmune 3(4)
Leucemia linfatica cronica 7 (9)
Neoplasias mieloproliferativas cronicas 14 (19)
Sme mielodisplasicos 2(3)
Linfomas no Hodgkin 21 (29)
Linfoma Hodgkin 5(7)
Leucemias agudas 7 (10)
Discrasias de células plasmaticas 14 (19)
Tratamiento

Sin tratamiento 32 (44)
Terapia blanco 32 (44)
Quimioterapia Intensiva 9(12)
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Oxford) y una vacuna a virus completo inactivado
(Sinopharm).

Se obtuvieron muestras de sangre y los analisis se-
roldgicos se realizaron a partir de los 21 dias de la
primera dosis y luego de 14 dias de la segunda, en
los casos que la hubieran recibido.

Se compararon los resultados de serologia anali-
zando distintas variables de la enfermedad y los
tratamientos recibidos. Y se confrontaron con lo
publicado en los estudios pivotales de las vacunas
utilizadas*2*.

Le deteccion de los anticuerpos IgG anti-proteina
-S 'y -RBD (o neutralizantes) se realizé por método
de ELISA indirecto usando el kit COVIDAR cuali-
tativo. Dicho kit fue elaborado y distribuido por el
MINCYT y el CONICET para la utilizacién gratuita
en centros de salud tanto publicos como privados de
Argentina®).

Se utilizaron placas de microelisa recubiertas con
trimeros de proteina S y RBD, que fueron bloquea-
das e incubadas sucesivamente con 200 pL de una
dilucién 1:50 de plasma o suero durante 60 min a
37°C, y 100 pL de anticuerpos secundario (anti-IgG
humana en ratén conjugada a peroxidasa de raba-
no) durante 30 min a 37°C. Finalmente el desarrollo
de color se realizé por agregado de una solucién de
TMB durante 30 min a 37°C y la reaccién enzima-
tica se detuvo con dcido sulfirico 1M. La lectura de
densidad o6ptica (DO) se realizé a 450 nm y se em-
ple6 un lector de microplacas de ELISA BIORAD.
Se emplearon los controles que contiene el kit y se
realizaron los célculos del valor de corte segun las
indicaciones del fabricante. Finalmente el indice de

positividad (IP) se calculé comolarelacion DO_  /
valor de corte, considerandose positivo un valor >1.
Previamente el kit fue evaluado empleando un panel
de sueros negativos pre-pandémicos y sueros prove-
nientes de pacientes infectados con COVID-19 de
diferente severidad disponibles en nuestro laborato-
rio.

Los pacientes se dividieron en dos grupos, los que
lograron seroconversién por IgG y los que no lo
lograron, y se realiz6 un andlisis estadistico univa-
riado, con el programa Med-Calc v19, comparando
ambos grupos. Dependiendo el tipo de variable se
us6 test de Chi-Cuadrado para variables cualitati-
vas y test de Mann Whitney para variables cuanti-
tativas.

Resultados

En el trabajo se incluyeron pacientes con hemopa-
tias primarias como se indica en la figura 1: 29%
linfomas no Hodgkin (21 pac), 19% sindromes mie-
loproliferativos crénicos (14 pac), 19% discrasias de
células plasmaticas (14 pac), 10% leucemias agudas
(7 pac), 9% leucemia linfatica crénica (7 pac), 3%
sindrome mielodisplasico (2 pac), 7% linfomas Ho-
dgkin (5 pac), 4% enfermedades inmunes (3 pac).
Con respecto a los tratamientos que recibian, es-
taban sin tratamiento 32 pacientes (44%), recibian
tratamiento con drogas blanco 32 pacientes (44%) y
eran sometidos a quimioterapia 9 pacientes (12%).
Dentro de las terapias blanco, habian recibido tra-
tamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD20
en el altimo afio, 8 pacientes (11%). El detalle de los
tratamientos se muestra en la tabla 2.

Figura 1. Frecuencia de patologias

CaTralies ‘ PATOLOGIAS T
Monoclonales | Patologia Linfatica Cronica
e Inmune %
4%
| Leucemias Meoplasias
Agudas Mieloproliferativas
1096 Cronicas
19%
Linfoma
Hodgkin
7% Sme
Linfornas No Mielodisplasicos
3%
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Tabla 2. Lista de tratamientos

Terapias blanco n (%) Quimioterapia intensiva | n (%)
(drogas utilizadas) (esquemas utilizados)

Inhibidor de proteosoma 6 (19) R-CHOP 2(22)
Inmunomoduladores 5(16) R-ESHAP 3 (34)
Hipometilantes 3 (10) R-bendamustine 1(11)
Anticuerpo anti-CD20 2(6) Gemcitabine 2(22)
Inhibidores de tirosin kinasa 3 (10) Otros 1(11)
Antimetabolitos 7 (21)

Anticuerpo anti-CD30 2(6)

Inmunoglobulina anti-timocito 1(3)

Agonistas de TPO 1(3)

Eritropoyetina 1(3)

Triéxido de arsénico 1(3)

Habian recibido un trasplante autélogo de médula
6sea (TAMO) 6 pacientes (8%).

Segtn el estado al momento de la evaluacidn, se en-
contraban en remision completa de la enfermedad el
61% y presentaba alguin signo de la misma (remision
parcial, enfermedad estable o progresion) el 39%.
En el caso de los pacientes en remision completa,
ésta llevaba una duracién mayor a un ano en el 41%
de los casos. El 69% de los pacientes habia recibido
una sola linea terapéutica.

Con respecto a la vacunacion para COVID-19, 64
pacientes (87%) fueron vacunados con vacunas de
vector viral no replicativo (Sputnik V o AstraZene-
ca/Oxford) y con virus inactivados (Sinopharm) 9
pacientes (13%). Se les habia suministrado una sola
dosis al 69% y 2 dosis al 39%.

El tiempo entre el diagndstico de la hemopatia y el
momento de la vacunacion fue de 40 meses (media-
na), con un rango de 1 a 351, mientras que el tiempo
entre la vacunacion y la determinacion de anticuerpos
fue de 51,4 dias (mediana) con un rango de 21 a 144.
La seroconversion IgG global fue del 65% (I1C95%:
52,9-75,8). Se analizaron, ademads, diferentes varia-
bles (Tabla 3): en cuanto a la edad de los pacientes,
en los <60 afios se observo que el 67% lograron se-
roconversion contra 61% en >60 afios (P=0.7). En
hombres la positividad fue de 67% vs 60% en muje-
res (P=0.7). Con respecto al tratamiento, la serocon-
version se presento en el 69% de los pacientes fuera
de terapia, en el 62% de los que reciban drogas con
blanco y 55% en los que estaban bajo quimioterapia
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al momento de recibir la vacuna (P=0.7). De acuer-
do al estado de la enfermedad, los que estaban en
remision completa se detectd presencia de anticuer-
pos en el 67% vs 60% en los que presentaba signos
de enfermedad (P=0.7). Los 6 pacientes que habian
recibido un TAMO fueron positivos para anticuer-
pos. Los pacientes que dentro de su terapia habian
recibido anticuerpos anti CD20 en el dltimo afio
presentaron seroconversion en 50% de los casos.
Considerando la seroconversioén post-primera dosis
o post-esquema completo de vacunacién (2 dosis),
los resultados mostraron un 62% de positividad para
el primer grupo y 68% para el segundo (P=0.8).
También analizamos la seroconversion de acuerdo
al tipo de vacuna recibida. De los pacientes que re-
cibieron vacunas con vector viral no replicativo (64
pac), el 64% consiguié desarrollar anticuerpos vs
66% en los que recibieron vacunas con virus inacti-
vado (9 pac) (P=0.8).

Finalmente, los pacientes que habian sufrido CO-
VID-19 previo a la vacunaciéon presentaron anti-
cuerpos en el 83% de los casos (P=0.2).

Discusion

Desde el inicio de la pandemia se considerd a los
pacientes inmunodeprimidos con mayor susceptibi-
lidad de contraer el virus y severidad en su presen-
tacion. Las medidas de cuidado general son transi-
torias y solo afectan la transmision viral, mientras
que la inmunidad conferida por las vacunas previe-
ne la enfermedad sintomatica, severa e inclusive la
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Tabla 3. Resultados, comparacion entre grupo IgG positivos vs IgG negativos

IgG positivos IgG negativos p
Total n (%) 47 (65) 26 (35)
Edad media -rango 60 [32-84] 60 [30-84] 0,7136
>60 afos 24 (61) 15 (49)
<60 afos 23 (67) 11 (23) 0.7652
Sexo
Femenino 18 (60) 12 (30) 0,6856
Masculino 29 (67) 14 (27)
Tratamiento
Sin tratamiento 22 (69) 10 (31)
Terapia blanco 20 (62) 12 (38) 0.7329
Quimioterapia 5(55) 4 (45)
Status actual
Remision completa 30 (67) 15 (33) 0,7909
Remision parcial 17 (60) 11 (40)
TAMO <1 afio 6 (100) 0 (0) 0,6908
Anticuerpo anti-CD20 <1 afio 4 (50) 4 (50) 0,6107
Remision completa >1 afo 18 (60) 12 (40) 0,6856
Lineas de tratamiento
0-1 30 (59) 21 (41) 0,2135
mas de 2 17 (74) 5(26)
Vacuna - plataforma
Vector viral no replicativo 41 (64) 23 (36) 0,8267
Virus inactivado 6 (66) 3 (34)
Ne dosis
1 32 (62) 19 (38) 0,8581
2 15 (68) 7(32)
Tiempo e/ diagnoéstico de enf. 48 [1-179] 69 [2-351]
hematoldgica y vacunacién 0,3406
(meses), media [rango]
Tiempo entre 12 dosis y medi- 53,7 [21-144] 52,2 [21-111]
cion serologica (dias), media 0,518
[rango]
Antecedente de COVID19 10 (83) 2(17) 0,2421

muerte, y esta proteccion se mantiene por un tiempo
que actualmente desconocemos con exactitud. La
inmunidad conferida por las vacunas evita la re-in-
feccion sintomatica y es necesaria para que estos
pacientes puedan continuar con sus tratamientos y
reinsertarse en una vida normal. Sin embargo, no se
tiene certeza sobre el impacto de la vacunacion en

HEMATOLOGIA « Volumen 25 Ne 3: 18-25, 2021

pacientes con desérdenes hematolégicos o inmuno-
légicos, dado que su enfermedad de base y las te-
rapias recibidas producen inmunodepresion severa.
También es cierto que en los trabajos publicados de
fase 3 de las vacunas, los voluntarios son individuos
que, dentro de sus comorbilidades, no presentaban
hemopatias o estados de inmunosupresion.
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En la publicacién de Logunov y col®), sobre el de-
sarrollo fase 3 de la vacuna Sputnik V (Gam-CO-
VID-Vac), el porcentaje de apariciéon de anticuerpos
IgG anti-RBD en los 14964 voluntarios vacunados,
fue del 98%. Voysey M y col.?) que publican la efec-
tividad de la vacuna AstraZeneca (AZD1222) y sus
estudios de fase 2, demuestran una capacidad de ge-
nerar anticuerpos del 91%“? y posteriormente en el
estudio fase 3 se demostrara su eficacia. La publica-
cion de Shengli X y col®), de la vacuna Sinopharm
(BBIBP-CorV) mostr6 un porcentaje de seroconver-
sién del 95% luego de la 6 semana de la aplicacion.
Inclusive en nuestro pais, en personal de salud que
fue vacunado con Sputnik V, observamos una tasa
de seroconversion del 94% luego de la primera dosis
y 100% luego de las segunda, a los 21 dias de aplica-
da cada una de ellas®. Estas mismas vacunas pro-
bablemente tendrian un menor porcentaje de positi-
vidad en pacientes con hemopatias.

Existen trabajos que caracterizan la respuesta in-
mune post-vacunacion en pacientes con desdrdenes
oncohematolégicos. Herishanu y col."® describie-
ron en Israel el efecto de BNT162b2 sobre pacientes
con leucemia linfatica crénica y observaron que la
respuesta se encuentra marcadamente comprometi-
da en comparacién con poblacién sana. Asimismo,
esta respuesta se ve afectada por enfermedad acti-
va y el tratamiento al momento de la vacunacion.
Observaron en 167 pacientes que, a 21 dias de la
segunda dosis de esta vacuna a ARNm, la tasa de se-
roconversion fue del 39.5%, mientras que este valor
descendi6 al 16% cuando fueron vacunados durante
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el tratamiento. Observaron que ningun paciente con
terapia anti-CD20 respondi6 a la vacunacion.

La falta de una respuesta inmune 6ptima frente a las
vacunas lleva a considerar la posibilidad de evaluar
una estrategia distinta de vacunacién mediante la
aplicacion de una tercera dosis de refuerzo antes del
ano de iniciada la vacunacidn, o inclusive de asegu-
rar la vacunacion de su entorno mas cercano y extre-
mar las medidas de proteccion personal.

La situaciéon de inmunizar adecuadamente a los pa-
cientes oncohematoldgicos es un tema abierto. De
acuerdo a nuestra experiencia en 73 pacientes la
positividad fue menor que en la poblacién general
(65%). Las variables que consiguieron un porcentaje
mayor fueron: edad <60 afos: 67%; sin tratamiento
activo en el momento de la vacunacién: 69%; remi-
sién completa de su enfermedad: 67%; esquema de
vacunacion completo: 68% y antecedente de enfer-
medad COVID19: 83%. Estos hallazgos, si bien no
muestran una significancia estadistica, reflejan una
tendencia numeérica.

Es cierto que la mayoria de los pacientes habia re-
cibido una dosis, de acuerdo a la politica sanitaria
instrumentada en nuestro pais. Pero cuando se ana-
liza a los pacientes que recibieron 2 dosis no existe
una diferencia estadisticamente significativa en el
aumento de la aparicion de anticuerpos.

Un analisis con mayor nimero de pacientes con
hemopatias es necesario para una conclusion, pero
el reporte puede resultar util para una conducta de
manejo y establecer pautas de control y cuidado par-
ticular.

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

Comparamos retrospectivamente el trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas (alo-
TCPH) con la quimioterapia como terapia de pos-
tremisidon en pacientes adultos con leucemia mie-
loblastica aguda (LMA) de riesgo intermedio o
desfavorable. Identificamos una cohorte de pacien-
tes de 16 a 65 afos diagnosticados entre 2014 y 2020
en 19 centros argentinos. Comparamos la supervi-
vencia libre de recaida (SLR), la supervivencia glo-
bal (SG) y la incidencia acumulada de recaida (ICR)
a los 3 aflos en pacientes con LMA en primera RC
tratados con alo-TCPH vs quimioterapia como es-
trategia de postremision y por subgrupos: pacientes
mayores o menores de 50 aflos y por grupo de riesgo
citogenético. En total, 306 pacientes lograron res-
puesta completa (RC). De éstos, 118 pacientes (39%)
consolidaron con TCPH. En toda la cohorte de pa-
cientes, el alo-TCMH demostré superioridad en
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términos de SLR (HR ajustada: todos los pacientes,
0,49 (IC del 95%, 0,32 a 0,75) y SG (HR ajustada: to-
dos los pacientes, 0,53 (95 % IC, .35-.85)); asi como
una menor ICR (HR ajustada: todos los pacientes,
.26 (95% IC, .15-.47)) versus la consolidacién con
quimioterapia. Las diferencias fueron significativas
en el andlisis multivariado para SG, SLR y ICR en
pacientes menores de 50 afios y riesgo citogenético
intermedio. En pacientes mayores de 50 aios hay
una tendencia no significativa a favor del trasplante,
mientras que en pacientes con riesgo desfavorable se
encuentran diferencias significativas a favor del tras-
plante en el andlisis univariado.

Abstract

We retrospectively compared allogeneic hema-
topoietic stem cell transplantation (allo-HSCT)
with chemotherapy as a post-remission therapy of
adult patients with intermediate or poor risk acute



TRASPLANTE ALOGENICO VERSUS QUIMIOTERAPIA COMO TERAPIA DE POSTREMISION EN PACIENTES ADULTOS DE RIESGO
INTERMEDIO Y DESFAVORABLE CON LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA.

myeloid leukemia (AML). We identified a cohort
of patients aged 16 to 65 years diagnosed between
2014 and 2020 in 19 Argentinian centers. We com-
pared relapse-free survival (RFES), overall survival
(OS) and the cumulative incidence of relapse (CIR)
at 3 years, in patients with AML in first CR treat-
ed with allo-HSCT vs chemoterapy as post-remis-
sion strategy and by subgroups: patients older or
younger than 50 years and cytogenetic risk group.
Overall, 306 patients achieved a CR1. Of these, 118
patients (39%) underwent HSCT. In the entire pa-
tient cohort, allo-HSCT demonstrated superiority
in terms of relapse free survival (adjusted HR: all
patients, .49 (95% CI, .32-.75) and overall survival
(adjusted HR: all patients, .53 (95% CI, .35-.85)); as
well as a lower incidence of relapse (adjusted HR: all
patients, .26 (95% CI, .15-.47)) versus consolidation
with chemotherapy. The differences were significant
in the multivariate analysis for OS, RFS and CIR in
patients under 50 years of age and intermediate cy-
togenetic risk. In patients older than 50 years there
is a non-significant trend in favor of transplantation,
while in patients with poor risk, significant differ-
ences were found in favor of transplantation in the
univariate analysis.

Introduccion

El trasplante alogénico de células progenitoras he-
matopoyéticas (alo-TCPH) constituye la mejor es-
trategia terapéutica posterior a la obtencién de la
primera respuesta completa (RC) en pacientes con
diagnostico de leucemia mieloblastica aguda (LMA)
W), Su capacidad de reducir el riesgo de recaida se
fundamenta en la actividad de la quimioterapia
utilizada en el esquema de acondicionamiento, asi
como en el efecto injerto vs leucemia. El aumento en
la mortalidad relacionada al procedimiento debe ser
considerado en relacion a los resultados obtenidos
con quimioterapia (QMT) como estrategia de con-
solidacion®.

Los pacientes de riesgo favorable (ELN2017) no se
benefician del alo-TCPH en primer RC por el riesgo
bajo de recaida comparado con el riesgo de morta-
lidad asociado al procedimiento®, excepto en caso
de enfermedad residual medible positiva (ERM+)
post 2 ciclos de inducciéon. Los pacientes con riesgo
desfavorable (ELN2017) tienen alto riesgo de recai-
da (70-90%), por lo que se indica el alo-TCPH para
mejorar la sobrevida®. Aquéllos de riesgo interme-
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dio (ELN2017) son considerados para alo-TCPH

en la actualidad, aunque la negatividad de la EMR

puede redefinir la estrategia de consolidacion.

Al decidir consolidar con alo-TCPH debe haber un

beneficio en la sobrevida libre de recaida de al me-

nos el 10% comparado con la quimioterapia®.

No hay publicaciones en Argentina comparando

ambos métodos de consolidacién en LMA en pri-

mera RC.

Los objetivos del trabajo fueron:

 Evaluar sobrevida libre de recaida (SLR), sobre-
vida global (SG) y la incidencia acumulativa de
recaida (ICR) a 3 aflos, en pacientes con LMA en
primera RC con riesgo citogenético intermedio
(RI) y riesgo citogenético desfavorable (RD) tra-
tados con alo-TCPH vs QMT como estrategia de
postremision.

« Evaluar la SLR, SG e ICR a 3 afos, del alo-TCPH
vs QMT como estrategia de postremision por
subgrupos: pacientes mayores o menores de 50
afios y en aquEllos de RI o RD.

Material y métodos

Se analizd retrospectivamente una cohorte de 1101
pacientes con LMA no promielocitica de 19 centros
de Argentina en el periodo comprendido entre ene-
ro 2014 a diciembre 2020. Se evaluaron pacientes de
16 a 65 afios, con citogenético de RI y RD (segtin
MRC), en RC morfoldgica posterior a tratamiento
intensivo con quimioterapia (esquema 7/3 y dosis
altas de citarabina en caso de requerir 2 lineas de
induccién). Un total de 306 pacientes cumplia con
estos criterios y fueron analizados en el estudio. Los
pacientes recibieron consolidacion con dos a cuatro
ciclos de QMT con altas dosis de citarabina +/- an-
traciclinas) o 1 ciclo de QMT seguido de alo-TCPH
(relacionado histoidéntico, no relacionado o haploi-
déntico; con acondicionamiento mieloablativo o de
intensidad reducida) de acuerdo a la disponibilidad
de donante y al riesgo citogenético. El seguimiento
comenzd el dia +60 de obtenida la respuesta com-
pleta. El acondicionamiento, la profilaxis para EICH
y los cuidados de soporte se realizaron de acuerdo a
los protocolos de cada centro de trasplante.

Las variables categéricas fueron comparadas por test
chi2 y las continuas por test de Mann-Whitney. La
SG se calculé desde la fecha de RC hasta la fecha de
muerte por cualquier causa. La SLR se defini6 como
el tiempo desde la RC hasta la fecha de recaida o
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ARTICULO ORIGINAL

Proceso de seleccion de pacientes

muerte de cualquier causa. Las funciones de SG y
SLR se estimaron con el método de Kaplan-Meier y
su comparacion se evalué mediante la prueba de log-
rank. Para evaluar los efectos independientes sobre
la SG y SLR en un analisis multivariado se proyecto6
un estudio de regresién multiple de Cox. La tasa de
recaida fue estimada con incidencia acumulada de
eventos competitivos y prueba de Gray, consideran-
do recaida como evento de interés y muerte como
evento competitivo.

Resultados

La muestra fue de 306 pacientes, de los cuales 188
(61%) y 118 (39%) recibieron QMT y alo-TCPH
como estrategia de postremision. De los 118 alo-
TPH fueron histoidénticos relacionados 54 (45.8%),
no relacionados 10 (8.40%) y haploidénticos
54(45.8%). Con respecto a las caracteristicas de los
pacientes en el grupo alo-TCPH, los pacientes eran
mas jovenes, con mads LMA secundarias, de riesgo
citogenético adverso y flt3-ITD+ (Tabla 1). La me-
diana de seguimiento fue de 15.2 meses.

Los resultados del analisis de SG, SLR, ICR global y
por subgrupos acorde a edad y riesgo citogenético a
3 afos se muestran en la figura 1.

El analisis multivariado se informa en la tabla 2.
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Discusion

La LMA es la indicaciéon mas importante para alo-
TCPH. La decision de realizar o no un alo-TCPH
se ve obstaculizada por la falta de estudios aleato-
rizados comparando estrategias de posremision en
LMA en primera RC.

No hay estudios en Argentina comparando la tera-
pia de posremision en LMA.

En la muestra analizada de 306 pacientes con LMA
en primera RC, el trasplante alogénico demostré su-
perioridad en términos de SLR y SG asi como menor
ICR versus la consolidacién con quimioterapia. Las
diferencias fueron significativas en el analisis multi-
variado para SG, SLR e ICR en menores de 50 afios
y riesgo citogenético intermedio. En mayores de 50
afnos existe una tendencia no significativa a favor del
trasplante, mientras que en pacientes con RD se en-
contraron diferencias significativas a favor del tras-
plante en el andlisis univariado.

Es para tener en cuenta que el 45.8% de los pacientes
asignados a alo-TCPH recibieron trasplante haploi-
déntico.

Tres meta-analisis reportaron SG superior en el gru-
po alo-HSCT en los grupos con citogenético inter-
medio®, en el grupo con citogenético adverso®y en
ambos grupos®. En estos estudios la mayoria son
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Consolidacion posremision
Caracteristicas n (%) Quimioterapia Trasplante alogénico P
Pacientes 188 (61) 118 (49)
Edad media-rango 46,7 (17-65) 44,7 (17-65) 0,0943
Femeninos 86 (46) 64 (54) 0,1838
Masculinos 102 (54) 54 (46)
Leucocitos media-rango 18700 (100-360000) 12000 (952-500000) 0,0377
LMA de novo 148 (79) 84 (71) 0,173
LMA secundaria 40 (21) 34 (29)
Riesgo intermedio n217 139 (88) 78 (75) 0,0108
Riesgo desfavorable n43 18 (12) 25 (25)
FLT3-ITD positivo n54 28 (19) 26 (25) 0,2906
FLT3-ITD negativo 119 (81) 76 (75)
nl95
EMR positiva n85 52 (30) 33 (29) 0,9823
EMR negativa n201 121 (70) 80 (71)
Figura 1. Resultados: SG, SLR e ICR en la cohorte total a 3 afios
~ Muestra: 306 pacientes (QMT: 188; TCPH: 118)
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Resultados: SG, SLR e ICR en riesgo intermedio a 3 afios

Superdvencia (%)

: 217 pacientes (QMT: 139; TCPH: 78)

HR crudo: 0,78
1C95%: 0,53-1,15
p 0,22

Supervenca (%)

HR crudo: 0,67
1C95%: 0,48-0,96
p 0,03

100- Sarvival protabiity (%)

HR crudo: 0,4
1C95%: 0,26-0,62
p 0,0003

Resultados: SG, SLR e ICR en riesgo desfavorable a 3 afos
1: 43 pacientes (QMT: 25; TCPH: 18)

HR crudo: 0,38
1C95%: 0,16-0,89
p0,0124

Swperivencia (%)

HR crudo: 0,4
1C95%: 0,18-0,89
p 0,0130

100 - Survival probebiity (%)
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HR crudo: 0,37
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Resultados SG, SLR e ICR en menores de 50 afios a 3 afios

‘Muestra: 171 pacientes (QMT: 98; TCPH: 73)

zol

HR crudo: 0,63
1C95%: 0,49-0,99
p 0,05
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Resultados SG, SLR e ICR en mayores de 50 aios a 3 afios
_ Muestra: 171 pacientes (QMT: 98; TCPH: 73)
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Tabla 2. Resultados de SG, SLR e ICR comparando alo-TCPH vs QMT (HR ajustado)
HR ajustado por edad, riesgo citogenético, flt3+/-, EMR al final de induccién +/-, recuento de leucocitos,
de novo o secundaria.

SG SLP ICR
HR |[IC95% | p [HRajus-|IC95% | p HR |[IC95% | p
ajustado tado ajustado
Poblacion global n306
alo-TCPH(n118)| 0,53 ]0,35-0,85(0,0067 | 0,49 ]0,32-0,75(0,0012| 0,26 [0,15-0,47[<0,0001
vs QMT (n188)
Edad >50 n135
alo-TCPH (n45) 0,61 0,31-1,2 1 0,1582| 0,63 ]0,33-1,19{0,1592| 0,34 |0,14-0,83| 0,0185
vs QMT (n90)
Edad <50 n171
alo-TCPH (n73) 0,51 10,27-0,96(0,0380| 0,41 |0,22-0,75]0,0045( 0,24 ]0,11-0,51| 0,0002
vs QMT (n98)
Riesgo intermedio n217
alo-TCPH (n78) 0,59 10,36-0,97(0,0404| 0,51 [0,32-0,82]0,0061 | 0,22 |0,11-0,44|<0,0001
vs QMT (n139)
Riesgo desfavorable n43
alo-TCPH (n25) 0,33 10,08-1,310,1200| 0,35 [0,09-1,26| 0,1109 0,3 [0,06-1,43| 0,1344
vs QMT (n18)

pacientes que se trasplantaron en la década del 90 y
extrapolarlos a la actualidad para comparacion se di-
ficulta debido al uso restringido de donantes histoi-
dénticos no emparentados, sin trasplantes haploidén-
ticos, el nimero limitado de trasplantes de intensidad
reducida y la edad mas joven de los pacientes.

El valor del trasplante fue dificil de confirmar debi-
do al nimero limitado de pacientes en cada estudio,
muchos pacientes asignados a alo-TCPH no lo pu-
dieron realizar como asi también pacientes asigna-
dos a quimioterapia en primer RC pueden haberse
beneficiado de un trasplante en segunda RC.

Mas recientemente se ha comparado TCPH (inclu-
yendo trasplante de intensidad reducida y no rela-
cionado) vs QMT en poblaciones seleccionadas de
diferentes edades, Sin embargo no demostraron cla-
ramente un beneficio en la SG dentro de los subgru-
pos citogenéticos”.

Ostgard y col utilizaron el Registro Danés de Leuce-
mia Aguda para evaluar 1031 pacientes de RI y RD,
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menores de 70 aflos entre el 2000 y 2014, de los cua-
les el 19% recibié alo-TCPH en 12 RC. Los pacientes
asignados a trasplante eran mas jévenes, con menos
comorbilidades pero con mas pacientes con carioti-
po adverso. Con una mediana de seguimiento de 2.2
anos la ICR fue menor yla SG y SLR fue mas prolon-
gada en los que recibieron alo-TCPH en los subgru-
pos de riesgo intermedio o adverso, como también
en los mayores o menores de 60 afios!'”.

Avances recientes permiten el trasplante haploidén-
tico o discordante en aquellos pacientes sin donante
histoidéntico o que requieren trasplante de urgen-
Cia(ll-IS).

Los resultados presentados en nuestro trabajo con-
firman el beneficio del trasplante en este grupo de
pacientes, debiendo siempre basarse la indicacion
en el riesgo individual de cada caso, teniendo en
consideracion caracteristicas propias del paciente
asi como de la enfermedad que permitan definir con
precision el riesgo y beneficio del procedimiento.
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Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar la correlacion de
los resultados de dimero D (DD) obtenidos en una
serie de muestras de pacientes COVID-19 por los
4 métodos utilizados en 3 laboratorios. Poblacion:
39 pacientes consecutivos con rt-PCR positiva para
COVID-19, ingresados al Hospital Universitario
Austral (HUA) y Hospital Solidario COVID Austral,
en octubre 2020; 22 hombres y 17 mujeres. Edad: 12-
82 afos, con una media de 52 afios. Las 46 muestras
de plasma citratado obtenidas fueron procesadas
inmediatamente en el centro 1 (HUA), alicuotadas
y congeladas a -70°C para su derivacion a los otros
centros. Determinacién de DD: Centro 1: VIDAS®
DEX2, equipo VIDAS 3 (BioMérieux) (Método A).
Centro 2: Innovance D-dimer, equipo CS 2500 (Sie-
mens) (Método B). En el centro 3 fueron procesa-
das por Liatest DDi plus, equipo STA Compact Max
(Stago) (Método C) y por HemosIL D dimer, equipo
ACL TOP 500 (Instrumentation Laboratory) (Mé-
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todo D). Para el andlisis estadistico se utilizé el EP
Evaluator®: comparaciéon de multiples instrumentos
y comparacién de 2 instrumentos. Los niveles de
DD encontrados para el método A: media 3833 ng/
ml FEU (rango: 170-34390); método B: media: 4567
ng/ml FEU (180-36910); método C: media: 3916 ng/
ml FEU (189-28520); método D: media: 3429 ng/ml
FEU (230-15046) (se convirtio el resultado obteni-
do en unidades DD a unidades FEU utilizando un
factor de conversion 2). La prueba de comparacion
de maltiples instrumentos, utilizando un Error Total
permitido (ETa) de 34.53%, calculado por variabili-
dad biolégica minima para el método A (considera-
do de referencia), mostro6 que las diferentes metodo-
logias no eran comparables. Al comparar cada una
de las metodologias B, C y D vs A, la comparacién
VIDAS® DEX2 vs Liatest DDi plus mostré un coefi-
ciente de correlacion: (R) 0.9501, pendiente: 0.941
(0.850-1.031), intercepto: 310.1 (-375.5-995.8). El
resto de las comparaciones mostraron coeficientes
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de correlacién menores de 0.86. Si bien hubo una
coincidencia del 80% (37/46) entre las diferentes
metodologias cuando se compararon pacientes con
valores mayores al nivel de corte (500 ng/ml FEU),
la proporcién del aumento de DD respecto al limite
superior normal (LSN) fue diferente para cada mé-
todo. Por lo tanto, en nuestra serie de muestras de
pacientes COVID-19, los 4 métodos para la deter-
minacion cuantitativa de DD no son comparables,
coincidiendo con lo descripto en la bibliografia para
otras patologias. Por este motivo no se deberian ex-
trapolar valores de corte absolutos o en funcion del
LSN entre los diferentes métodos.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the correlation
of D-Dimer (DD) results obtained in a series of sam-
ples from COVID-19 patients by 4 methods used in
3 laboratories. Population: 39 consecutive patients
with positive rt-PCR for COVID-19, admitted to
Hospital Universitario Austral (HUA) and Hospital
Solidario COVID Austral, in October 2020; 22 men
and 17 women. Age: 12-82 years, with an average of
52 years. The 46 citrated plasma samples obtained
were immediately processed in center 1 (HUA), ali-
quoted and frozen at -70 ° C for their referral to the
other centers. Determination of DD: Center 1: VI-
DAS® DEX2, VIDAS 3 unit (BioMérieux) (Method
A). Center 2: Innovance D-dimer, in CS 2500 (Sie-
mens) (Method B). In center 3, they were processed
by Liatest DDi plus, in STA Compact Max (Stago)
(Method C) and by HemosIL D dimer, in ACL TOP
500 (Instrumentation Laboratory) (Method D). The
EP Evaluator® was used for statistical analysis: com-
parison of multiple instruments and comparison of
2 instruments. The levels of DD found for method A:
mean 3833 ng / ml FEU (range: 170-34390); meth-
od B: mean: 4567 ng / ml FEU (180-36910); method
C: mean: 3916 ng / ml FEU (189-28520); method
D: mean: 3429 ng / ml FEU (230-15046) (the result
obtained in DD units was converted to FEU units
using a conversion factor of 2). The multiple instru-
ment comparison test, using a Total Allowable Error
(TEa) of 34.53%, calculated by minimal biological
variability for method A (considered as reference),
showed that the different methodologies were not
comparable. When comparing each of the method-
ologies B, C and D vs A, the comparison VIDAS®
DEX2 vs Liatest DDi plus showed a correlation co-
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efficient: (R) 0.9501, slope: 0.941 (0.850-1.031), in-
tercept: 310, 1 (-375.5-995.8). The rest of the com-
parisons showed correlation coefficients less than
0.86. Although there was an 80% (37/46) agreement
between the different methodologies when compar-
ing patients with values greater than cut off (500 ng /
ml FEU), the proportion of the increase in DD with
respect to the upper limit of normal (ULN) was dif-
ferent for each method. Therefore, in our series of
COVID-19 patient samples, the 4 methods for the
quantitative determination of DD are not compara-
ble, coinciding with what is described in the bibliog-
raphy for other pathologies. For this reason, abso-
lute or ULN cutoff values should not be extrapolated
between the different methods.

Introduccion

El dimero D (DD) es un marcador de activacion de
la coagulacion y de la fibrindlisis. El mismo se pro-
duce a partir del fibrinégeno, por la accién secuen-
cial de la trombina, el factor XIII activado (FXIIIa)
y la plasmina. Como resultado se obtienen un con-
junto heterogéneo de productos de degradaciéon de
la fibrina, con distintos pesos moleculares y que con-
tienen por lo menos un enlace entre dos dominios D
de dos moléculas de fibrinégeno?. El ensayo de DD
es una herramienta del laboratorio util para excluir
enfermedad tromboembolica venosa en pacientes
con probabilidad clinica baja o moderada, segun
indices de Wells o Ginebra, en donde la determina-
cién de DD tiene un alto valor predictivo negativo®.
Debido a la importancia de esta prueba de labora-
torio en la toma de decisiones clinicas, un nimero
considerable de diferentes ensayos de DD han sido
desarrollados por la industria de diagnoéstico. Los
mismos varian desde inmunoensayos enzimaticos
clasicos y avanzados a inmunoensayos con latex, y
también se han desarrollado métodos de tipo “Point
Of Care Test” (POCT). Los ensayos de tltima gene-
racion son faciles de realizar y se pueden adaptar en
la rutina de los autoanalizadores de laboratorio. De
acuerdo con los resultados de la encuesta sobre DD
en Latinoamérica realizada por el Subcomité de Al-
teraciones de la Fibrinolisis del Grupo Cooperativo
Latinoamericano de Hemostasia y Trombosis (Gru-
po CLAHT), presentados en el XXVI Congreso del
Grupo CLAHT de Costa Rica en 2019, los ensayos
de laboratorio mas utilizados son los inmunoturbi-
dimétricos (62%) y enzimoinmunoensayos con fluo-
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rescencia ELFA (Enzyme-Linked Immunofluorescen-
ce Assay) (14%)™. Los ensayos para el antigeno DD
utilizan anticuerpos monoclonales que reaccionan
con los epitopes encontrados en el fragmento DD
de la fibrina, pero no con el dominio D del fibriné-
geno u otros productos de degradacién del fibriné-
geno. Los anticuerpos reaccionan con los epitopes
conformacionales generados por el enlace inducido
por el FXIIIa de los dominios D adyacentes dentro
de un polimero de fibrina. Para algunos anticuerpos
monoclonales, la degradacién de la fibrina reticulada
por la plasmina es un requisito adicional para la ge-
neracidn del epitope. En muestras clinicas de plasma,
los ensayos detectan una variedad de compuestos de
degradacion de la fibrina de diferentes pesos molecu-
lares, incluido el fragmento DD, asi como productos
de degradacion de fibrina de mayor peso molecular
y oligémeros X de la fibrina. Debido a las diferencias
en la reactividad del epitope, la armonizacion de los
ensayos de DD solo se puede lograr con calibrado-
res que contengan una variedad similar de productos
derivados de la fibrina reticulada. Aunque los dife-
rentes ensayos de DD son ampliamente utilizados
con éxito, la falta de comparabilidad entre los dife-
rentes métodos ha sido observada tanto en estudios
clinicos como en los resultados de los programas de
evaluacion externa de la calidad. Esto dificulta el in-
tercambio de resultados del mismo paciente entre di-
ferentes laboratorios utilizando diferentes métodos,
asi como la comparacion de los resultados de dife-
rentes estudios clinicos. Esta variacion numérica en
los resultados de las pruebas se debe principalmente
a la heterogeneidad de los productos de degradacion
de la fibrina en muestras de pacientes y la diferente
especificidad de los distintos anticuerpos utilizados
en los ensayos disponibles comercialmente para DD.
Aunque este problema es complejo, existe la necesi-
dad de lograr la comparabilidad de los resultados de
las pruebas del DD. Aunque se han hecho numerosos
esfuerzos, hasta el momento no se ha logrado estan-
darizar ni tampoco armonizar los resultados de estos
ensayos®”.

En los distintos ensayos se utilizan dos tipos de ca-
libradores y, en consecuencia, existen dos tipos de
unidades en que se expresan los resultados de DD:
las unidades equivalentes de fibrinégeno (FEU en
inglés), y las unidades dimero D (DDU en inglés).
Las unidades DDU expresan el peso del fragmento
de DD propiamente dicho, en cambio las unidades
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FEU expresan el peso del fragmento en términos
del fibrinégeno convertido en fibrina, de la cual el
DD proviene. Ademais los resultados se expresan en
distintas unidades de concentracién: ng/mL, mg/L,
ug/mL y otras. El Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) es una organizacién sin fines de lu-
cro que promueve el desarrollo y el uso de normas
y pautas de consenso de laboratorio. Segun la guia
CLSI H59: “A Quantitative D-dimer for the Exclusion
of Venous Thromboembolic Disease”, los resultados
deben informarse en las unidades que especifica el
fabricante y no deben convertirse®.

Dimero D y COVID-19. Los pacientes con la infec-
cién moderada o severa por el SARS-CoV-2 pueden
presentar en su evolucién una coagulopatia asociada
al COVID-19 o CAC, que se caracteriza por un es-
tado protrombético. El DD ha sido propuesto como
un marcador de laboratorio de utilidad prondstica al
ingreso y durante la internacién como marcador de
severidad de la enfermedad. Diferentes estudios han
encontrado niveles de DD elevados de forma signi-
ficativa en pacientes con COVID-19 grave, en com-
paracion con aquéllos cuyos sintomas fueron mas
leves y con los sujetos sanos: Lippi y Plebani® infor-
maron que el DD estuvo aumentado en un 36-43%
de los pacientes segtn diferentes reportes. Guan y
col!?, presentaron en New England Journal of Me-
dicine un estudio retrospectivo con 1099 pacientes
de 552 hospitales de China, en donde analizaron las
caracteristicas clinicas de la enfermedad provocada
por el COVID-19. Los niveles de DD se encontra-
ron elevados en el 46% de todos los pacientes, en el
60% de los pacientes que presentaron enfermedad
severay en el 69% de los pacientes que alcanzaron el
punto final primario compuesto: admisién en uni-
dad de cuidados intensivos (UCI), requerimiento de
ventilacién mecdnica o muerte. En un metaanalisis
de 23 articulos publicado en junio del 2020 por Bao
y col™, el DD estuvo aumentado en un 29%, 534
de 1845 pacientes. En los casos severos el DD estu-
vo elevado 2.74 veces, con respecto a los no severos
(1.29 vs 0.47 mg/L). En un analisis "pooleado” rea-
lizado a partir de 4 estudios y publicado por Lippi
y Favaloro!"?, propusieron que un DD de 3.0 mg/L
0 6 veces el limite superior normal (LSN) podria
ser considerado como valor de corte de severidad
de la enfermedad. Zhou y col"® analizaron el curso
clinico y los factores de riesgo para mortalidad en un
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estudio de cohorte retrospectivo con 191 pacientes
internados con COVID-19 en China. Encontraron
que en un analisis multivariado los pacientes con un
DD >1 ug/ml al ingreso o 2 veces el LSN tenian 18
veces mas riesgo de mortalidad, con un p valor sig-
nificativo (p=0.0033). En abril 2020, Zhang y col"¥,
en los 343 pacientes analizados, encontraron que la
mortalidad hospitalaria fue significativamente ma-
yor (HR: 51.5, p<0.001) en pacientes con DD > 2.0
ug/ml o 4 veces el LSN al ingreso, que en aquéllos
que tenfan DD < 2.0 ug/ml al ingreso. Hasta este
momento la recomendacién de los expertos de mo-
nitorizar los niveles de DD al ingreso y cada 24-48h,
como herramienta en la evaluacion del pronéstico y
de la progresiéon de la enfermedad tuvo una fuerza
de recomendacion débil a favor™. En otro estudio
retrospectivo presentado por Lodigiani y col(16),
pudimos observar la evolucidn de los valores de di-
mero D de 388 pacientes durante la internacién en
un hospital académico de Milan, comparando los re-
sultados obtenidos en distintos escenarios en los pa-
cientes sobrevivientes y no sobrevivientes (Tabla 1).
Otro trabajo sobre el valor prondstico del DD en
pacientes hospitalizados con COVID-19, fue publi-
cado en agosto 2020 por Berger y col'”, en el que es-
tudiaron 2377 pacientes adultos en un sistema hos-
pitalario de New York. El 76% tuvo valores mayores
al punto de corte del método al ingreso (DD>230
ng/ml DDU). Los pacientes que presentaron valores
de DD elevados al ingreso tuvieron 2.4 veces (aOR)
mads probabilidad de tener enfermedad critica que
aquéllos con DD normal al ingreso (p<0.001). Los
resultados de este estudio reforzaron el concepto de
que el COVID-19 es una condicién coagulopatica y

que el DD representaba un vinculo directo entre la
infeccion por SARS-CoV-2 y el mal prondstico.

La International Society of Thrombosis and Haemos-
tasis (ISTH) en su guia interina para el manejo de la
coagulopatia asociada al COVID-19, en donde pro-
puso al DD como el marcador de laboratorio mas
importante para el seguimiento, declararon que si
bien no es posible establecer un valor de corte, 3 a
4 veces el LSN del método puede considerarse como
un aumento significativo al ingreso®.

Un metaanalisis publicado por Nopp y col en setiem-
bre de 2020 demostr6 que los pacientes que desarro-
llaron tromboembolismo venoso (TEV) mostraron
niveles mas elevados de DD". En lo que respecta
a la utilidad del DD en predecir TEV en pacientes
COVID-19 sobrevivientes no mecanicamente ven-
tilados, Nauka y col encontraron que a mayor nivel
del biomarcador al ingreso, aumentaba el riesgo de
desarrollar TEV y con DD mayor a 5 ug/ml al in-
greso los pacientes tuvieron 10.7 veces mds riesgo®".
La guia de diagndstico, prevencién y tratamiento
de TEV en COVID-19 del consenso de expertos de
la ISTH con respecto a DD declaré que puede NO
ser un predictor confiable de TEV, sino mds bien un
marcador de mal prondstico. NO recomienda el ta-
mizaje de rutina de TEV basado en niveles elevados
de DD. En cuanto a la profilaxis de TEV en pacientes
hospitalizados COVID-19 NO internados en UCI,
el DD mayor a 6 veces el LSN o DD >6 x LSN, pare-
ce ser un predictor consistente de eventos trombdti-
cos y de mal pronostico. En cuanto a la profilaxis de
TEV en pacientes hospitalizados COVID-19 en UCI
el DD >6 x LSN, el indice de coagulopatia inducida
por sepsis (CIS) >4, proteina C reactiva, troponina

Tabla 1. Medianas e intervalos (Q1-Q3) de dimero D en pacientes internados sobrevivientes
y no sobrevivientes, expresados en ng/ml FEU"9.

Escenario Dias 1-3 Dias 4-6 Dias 7-9
Sobrevivientes Total n=215 n=163 n=121
353 (236-585) 389 (246-685) 529 (303-1138)
UCI 615 (456-1005) 605 (370-824) 3137 (1486-6571)

Sala general

329 (304-386)

378 (337-412)

472 (386-650)

No sobrevivientes

Total

n=70

n=38

n=22

869 (479-2103)

943 (611-2618)

1494 (633-6320)

UCI

1022 (615-3681)

1301 (961-28397)

7746 (2914-12578)

Sala general

868 (600-1119)

847 (624-1643)

1093 (658-3397)
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y otros marcadores del indice de CID, tendrian un
valor prondstico. En lo que respecta a tratamiento
de TEV en pacientes hospitalizados COVID-19, no
se recomienda cambiar los regimenes de tratamien-
to basdndose unicamente en el DD®V.

Desde el inicio de la pandemia de COVID-19 se
han publicado numerosos estudios utilizando dife-
rentes métodos y reactivos de DD y expresando los
resultados con diferentes unidades, si bien persiste
el problema de la falta de estandarizacién y armoni-
zacion de este ensayo. El objetivo de nuestro trabajo
fue evaluar si hay correlacion de los resultados de
DD obtenidos en una serie de muestras de pacientes
COVID-19, por 4 métodos utilizados en 3 diferentes
laboratorios.

Materiales y métodos

Poblacién: 39 pacientes consecutivos con rt-PCR
positiva para COVID-19 ingresados al Hospital
Universitario Austral y Hospital Solidario COVID
Austral durante el mes de octubre 2020: 22 hombres
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y 17 mujeres. Edad: entre 12-82 afios, con una me-
dia de 52 afnos. Las 46 muestras de plasma citratado
de descarte fueron procesadas con el tubo primario
en el laboratorio del Hospital Universitario Austral
(centro 1). Luego las mismas fueron alicuotadas y
congeladas a -70°C para su posterior derivacion a los
otros centros. La determinacién de DD en el centro
1 se realizd con el método VIDAS® DEX2 en equipo
VIDAS 3 (BioMérieux) (Método A). En el laborato-
rio de la Unidad Asistencial Dr. César Milstein (cen-
tro 2) se utilizd el método Innovance D-dimer en un
equipo CS 2500 (Siemens) (Método B). En el labora-
torio del Servicio de Hematologia del Hospital Bri-
tanico (centro 3), fueron procesadas por el método
Liatest DDi plus en un coagulémetro STA Compact
Max (Stago) (Método C) y también por el método
HemosIL D dimer en un coagulémetro ACL TOP
500 (Instrumentation Laboratory) (Método D). En
la tabla 2 se resumen los diferentes métodos utiliza-
dos en los 3 centros, sus fundamentos y los reactivos
y equipos utilizados.

Tabla 2. Métodos y equipamiento utilizados en cada centro.

Centro | Método Fundamento Equipo
1 A. VIDAS® DEX2 Enzimoinmunoensayo con deteccion | VIDAS 3
por fluorescencia (ELFA)
B. Innovance D-dimer | Inmunoturbidimétrico cuantitativo CS 2500
3 C. Liatest DDi plus Inmunoturbidimétrico cuantitativo STA Compact Max
D. HemosIL D dimer Inmunoturbidimétrico cuantitativo ACL TOP 500

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa in-
formatico EP Evaluator®: comparaciéon de multiples
instrumentos y comparacion de 2 instrumentos.

Resultados

En la tabla 3 podemos observar los valores de DD
obtenidos por los 4 métodos diferentes, expresados
en ng/ml FEU. Los resultados obtenidos en unidades
DDU por el método D se convirtieron a unidades
FEU utilizando un factor de conversion igual a 2.
En la tabla 4 se resumen los valores medios calcula-
dos y los rangos de DD para los 4 ensayos.

La prueba de comparacién de multiples instrumen-
tos, utilizando un Error Total permitido (ETa) de
34.53%, calculado por variabilidad biolégica mini-
ma para el método A (considerado de referencia)
mostré que las diferentes metodologias no eran
comparables. En la figura 1 podemos ver el grafico
con el indice de error por instrumento.
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En la figura 2 vemos la curva de regresion de Deming
para la comparacion de multiples instrumentos.

Si bien hubo una coincidencia del 80% (37/46) entre
las diferentes metodologias cuando se compararon
pacientes con valores mayores al nivel de corte (500
ng/ml FEU), la proporcién del aumento de DD res-
pecto al LSN fue diferente para cada método.

Luego al comparar por pares cada una de las meto-
dologias B, C y D vs A como referencia, el ensayo
VIDAS® DEX2 vs Liatest DDi plus mostrd un coefi-
ciente de correlacion: (R) 0.9501, con una pendiente:
0.941 (0.850 a 1.031), y un intercepto: 310.1 (-375.5
a 995.8). El resto de las comparaciones mostraron
coeficientes de correlaciéon menores de 0.86. En la
tabla 5 podemos ver los resultados de la compara-
cién entre 2 instrumentos.

Ademas en la figura 3 podemos ver los graficos de la
regresion de Deming que surgen de la comparacién
entre 2 métodos.
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Tabla 3. Resultados de DD de los pacientes COVID-19 expresados en ng/ml FEU.

Paciente VIDAS DEX2 Liatest DDi plus | HemosIL D dimer | Innovance D-dimer
ng/ml FEU ng/mL FEU ng/mL FEU ng/ml FEU
V. corte: 500 V. corte: 500 V. corte: 500 V.corte: 500

1 587 510 356 540
2 863 900 840 920
3 342 430 436 440
4 170 290 330 180
5 1027 1220 1186 1390
6 3999 5602 4630 6160
7 1304 1520 1578 1870
8 1732 2180 3120 2960
9 3006 3160 3720 3870
10 709 870 592 590
11 1342 2000 2004 2390
12 2385 1960 1970 2880
13 4163 3540 4430 4130
14 254 240 264 240
15 242 310 312 420
16 701 890 1618 840
17 9974 21200 10942 13510
18 4254 4050 4204 7110
19 34390 28520 14144 36160
20 468 535 724 650
21 723 652 624 330
22 4923 3320 14842 5990
23 284 189 230 440
24 472 530 490 350
25 680 789 704 500
26 321 320 312 310
27 2867 3730 3436 3120
28 7156 5500 2976 4150
29 532 550 512 420
30 639 705 712 820
31 541 630 660 330
32 586 550 604 370
33 747 786 712 690
34 455 402 440 380
35 10651 9920 9678 11650
36 14800 11750 10016 14860
37 1906 1730 2934 1950
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38 6224 6820 7068 6570
39 3264 3430 4728 5670
40 5534 7020 7378 7310
41 3886 4500 5160 5130
42 9502 11100 9374 12750
43 26040 23586 15046 36910
44 204 253 250 260
45 952 936 904 920
46 502 489 560 640
Tabla 4. Valores de DD medios, minimos y maximos obtenidos por los 4 métodos.
VIDAS DEX2 | Innovance D-dimer | Liatest DDi plus | HemosIL D dimer
ng/ml FEU ng/ml FEU ng/mL FEU ng/mL FEU
Método A Método B Método C Método D
Dimero D
Media (min-méx) | 3833 (170-34.390) | 4567 (180-36.910) | 3916 (189-28.520) | 3429 (230-15.046)

. oo smos cmpaEe s 008 & . 4

Indice de error

:’ Inaceptable

Figura 1. Indice de error por instrumento en la comparacion entre los 4 métodos utilizando EP Evaluator®.
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Figura 2. Grafico de comparacion entre los 4 métodos utilizando EP Evaluator®.
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Tabla 5. Resultados de los coeficientes de correlacion de la regresion de Deming aplicando el método de
comparacion de 2 instrumentos con el EP Evaluator®.
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Liatest DDi plus. 0.8566 0.9550
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Figura 3. Grafico de comparacién entre 2 métodos utilizando EP Evaluator®.

HEMATOLOGIA « Volumen 25 Ne 3: 34-44, 2021

41



En la tabla 6 se muestran los porcentajes de concordan-
cia entre 2 ensayos y el numero de casos de discordan-
cias entre los valores obtenidos por los mismos, en dis-
tintos niveles de DD expresados como n veces el LSN.
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Discusion

Ladegradacion dela fibrina da como resultado la for-
macién de productos de degradaciéon de diferentes
pesos moleculares que incluyen al DD. Los ensayos

Tabla 6. Porcentaje de concordancia y numero de casos de discordancia de los ensayos por pares
en diferentes niveles de DD, tomando como referencia el método VIDAS DEX2.

Niveles DD n/46 Liatest DDi plus [ HemosIL D dimer | Innovance D-dimer

VIDAS DEX2 (total vs VIDAS DEX2 | vs VIDAS DEX2 vs VIDAS DEX2

muestras) | % concordancia | % concordancia % concordancia

(discordancias) (discordancias) (discordancias)
<LSN:500ng/ml FEU 10/46 80 (2) 90 (1) 90 (1)
>LSN:500ng/ml FEU 36/46 97 (1) 97 (1) 86 (5)
<2xLSN:1000ng/ml FEU 23/46 100 (0) 96 (1) 100 (0)
>2xLSN:1000ng/ml FEU 23/46 100 (0) 100 (0) 100 (0)
<3xLSN:1500ng/ml FEU 26/46 92 (2) 88 (3) 92 (2)
>3xLSN:1500ng/ml FEU 20/46 100 (0) 100 (0) 100 (0)
<4xLSN:2000ng/ml FEU 28/46 96 (1) 89 (3) 93 (2)
>4xLSN:2000ng/ml FEU 18/46 94 (1) 94 (1) 100 (0)
<6xLSN:3000ng/ml FEU 30/46 97 (1) 93 (2) 97 (1)
>6xLSN:3000ng/ml FEU 16/46 100 (0) 94 (1) 100 (0)
<12xLSN:6000ng/ml FEU 38/46 97 (1) 95 (2) 92 (3)
>12xLSN:6000ng/ml FEU 8/46 87 (1) 87 (1) 87 (1)
<16xLSN:8000ng/ml FEU 40/46 100 (0) 97 (1) 100 (0)
>16xLSN:8000ng/ml FEU 6/46 100 (0) 100 (0) 100 (0)
<24xLSN:12000ng/ml FEU 43/46 98 (1) 98 (1) 95(2)
>24xLSN:12000ng/ml FEU 3/46 33 (1) 33(1) 100 (0)
<48xLSN:24000ng/ml FEU |  44/46 100 (0) 100 (0) 100 (0)
>48xLSN:24000ng/ml FEU 2/46 50 (1) 0(2) 100 (0)

comerciales reconocen la presencia en las muestras
clinicas de multiples formas de productos de degra-
dacién de la fibrina, con diferentes especificidades.
Como resultado, la ausencia de un calibrador inter-
nacional para DD y la marcada discrepancia en los
valores de DD en las mismas muestras medidos por
ensayos de diferentes fabricantes se han convertido
en los principales problemas de la determinacién
del DD. Un ensayo que utilice un anticuerpo mo-
noclonal con igual especificidad para todas las for-
mas de productos de degradacién de la fibrina, in-
dependientemente de sus pesos moleculares, podria
ayudar a resolver este problema®. El anlisis de los
porcentajes de concordancia entre pares de métodos
nos mostré que podemos tener discordancias en
todos los niveles de DD. En el punto de corte >500
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ng/ml FEU encontramos 5 casos en que el método
2 arroj6 un valor por debajo del LSN con respecto
al método 1 tomado como referencia. En los nive-
les >2 x LSN o0 1000 ng/ml FEU y >4 x LSN o 2000
ng/ml FEU, no se encontraron discordancias entre
los pares de ensayos. En los valores mas elevados,
por encima de 16 x LSN o 8000 ng/ml FEU, si bien
los porcentajes de concordancia fueron muy bajos,
hay que tener en cuenta que la cantidad de muestras
analizadas en ese rango fue menor. Esta observacion
estd en linea con los reportes de las encuestas de
control de calidad externo en los que son notables
las discordancias que se observan en los resultados
de las muestras que tienen niveles muy elevados de
DD procesadas por los diferentes métodos utiliza-
dos por los participantes.
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Durante la pandemia surgieron numerosas publica-
ciones en donde se proponen diferentes puntos de
corte para utilizar el DD por su valor prondstico al
ingreso a la internacién de los pacientes, pero dado
que los métodos no son comparables no deberia-
mos extrapolar los valores absolutos o en funcion
del LSN si utilizamos otro método diferente al de los
autores del estudio. Por otra parte en numerosas pu-
blicaciones no se especificaba el reactivo y equipa-
miento utilizado e incluso se han reportado errores
en los informes de las unidades en que se expresaron
los resultados obtenidos de DD.

Conclusiones

En la serie de muestras de pacientes COVID-19 anali-
zadas, los 4 métodos para la determinacién cuantitativa
de DD no son comparables, coincidiendo con lo des-
cripto en la bibliografia para otras patologias. Por este
motivo no se deberian extrapolar valores de corte abso-
lutos o en funcién del LSN entre los diferentes métodos.
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Resumen

La presencia de anticoagulante lupico (AL) asociado
al fenémeno de hipercoagulabilidad en los pacientes
con neumonia por COVID-19 ha sido estudiada en
la fase aguda de la enfermedad, presentandose en al-
gunos reportes hasta en el 90%.

Diseflamos un estudio prospectivo para investigar la
prevalencia de AL y su persistencia en pacientes con
neumonia por COVID-19 internados en sala gene-
ral y su asociacion con otras variables que determi-
naban la gravedad del cuadro.

Analizamos 268 pacientes consecutivos que requi-
rieron internacién por COVID-19, divididos segun
presentaran AL positivo o negativo al ingreso. Los
pacientes positivos recibieron tromboprofilaxis con
enoxaparina 40 mg cada 12 horas por 30 dias. La
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prueba de AL fue repetida al mes y a los tres meses.

De los 268 pacientes estudiados, 148 (55%) presen-
taron AL positivo. Los 50 de los 148 pacientes en los
que se evaluo la presencia de anticuerpos anti car-
diolipinas (aCL) y anticuerpo anti-beta 2 glicopro-
teinas (aB2GPI) IgG e IgM fueron negativos. En el
analisis no pudimos comprobar que la presencia de
AL se relacione de manera significativa con mayor
enfermedad tromboembdlica venosa (ETV). Luego
del analisis multivariado comprobamos que los pa-
cientes con AL positivo presentaban internaciones
mas prolongadas comparadas con el grupo negativo
y que la mayoria de ellos eran de sexo masculino.
Ademas, los pacientes AL positivo presentaron una
evolucion mas torpida asi como mayor mortalidad,
mayor necesidad de ingreso a unidad de terapia in-
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tensiva (UTI), sin poder demostrar una significan-
cia estadistica, probablemente por la complejidad
que presenta este tipo de pacientes y el bajo nimero
de eventos presentados. El uso de tromboprofilaxis
a dosis intermedia no se asocié a un aumento del
sangrado mayor en nuestros pacientes. En el segui-
miento a tres meses el 68,2% de los pacientes testea-
dos negativizaron la prueba de AL. Los pacientes que
permanecieron con AL positivo luego del alta no evi-
denciaron mayor incidencia de ETV ni de sangrado
durante el seguimiento.

Abstract

The presence of lupus anticoagulant (LAC) associ-
ated with this hypercoagulability phenomenon has
been studied in the acute phase of the disease, ap-
pearing in some reports in up to 90% of patients
with severe pneumonia.

We designed a prospective study to investigate the
prevalence of LAC and its persistence in patients
with COVID-19 pneumonia admitted to the hospi-
tal and its association with other variables that de-
termine the severity of the condition.

We analyzed 268 consecutive patients who required
hospitalization due to COVID-19, dividing them
according to whether they presented positive or
negative LAC. Patients who tested positive received
thromboprophylaxis with enoxaparin 40 mg every
12 hours for 30 days. The LAC test was repeated at
one and three months.

Of the total number of patients admitted to the
study, 148 (55%) patients were AL (+). The presence
of anti-cardiolipin antibodies and anti-beta 2 glyco-
protein antibodies IgG and IgM was evaluated in 50
patients, and they were all negative. In the analysis,
we could not verify that the presence of LAC is sig-
nificantly related to venous thromboembolic disease
(VTE). After the multivariate analysis, we verified
that the patients with positive LA had longer hospi-
talizations compared to the negative group and that
most of them were male. In addition, the positive
LAC patients presented a more torpid evolution
such as higher mortality and greater admission to
the intensive care unit (ICU), without being able to
demonstrate statistical significance, probably due to
the complexity of this type of patient and the low
number of events presented. The use of intermediate
dose thromboprophylaxis was not associated with
an increase in major bleeding in our patients.

46

ARTICULO ORIGINAL

At the three-month follow-up, 68.2% of the patients
tested had the LAC test negative. The patients who
remained with positive LAC after discharge did not
show a higher incidence of VTE or bleeding during
follow-up.

Introduccion

Los pacientes con COVID-19 han presentado un es-
tado de hipercoagulabilidad evidenciado por los al-
tos niveles de fibrindgeno, factor VIII y dimero D*?.
En esta patologia se ha reportado una incidencia de
ETV mayor a la observada en pacientes internados
en unidades de cuidados criticos por otras patolo-
gias. Dada la alta prevalencia del estado protrombé-
tico de esta enfermedad, varios investigadores estu-
diaron la presencia del sindrome antifosfolipidico
(SAF)G,

Harzallah y colaboradores analizaron 56 pacientes
con COVID-19 para anticuerpos antifosfolipidos
(apl) y encontraron un 45% de AL positivo y un 10%
aCL o ap2GPI IgG o IgM positivo, de los cuales tres
se asociaron con AL. Los titulos de aCL o ap2GPI
no fueron informados, no se proporcionaron deta-
lles sobre si AL fue positivo en el sistema de prueba
aPTT y/o dRVVT y no se mencioné la trombosis
asociada®. En otro trabajo de investigacion Bowles
y colaboradores describieron 35 pacientes y detecta-
ron 91% positivos para AL. Los anticuerpos aCL o
aPf2GPI no se midieron y sélo dos pacientes tuvieron
trombosis®. Helms y colaboradores demostraron
AL en 57 pacientes con un evento trombético du-
rante su estadia en la UTI analizando sélo aquéllos
que presentaban aPTT prolongado. El AL se con-
siderd positivo segin el sistema de prueba dRVVT
solamente. Observaron 88% de pacientes positivos
para AL, pero aCL y af2GPI no se determinaron. En
este estudio no se inform¢ cuantos pacientes con AL
presentaron trombosis”. Gendron N y colaborado-
res estudiaron 249 pacientes hospitalizados por neu-
monia, de los que 154 tenian infeccién COVID-19.
Estos pacientes presentaron una prevalencia de AL
de 60.9% mientras que en los pacientes con neumo-
nia no COVID-19 el AL se presentd sélo en 23.7%.
En esta poblacién con AL positivo no se demostro6
asociacion con ETV®. Gazzaruso Cy colaboradores
estudiaron 45 pacientes, de los cuales 21 (46%) pre-
sentaron AL, sin evidenciar relaciéon con mortalidad
ni requerimiento de ventilacién mecénica®.

Si bien son numerosos los trabajos que demostraron
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la presencia de AL durante la fase aguda de la enfer-
medad, pocos de ellos confirmaron su persistencia
en el tiempo. Entre los estudios se puede mencionar
el trabajo de Devreese K y colaboradores que estu-
diaron 31 pacientes con diagnoéstico de COVID-19
que ingresaron a UTI, midieron AL al ingreso y al
mes. De los 31 pacientes, 16 presentaron AL posi-
tivo, 2 fueron triple positivo. Nueve de diez pacien-
tes re testeados al mes fueron negativos para AL. En
9 de los 31 pacientes evaluados de detecté ETV y
7 de ellos presentaron al menos 1 anticuerpo anti-
fosfolipidico positivo!'?. Por otro lado, Vollmer O
y colaboradores, observaron un 50% de trombosis
en 79 pacientes con diagnoéstico de COVID-19y AL
positivo y a los 6 meses 42 pacientes negativizaron el
inhibidor®V.

Si bien numerosos autores han reportado alta pre-
valencia de AL en pacientes con COVID-19 en fase
aguda, el comportamiento de estos anticuerpos an-
tifosfolipidicos, en esta patologia difiere de lo repor-
tado en otras enfermedades virales, donde la preva-
lencia de anticuerpos anticardiolipinas es superior
al AL. No es claro el aumento del riesgo trombético
asociado a la presencia de AL aislado. Borghi M y
colaboradores sugieren la hipétesis de que los an-
ticuerpos antifosfolipidicos encontrados en los pa-
cientes con COVID-19 difieren de los anticuerpos
antifosfolipidicos del SAFE. Esto podria explicar la
falta de asociacion entre los eventos trombdticos y la
presencia de los anticuerpos antifosfolipidicos en los
pacientes con diagnostico de COVID-1912.

Se investigaron las recomendaciones internaciona-
les acerca de la tromboprofilaxis para disminuir la
incidencia de ETV en los pacientes con diagndstico
de COVID-19 internados y con AL positivo. Estos
estudios demostraron mayor evidencia a favor del
uso de profilaxis en dosis intermedia de heparina de
bajo peso molecular (HBPM) y no reportaban un
aumento en la incidencia de sangrado mayor*4?).
Los objetivos de este estudio son: a) analizar la inci-
dencia de AL en pacientes con neumonia COVID-19
confirmados en fase aguda de la enfermedad, b) de-
terminar la persistencia de AL al mes y a los tres
meses, c) evaluar si la presencia de AL se relaciona
con el desarrollo de ETV confirmada por estudio de
imagenes, ingreso a UTI, mortalidad, sangrado ma-
yor (definido segun los criterios de ISTH), nivel de
proteina C reactiva (PCR), valor de dimero-D y dias
de internacion.

HEMATOLOGIA « Volumen 25 Ne 3: 45-52, 2021

Materiales y métodos

Poblacién. Se incluyeron 268 pacientes consecuti-
vos con diagndstico de neumonia COVID-19 con-
firmado, que requirieron internacién en el Hospital
Britanico de Buenos Aires entre junio y diciembre
de 2020. Desde el ingreso a la sala todos los pacien-
tes recibieron enoxaparina 40 mg/dia; aquéllos que
presentaban AL recibian enoxaparina 40 mg cada 12
horas (dosis intermedia) durante 30 dias (profilaxis
extendida).

Este estudio se realizé bajo las normas éticas que ri-
gen la investigacién en humanos de acuerdo con la
ley Nacional de Proteccion de Datos Personales N°
25.326 (Ley de Habeas Data) y la Declaracién de He-
Isinki en su ultima version (Fortaleza 2013).
Variables preanaliticas. Se extrajo sangre en citrato
3,2% relacion 1+9; se centrifugd dos veces a 3000 g
por 10 minutos.

Fase analitica. Tiempo de protrombina (TP) trom-
boplastina de cerebro de conejo (PT-FIbrinogen HS
Plus, Instrumentation Laboratory), tiempo de trom-
boplastina parcial activado (APTT-SP Instrumenta-
tion Laboratory) y tiempo de trombina (thrombin
time, Instrumentation Laboratory) como estudio
basal. Deteccion de anticoagulante lupico. De
acuerdo con las normas de CLSI H-60 %, Dos prue-
bas de tamificaciéon: SCT-screen y dRVVT screen
(Silica clotting time y dVVRT screen Instrumenta-
tion Laboratory). Ensayos de mezcla con pool de
plasma normal (1 vol de PP + 1 vol PN) para ver si
corrige. Se consideré no correccion si ICA > 11%
(para APTT y SCT) e ICA >12 % para el Russell.
Pruebas confirmatorias dependiente de fosfolipi-
dos. Ensayos confirmatorios para SCT y dRVVT. Se
considerd positivo una razén normatizada screen/
confirm >1,30 y una razén normatizada screen/con-
firm dRVVT >1,20. Para las razones se utiliza la me-
dia geométrica normal del valor de referencia cal-
culado en 60 normales. El ajuste de los puntos de
corte se realizé localmente y se confirmé por lote de
reactivo. Se excluyeron todos los pacientes que mos-
traron niveles de anti Xa superiores a 0.35 U/ML
Determinacion de dimero D. Ensayo cuantitativo
por inmunotubidimetria (Hemosll DD, Instrumen-
tation Laboratory).

Determinacion de niveles anti Xa. Ensayo cromo-
génico equipo especifico (HemosIL Liquid Anti Xa,
Instrumentation Laboratory con curva de calibra-
cion hibrida.
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Todos los ensayos fueron realizados en un coaguld-
metro automatizado con deteccion foto 6ptica (ACL
TOP 500, Instrumentation Laboratory).
Determinacion de anticardiolipinas y anti-beta 2
glicoproteinas. Se determinaron anticardiolipinas
IgG e IgM por ELISA (APHLIgG e IgM HRP ELISA
de Lousville APL diagnostic, punto de corte 15 GPL
y 15 GML) y anti-beta 2 glicoproteina por ELISA
(LAPL anti-beta 2 GPI HRP ELISA de Lousville APL
diagnostics, punto de corte IgG 5 U/mL).
Estadistica. En el analisis estadistico univariado
se uso para las variables categdricas la prueba de
Chi-cuadrado y para las variables continuas la prue-
ba de T. Para el estudio multivariado se realizé una
regresion logistica multiple (statistix 7.0).

Resultados

Caracteristicas generales y prevalencia de AL
Desde junio a diciembre de 2020 enrolamos 268
pacientes ingresados a la sala de clinica médica con
diagnostico de neumonia por COVID-19. Las carac-
teristicas clinicas generales de los pacientes (n=268)
se encuentran en la tabla 1 donde se detallan datos
epidemioldgicos comparando ambos grupos. De los
268 pacientes, 161 (60%) eran hombres. La media
de edad de los pacientes fue 58 afios +/- 17. En el
grupo masculino 63,3% presentaron AL positivo
versus 36,6% que fueron AL negativo (p <0,001). En
el analisis ajustado por multiples variables se incluyo
la variable de sexo, demostrando que esta enferme-
dad se presentaba mas frecuentemente en hombres y
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que éstos presentaban con mayor frecuencia test de
AL positivo. (Odds ratio de 2,12, 95% IC 1,25-3,61;
valor de p< 0,005).

En este estudio se evalud la prevalencia de AL en pa-
cientes internados en la sala de clinica médica, con
diagndstico de COVID-19 investigando sistemati-
camente la presencia de AL al ingreso. De 268 pa-
cientes admitidos en el estudio, 148 (55%) pacientes
resultaron AL (+), un sélo paciente tenia SAF diag-
nosticado previamente y fue excluido del analisis.
En los 50 pacientes en los que se evalu6 la presencia
de aCL y aP2GPI IgG e IgM fueron negativos. S6lo
se realizo el ensayo de AL en los pacientes que pre-
sentaron al momento del estudio niveles de hepari-
nemia menores a 0,35 antiXa/mL, para evitar falsos
positivos.

Algunos autores sugieren que los niveles altos de
PCR presentes en el paciente COVID-19 podrian
originar un diagnostico falso positivo de AL!®. En el
laboratorio hemos evaluado el comportamiento de
nuestro sistema de deteccidén/reactivos agregando in
vitro diferentes concentraciones de PCR humana a
un pool normal y los reactivos utilizados han mos-
trado no ser sensibles a la presencia de PCR (Figu-
ra 1) en concordancia con lo descripto también por
otros autores'”. Ademads, son numerosos los estu-
dios que reportan pacientes COVID-19 AL negativo
con PCR elevada. En definitiva, si bien algunos pa-
cientes presentaron niveles elevados de PCR, consi-
deramos que el diagnéstico de AL no se ve afectado
por su presencia en nuestro sistema.

Tabla 1. Caracteristicas generales

Pacientes COVID-19 (+) Analisis univariado
AL + AL- P
N: 148 (55%) N: 120 (45%)
Edad 58 (17-91) 59 (17-92) p: 0,559
Sexo Hombres 68,9 % (102) 49,2 % (59) p: 0,001
Mujeres 31,1 % (46) 50,8 % (61)

Dimero D (ng/mL) 1081 +/- 1000 1282 +/- 1020 p: 0,533
Sangrados 2,7 % (4) 1,7 % (2) p: 0,568
Trombosis 4,7 % (7) 0,8 % (1) p: 0,062
PCR (mg/L) 148 +/-99 121 +/-101 p: 0,520
UTI 23,6 % (34) 10 % (12) p: 0,003
Dias de internacion 9 (4-72) 7 (2-56) p: 0,002
Mortalidad 8,8 % (13) 2,5 % (3) P: 0,030
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En conjunto, los pacientes con COVID-19 presenta-
ron niveles elevados de dimero D (media de los 268
ptes; 1181,5 ng FEU/mL). No se observaron diferen-
cias significativas entre el nivel de dimero D en el
grupo AL (+) (DD 1081 +/- 100 ng FEU/mL) y del
grupo AL (-) (DD 1282 +/-102 ng FEU/mL), con un
valor de p = 0,533.

Seguimiento a 3 meses

De los 148 pacientes AL positivo, continuaron en
seguimiento 136 pacientes, (13 pacientes fallecieron
durante la internacion). De ellos s6lo 68 se realiza-
ron nuevamente la prueba de AL al mes, 43 negati-
vizaron el ensayo (63,2%) y 25 (36.7%) continuaron
siendo positivos. A los tres meses 20 de 25 pacientes
continuaban siendo positivos y cinco pacientes no
concurrieron al control del tercer mes. De los 20 pa-
cientes con AL persistentemente positivo, ninguno

present6 ETV durante los tres meses evaluados. Este
subgrupo de paciente continu6é con profilaxis de
AAS 100 mg/dia y controles mensuales.

Impacto clinico de los pacientes AL positivo

En este estudio se buscé analizar la relacion de AL
positivo con diferentes variables como mortalidad,
ETYV, sangrados, ingreso a UTI, dias de internacion,
valor promedio de dimero D, edad, sexo y PCR. Para
el analisis de estos pardmetros se llev6 a cabo un es-
tudio multivariado (prueba de Hosmer-Lemeshow
de 12,67; p= 0,123). Los valores obtenidos fueron
plasmados en la tabla 2.

Ocho pacientes del total de 268 (2.98%) desarrolla-
ron un episodio de ETV y ninguno eventos arteria-
les. De los 8 el 50% present6é tromboembolismo de
pulmon (TEP) y el resto trombosis venosa profun-
da (TVP) de miembros inferiores. En siete de los

Figura 1. Efecto de PCR agregado in vitro

Razdn
50 100 mgPCR/mL
Tabla 2. Resultado del analisis multivariado
OR 95% IC P
Edad 0,99 0,98-1,01 0,267
Sexo 2,12 1,25-3,61 0,005
Dimero D 1 - 0,076
Sangrado 0,42 0,05-3,5 0,423
UTI 1,23 0,49-3,09 0,658
Dias de internacion 1,07 1,02-1,12 0,008
Mortalidad 3,54 0,63-19,98 0,150
ETV 1,42 0,13-15,54 0,773
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episodios de ETV el AL fue positivo (4,7% de 148
pacientes) comparado con un solo caso de los pa-
cientes AL negativo (0,8%) p= 0,062.

Por el analisis multivariado se observé que la ETV
en AL positivo no presenta diferencia significativa
comparada con la poblaciéon AL negativa, probable-
mente por la baja incidencia de eventos tromboem-
boélicos en la poblacidon estudiada. (4,7% versus
0,8%, odds ratio de 1,42, 95% IC 0,13-15,52; valor
de p=0,773).

De los 268 pacientes, 17,16% requirieron ingreso a
UTT para sostén respiratorio. La poblacion con AL
positivo requirié un mayor ingreso a unidad de cui-
dados criticos, 34 de 148 (23,6%) comparado con 12
de los 120 pacientes AL negativo (10%), siendo este
resultado estadisticamente significativo en el andlisis
univariado, p< 0,003, a diferencia del multivariado
donde no presenta diferencia significativa (odds ra-
tio de 1,23, 95% IC 0,49-3,09; valor de p= 0,658).
Presentaron sangrado mayor 6 pacientes, de los que
5 estaban anticoagulados por patologia preexistente.
De los 6 pacientes que presentaron sangrado mayor,
tres pacientes estaban anticoagulados con antago-
nistas de la vitamina K (AVK) previo a la interna-
cién, 2 con diagndstico de fibrilacion auricular (FA)
y 1 por foramen oval permeable asociado a acciden-
te cerebro vascular (ACV). Otros 2 pacientes habian
desarrollado previamente TVP y estaban anticoagu-
lados con heparina. Un solo paciente recibia profi-
laxis con enoxaparina 40 mg/dia y era AL negativo.
La incidencia de sangrado no fue diferente entre los
pacientes AL positivo y negativo (2,7% versus 1,7%
respectivamente, p = 0,568).

El andlisis multivariado tampoco mostré diferencia
significativa en el sangrado mayor entre los grupos
que recibieron trombo profilaxis doble y extendida
con respecto a los que recibieron dosis estandar.
(2,7% versus 1,7%, ajuste de odds ratio de 0,42, 95%
IC 0,05-3,5; valor de p= 0,423).

Del total de la muestra 16 pacientes (5,97%) fallecie-
ron. De ellos 13 eran AL (+) y 3 eran AL (-), (8,8%
versus 2,5% respectivamente, p<0,03).

La mortalidad evaluada en este estudio fue de 5,97%,
ocurriendo un mayor nimero de eventos en el gru-
po AL positivo, sin diferencias significativas en el
estudio por ajuste de multivariables a diferencia del
analisis univariado. (8,8% versus 2,5%, odds ratio de
3,54, 95% IC 0,63-19,98: p= 0,150).

La mediana de dias de internacién en el grupo AL
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positivo fue de 9 dias (4-72) y de 7 (2-56) en el grupo
AL negativo con un valor de p<0,002. Evidenciamos
que el grupo AL positivo presentd internaciones
mas prologadas respecto al grupo AL negativo, con
una diferencia estadistica significativa en el ajuste
por variables. (Odds ratio de 1,07, 95% IC 1,02-1,12;
valor de p< 0,008).

Discusion

La incidencia de AL en la fase aguda del COVID-19
de nuestra poblacién es similar a la informada por
otros autores!*>".

El estudio de AL en los pacientes con COVID es di-
ficultoso por la metodologia complicada de las prue-
bas de coagulacion dependientes de fosfolipidos que
son propensas a interferencias®’. En nuestro estudio
se ha tenido especial cuidado en hacer el diagndsti-
co cuando el paciente tenia un nivel de heparinemia
menor a 0.35 anti Xa/mL, muy por debajo del nivel
permitido por los reactivos utilizados"”. También
previo al estudio se investig6 el comportamiento de
los reactivos utilizados con altos niveles de PCR, ob-
servandose que la misma no interferia. Es decir que
se han tomado los recaudos necesarios para que el
diagnostico de AL sea confiable.

En este andlisis no hemos podido comprobar que
la presencia de AL se relacione con un incremento
significativo de ETV, posiblemente porque estos pa-
cientes recibieron una tromboprofilaxis en dosis in-
termedia y extendida. La falta de correlacién con la
ETV podria deberse también a que los anticuerpos
desarrollados en COVID-19 son contra distintos
epitopes de los desarrollados en SAF11149),

En la subpoblacién donde se testearon los tres apl
hemos encontrado que solo se presenta AL positivo
en forma aislada, con aCL y af2GPI negativas. La
negatividad de los aCL y aB2GP1 en los pacientes
positivos para AL pareceria ser caracteristico de esta
patologia, lo cual concordaria con lo descripto para
otros agentes infecciosos, sefialados como desenca-
denantes de la formaciéon de AL por el mimetismo
molecular entre estructuras de bacterias o virus y
aminodacidos derivados de B2GPI. Algunos estudios
demostraron que la presencia de AL con propieda-
des similares a las que se encuentra en pacientes con
SAEF puede ser inducida por inmunizacion con virus
y bacterias. Sin embargo, la importancia clinica de
este hallazgo permanece desconocida. Estos AL in-
ducidos por infecciones son transitorios en algunos

HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 45-52, 2021



PREVALENCIA Y PERSISTENCIA DE ANTICOAGULANTE LUPICO EN PACIENTES CON NEUMONIA POR COVID-19

pacientes, mientras que en otros individuos persis-
ten y pueden asociarse con trombosis*2°.

Otro punto planteado por numerosos autores es la
falta de confirmacién del AL a los tres meses. Los
resultados positivos de AL, aCL o af2GPI deben
realizarse en una segunda ocasion, después de 12
semanas para confirmar su persistencia. El objetivo
de la repeticion de la muestra es evitar el sobre diag-
nostico de los pacientes con SAF que presentaban
un AL transitorio®".

En nuestra poblacion el 68,2% de los pacientes con
AL positivo presentan un estudio de AL negativo
luego de resuelto el cuadro agudo de COVID-19 en
el seguimiento. Este patrén pareciera obedecer a una
respuesta inflamatoria transitoria-”.

El grupo de pacientes con AL positivo presenta ma-
yor mortalidad, mayor ingreso a UTI e internaciones
mas prolongadas, en concordancia con algunos tra-
bajos publicados”?”. Cuando realizamos el analisis
por variables multiples sélo los dias de internacién
mostré una diferencia significativa entre el grupo
AL positivo y negativo, lo que podria estar relacio-
nada con el bajo nimero de eventos de la poblacién.
El uso de profilaxis doble y extendida (enoxaparina

40 mg cada 12 horas por 30 dias) no demostro evi-
dencia de sangrado mayor en nuestros pacientes, tal
como lo demuestran algunos autores, quienes infor-
man que la profilaxis doble y extendida no aumenta
la incidencia de sangrado mayor a diferencia de los
pacientes que reciben anticoagulacion, donde el fe-
ndémeno se presenta mas frecuentemente!322-23),

Conclusion

Si bien los pacientes con COVID-19 al inicio de la
infeccion presentan una alta incidencia de AL po-
sitivo, el mismo pareceria no ser persistente en el
tiempo en la mayoria de los pacientes. Los portado-
res de este marcador fueron principalmente de sexo
masculino y presentaron mayor cantidad de dias de
internacion total. Si bien, el analisis univariado mos-
tr6 mayor necesidad de pase a UTI y mayor mortali-
dad en los pacientes AL positivos, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa en el analisis mul-
tivariado dado el tamafio muestral y el bajo numero
de eventos en la poblacion evaluada. La prevalencia
de ETV fue de 2,98%, menor a la reportada en la bi-
bliogratia, quizas por la profilaxis utilizada, sin evi-
dencia de sangrado mayor con esta conducta.

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

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia B post
centro germinal caracterizada por la proliferacion
clonal de células plasmaticas en la médula dsea y la
deteccién de una inmunoglobulina monoclonal en
suero u orina, la proteina M. Se origina a partir de
un proceso de transformacion de multiples pasos con
acumulacion progresiva de eventos genéticos que fa-
vorecen la proliferacién y expansion del clon maligno.
A nivel citogenético se observan anomalias primarias,
directamente relacionadas con la patogénesis de la
enfermedad, y secundarias, que incluyen ganancias
y pérdidas de material genético, que aportan infor-
macién de valor prondstico adicional. Las anoma-
lias primarias permiten dividir a los pacientes en dos
grandes grupos: hiperdiploides, con ganancia de cro-
mosomas, considerados de buen pronostico, y no-hi-
perdiploides, con nimero modal variable, asociados
a mala evolucién clinica. Las anomalias secundarias
incluyen: delecién 13ql4/monosomia del cromoso-
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ma 13, deleciéon 17p13, alteraciones del cromosoma
1, especificamente ganancia/amplificacién del brazo
largo (1q21) y deleciones del brazo corto (1p), asi
como también rearreglos del gen MYC (8q24). Un
nuevo subgrupo lo constituyen los MM doble hit que
incluyen pacientes con: a) inactivacion bialélica de
TP53 (delecién en un alelo y mutacion en el otro) y,
b) estadio clinico ISS III con amplificacién de 1q21
(>4 copias), asociados a muy mal pronoéstico. Una
anomalia de reciente descripcion es la inactivacién
bialélica del gen BCMA (B cell maturation antigen)
(16p13.13), que constituye un mecanismo de recaida/
resistencia al tratamiento anti-BCMA CAR T-cells,
siendo importante su deteccidon en pacientes pasibles
de ser incorporados a estos esquemas terapéuticos.
Sin duda, la profundizacién de la caracterizacion bio-
légica del MM resulta de fundamental importancia en
el marco de una medicina traslacional, contribuyendo
a un mejor diagnostico y/o pronostico, y aportando
informacion para nuevos abordajes terapéuticos.
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Summary

Multiple myeloma (MM) is a clonal B cell neoplasia
characterized by the accumulation of malignant plas-
ma cells within the bone marrow and the presence
of a monoclonal immunoglobulin in the serum and/
or urine. MM originates from a multi-step transfor-
mation process with progressive accumulations of
genetic events that favor the proliferation and expan-
sion of the malignant clone. The disease is character-
ized by the presence of multiple structural and nu-
merical genetic alterations with different prognostic
significance. Chromosome alterations can be divided
in primary;, related to the pathogenesis of the disease,
and secondary, that provide additional prognos-
tic information. Primary alterations permit classify
patients in two groups: hyperdiploid, with chromo-
some gains, considered of favorable prognosis, and
non-hyperdiploid, with variable modal number and
associated to poor clinical evolution. The secondary
abnormalities include: 13q14 deletion/monosomy of
chromosome 13, deletion of 17p13, chromosome 1
alterations, particularly gains/amplifications of 1q21
and 1p deletions, and structural rearrangements of
MYC gen (8q24). In addition, there is a new sub-
group named double hit MM that includes patients
with: a) biallelic inactivation of TP53 gene (deletion
in one allele and mutation in the other) and, b) clin-
ical stage ISS III and 1q21 amplification (=4 copies),
associated to very poor prognosis. The biallelic inac-
tivation of the BCMA (B cell maturation antigen) gene
(16p13.13) is a new alteration, associated to relapse/
resistance to the anti-BCMA CAR T-cells treatment,
which detection is of relevance, particularly in those
patients eligible for these therapeutic protocols. The
deepening of the biologic characterization of MM
results of importance in the context of translational
medicine, contributing to a better diagnosis and/or
prognosis, and providing information for new thera-
peutic approaches.

Introduccion

El MM es la segunda neoplasia hematolégica en fre-
cuencia en adultos del mundo occidental®. Afec-
ta mas comunmente a individuos con edad media
al diagnéstico de 65-70 afos; es mas frecuente en
hombres que en mujeres, y presenta diferencias en
su incidencia entre regiones geograficas y grupos
étnicos®. Es una enfermedad heterogénea en cuan-
to a su presentacion clinica, respuesta a la terapia y
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tiempo de sobrevida (SV)®. A nivel genético es una
patologia compleja que sufre un proceso de trans-
formacién de multiples pasos con acumulacién pro-
gresiva de eventos que favorecen la proliferacion
y expansion del clon maligno®®. El estudio de las
alteraciones genéticas ha permitido la definicién de
subgrupos especificos, y provisto las bases para la
identificacion de genes involucrados en la iniciacién
y progresion de esta entidad, siendo primordiales al
momento del diagndstico, en la progresion/recaida
de la enfermedad, asi como en la evaluacién de la
respuesta al tratamiento®”,

El andlisis citogenético presenta limitaciones debido
al bajo indice de proliferacion de las células plasma-
ticas (CP), permitiendo detectar alteraciones cro-
mosoOmicas en el 30-40% de los casos®”. Un trabajo
reciente® muestra el valor prondstico independiente
del cariotipo convencional en la deteccion de pacien-
tes de alto riesgo, rescatando la importancia de esta
metodologia en el estudio del MM. Su complemen-
tacion con la técnica de FISH (Fluorescence in situ hy-
bridization) permitié aumentar considerablemente la
deteccion de alteraciones, llegando aproximadamente
al 80% de los casos, siendo de importancia dada la
presencia de numerosas anomalias cripticas.

Las alteraciones cromosomicas incluyen anomalias
primarias, directamente relacionadas con la pato-
génesis de la enfermedad, y secundarias, particu-
larmente ganancias y pérdidas de material genético,
que aportan informacion prondstica adicional””
y que, en conjunto, han permitido establecer dife-
rentes grupos de riesgo. Las anomalias primarias
permiten dividir a los MM en dos grandes grupos:
hiperdiploides (42-45% de los casos) y no-hiperdi-
ploides (35-40%). Asimismo, se observa un 10-15%
de pacientes con alteraciones combinadas (hiperdi-
ploidia y t14q32) y un 5-10% que presenta anoma-
lias variables, cuyo comportamiento clinico es he-
terogéneo!”. Recientemente, se ha identificado un
nuevo subgrupo con cariotipo tetraploide (4n) de
muy mal prondstico (6% de los MM al diagndstico),
asociados a mayor infiltracién de CP en la médula
6sea (MO) y aumento de anomalias de alto riesgo
por FISH". Asimismo, el MM se caracteriza por
una alta heterogeneidad clonal, ain en estadios ini-
ciales de la enfermedad, con diferentes patrones que
van desde la estabilidad clonal a la presencia de mul-
ticlonalidad®®'?, resultando importante su evalua-
cién dada sus implicancias a nivel del tratamiento.
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Anomalias primarias

Los MM hiperdiploides presentan entre 48 y 74
cromosomas y se caracterizan por mostrar multiples
trisomias, preferencialmente de los cromosomas im-
pares 3,5,9, 11, 15, 19 y/o 21! (Figura la). Se ma-
nifiestan en individuos de mayor edad y se asocian a
lesiones dseas y pronostico favorable, no siendo cla-
ro el mecanismo subyacente en su desarrollo. No to-
das las trisomias tienen la misma frecuencia, siendo
la mas comun la trisomia 9 seguida por los cromo-
somas 15 y 19, y, en menor frecuencia, la trisomia
1719, Kumar y col."¥ observaron una atenuacion del
impacto adverso de las alteraciones de alto riesgo por
parte de las trisomias, mientras que Chretien y col.
(19 detectaron que las trisomias 3 y 5 mejoran signi-
ficativamente el prondstico de los pacientes, presen-
tando un rol protector en casos con t(4;14) y del(17)
(p13), en tanto que la trisomia 21 lo empeora. Estos
datos llevaron a la revisiéon y modificacion del riesgo
citogenético determinando el desarrollo de un nue-
vo indice prondstico que incluye a las trisomias!>!®.

También se observo mejor pronoéstico en los pacien-
tes con hiperdiploidias superiores a 50 cromosomas
respecto de aquellos con hiperdiploidias entre 47-
50 cromosomas. Otros trabajos”'® indican que la
presencia de alteraciones de alto riesgo en pacientes
con MM hiperdiploide impacta negativamente en el
prondstico de los mismos.

Por su parte, los MM no-hiperdiploides presentan
un numero modal variable, desde hipodiploide has-
ta pseudotetraploide (Figura 1b). Constituyen un
grupo heterogéneo, con numerosos subtipos mo-
leculares asociados a translocaciones recurrentes
que involucran al gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGH), ubicado en 14q32, y cin-
co diferentes oncogenes: FGFR3-MMSET (4p16),
CCND3 (6p21), CCNDI (11q13), MAF (16q23) y
MAFB (20q12), con implicancias prondsticas'®!”
(Tabla 1). En menor frecuencia se observan otras
translocaciones del cromosoma 14, entre ellas la
t(6;14)(p25;q32) que involucra al gen IRF4 (Interfe-
ron Regulatory Factor 4). Todas ellas determinan la

Figura 1. Cariotipos de pacientes con MM. a) cariotipo hiperdiploide; b) cariotipo no-hiperdiploide.
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Tabla 1. Subgrupos de alteraciones citogenéticas en MM no-hiperdiploide

Subgrupo | Genes involucrados | Frecuencia (%)
Rearreglos de ciclinas

t(11,14)(q13;q32) CCNDI1/IGH 15-20
£(6,14)(p21;932) CCND3/IGH 3-6
£(12;14)(p13;q32) CCND2/IGH <1
t(4;14)(p16;932) | FGFR3-MMSET/IGH | 6-15
Rearreglos de MAF

t(14;16)(q32;923) IGH/MAF 4.5
t(14;20)(q32;q11) IGH/MAFB 1-2
1(8;14)(q24.3;932) MAFA/IGH <1

CCNBD: ciclina D; IGH: immunoglobulin heavy chain; FGFR3: fibroblast growth
factor receptor 3; MMSET: multiple myeloma SET domain; MAF:
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
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desregulacion de ciclinas D, que lleva a la activaciéon
del ciclo celular y aporta ventajas selectivas a los
subclones que las presentan®’.translocaciones del
cromosoma 14, entre ellas la t(6;14)(p25;q32) que
involucra al gen IRF4 (Interferon Regulatory Factor
4). Todas ellas determinan la desregulacién de ci-
clinas D, que lleva a la activacion del ciclo celular
y aporta ventajas selectivas a los subclones que las
presentan®”.

En lo que respecta a las translocaciones que invo-
lucran a los genes de ciclinas (CCND), la mas fre-
cuente es la t(11;14)(q13;q32), observada en el 15-
20% de los pacientes al diagndstico, que determina
la sobreexpresion de CCND1%!%. Puede detectarse
en MGUS (monoclonal gammopathy of undetermi-
ned significance) y presenta alta incidencia en la leu-
cemia de células plasmaticas (LCP), tanto primaria
como secundaria (50-60% de los casos)?®V. Tiene
caracteristicas bioldgicas y clinicas distintivas, estd
asociada con enfermedad hipo-secretoria o no-se-
cretoria, IgD o IgM, morfologia linfoplasmocitica
o de pequeiias CP maduras, cadena liviana lambda,
expresion aumentada de CD20, asociada a mejor SV
global y libre de progresion, y pérdida de expresion
de CD56%»), Estos pacientes muestran aumento
de la expresion de la proteina antiapoptoética BCL-2
y disminucién de las proapoptdticas MCL-1/BCL-
XL, 1o que los hace susceptibles al tratamiento con
venetoclax, un inhibidor de BCL-2®". Si bien origi-
nalmente esta translocacion ha sido asociada con un
riesgo estandar, estudios recientes muestran peor
evolucion respecto de los casos con cariotipo y FISH
normal y mejor respuesta que los pacientes con alte-
raciones de alto riesgo®?). Las otras dos transloca-
ciones que involucran genes de ciclinas son t(6;14)
(p21;q32) (CCND3) y t(12;14)(p13;q32) (CCND2),
de muy baja frecuencia (2% y <1%, respectivamen-
te), y con escasa informacion clinica®.

La t(4;14)(p16.3;q32) es la segunda translocacién
reciproca en frecuencia en los pacientes con MM,
observada en aproximadamente el 15% de los ca-
sos®, asociada a IgA y cadena liviana lambda. Es
una translocacién criptica que debe ser evaluada
mediante FISH. Determina la yuxtaposicion de dos
oncogenes: MMSET (multiple myeloma SET domain)
y FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3), ubica-
dos en 4p16.3, con el gen IGH. MMSET permanece
en el derivado 4 y se encuentra sobreexpresado en el
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total de casos, en tanto que la expresion del receptor
de tirosina quinasa FGFR3 se manifiesta en el 75%
de los pacientes debido a la pérdida del derivado 14
(25% de los casos con esta translocacion)®=3), MM-
SET codifica para una histona metiltransferasa con
un rol central en la patogénesis del MM, asociada
a progresion tumoral e inestabilidad genémica®*-*).
Por el contrario, diferentes estudios demostraron
que la expresion de FGFR3 no tiene impacto signi-
ficativo en la SV de los pacientes®>*¥, en tanto que
un analisis reciente revela que los casos sin t(4;14)
pero con un perfil de expresion génica MMSET tie-
nen un prondstico similar a aquéllos que presentan
la translocacion®. Los pacientes con esta anomalia
constituyen un grupo heterogéneo en cuanto a su
evolucidén clinica®, lo cual estaria relacionado a la
presencia de distintos transcriptos de MMSET®>*),
que impactarian de manera diferencial en la evolu-
ciodn clinica de la enfermedad®®, asi como a la coe-
xistencia de otras alteraciones capaces de modular el
prondstico de esta translocacion, como se evidencia
en el nuevo indice prondstico recientemente estable-
cido®19, Particularmente, la t(4;14) con coexisten-
cia de alteraciones del cromosoma 1 y/o trisomia 21
presenta alto riesgo citogenético (29% de los casos)
%), en tanto que aquéllos con t(4;14) y trisomia 5 se
asocian a un mejor prondstico.

Las translocaciones que involucran a los genes MAF
(Musculoaponeurotic fibrosarcoma) son menos fre-
cuentes, estan asociadas al isotipo IgA y se encuen-
tran relacionadas a prondstico adverso"”. Ellas in-
cluyen la t(14;16)(q32;q23) (5% de los casos) y la
t(14;20)(q32;q11) (2%) que yuxtaponen IGH con
los oncogenes MAF y MAFB, respectivamente®'?;
ambas son translocaciones cripticas que deben de-
tectarse mediante FISH. Dichos genes son factores
de transcripcion de la familia bZIP (Basic leucine
zipper), que proviene de la superfamilia AP-1, y
tiene funciones de transactivacion“*?. Estas trans-
locaciones determinan el aumento de expresion
de los genes MAF, que lleva a una sobre-expresion
de CCND2, promoviendo la proliferacion celular
y afectando la regulacién de la transicion G1/S del
ciclo celular. Asimismo, generan aumento de la ex-
presion de la integrina 7 que promueve la adhesion
de las células de MM con las células estromales de
la MO, fendmeno que se asocia con el aumento de
la secrecién de VEGF (Vascular Endothelial Grow-
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th Factor), importante en la SV de las células mie-
lomatosas, y relacionado a resistencia a la apopto-
sis*?). Estudios de microarrays muestran un perfil
de expresion génica similar para los genes MAF y
MAFB, sustentando un camino de sefalizacién
comun para ambos“. Los puntos de ruptura de
la t(14;16) se producen en el dltimo intrén del gen
supresor tumoral WWOX (WW domain containing
oxidoreductase), centromérico a MAF, donde se en-
cuentra el sitio fragil FRA16D, generando su disrup-
cion y activacion por parte del enhancer de IGH*9).
Estos pacientes presentan baja expresiéon de CD56,
aumento de la expresion de CD20 y alteraciones cro-
mosdmicas en el cariotipo®. Un trabajo reciente™®
no observa diferencias en la media de SV entre los
pacientes portadores de la t(14;16) y aquéllos que no
la tenian, sefialando un interrogante sobre su signi-
ficado prondstico. Con respecto a la t(14,20), resulta
interesante mencionar que su presencia en MGUS y
MM indolente se asocia a enfermedad estable, por lo
que se sugiere que la misma no seria responsable del
mal prondstico observado en los pacientes con MM,
requiriendo eventos adicionales para la progresion
de la enfermedad 1*19%)

Alteraciones secundarias

Las mismas incluyen: delecion 13q14, del17p13, ga-
nancia/amplificacién de 1q21 y dellp, y transloca-
ciones que involucran al oncogén MYC (Myelocyto-
matosis) (8q24)11422),

La del13q14 es una de las anomalias mas comunes
(45-50% de los casos)™; involucra al gen supresor de
tumor RBI (Retinoblastoma), regulador negativo del
ciclo celular. Se la detecta también en MGUS, lo que
sugeriria un rol primario en la oncogénesis tempra-
na®, Aproximadamente el 85% de los pacientes pre-
senta monosomia 13, mientras que en el 15% restan-
te se producen deleciones intersticiales®V. Presenta
un alto nivel de asociacion con las translocaciones
que involucran IGH (84%), llegando al 90% de los
casos que tienen la t(4;14)(p16;q32)™. Si bien du-
rante mucho tiempo se la consider6é un marcador de
prondstico adverso, actualmente se sabe que su de-
teccion indica la presencia de hipodiploidia o trans-
locaciones IGH, resultando un marcador molecular
de MM no-hiperdiploide!?. Su deteccién en meta-
fase se asocia a mayor proliferacién y masa tumo-
ral®"*?, Un trabajo reciente® encuentra efectos di-
ferentes sobre la SV global y la progresién al analizar
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por separado los pacientes con del(13q) y aquéllos
con monosomia 13, evidenciando efecto protector
para la delecién y adverso para la monosomia, en
tanto que la presencia de inactivacion bialélica de
RB1 se relaciond a peor evolucion clinica, con valor
prondstico independiente en la recaida de la enfer-
medad®®.

La del17p13, lugar donde mapea el gen supresor de
tumor TP53 (Tumor supresor P53), es el factor de
prondstico adverso mds importante en MM®125556),
asociada a alto riesgo en el R-ISS (Revised Internatio-
nal Staging System)®”. Se la observa en aproximada-
mente el 10% de los pacientes al diagnostico, llegan-
do al 80% en los dltimos estadios de la enfermedad,
y se vincula con resistencia al tratamiento. El gen
TP53 funciona como un regulador transcripcional
que participa en el control del ciclo celular, repara-
cion y respuesta al daiio del ADN, y promocién de
la apoptosis, siendo uno de los genes mas frecuente-
mente mutados en canceres humanos. Su pérdida se
relaciona a enfermedad agresiva, corta SV, enferme-
dad extramedular, hipercalcemia y compromiso del
sistema nervioso central!®12%%%) Se presenta en la
mayoria de los casos con LCP tanto primaria como
secundaria y es muy infrecuente en MGUS®".

Las anomalias del cromosoma 1, especificamen-
te ganancias de 1g21, presentes en el 35-40% de los
pacientes®*? y pérdidas de 1p observadas en el 30%
de los casos®**, se encuentran entre las alteraciones
estructurales mas frecuentes en el MM, cominmente
asociadas con progresion de la enfermedad®*'*'?). En
cuanto a la ganancia/amplificacion de 1q, el gen mas
involucrado es CKS1B (CDC28 protein kinase regula-
tory subunit 1B), que mapea a nivel de 1q21.3; codifica
para un regulador positivo del ciclo celular que activa
las quinasas dependientes de ciclinas, promoviendo la
proliferacién celular®. La sobreexpresion de CKSIB
se encuentra asociada a alto nivel de proliferaciéon y
prondstico adverso®-¢¢¢”), El analisis del nivel de ex-
presion de CKSIB y del numero de copias mostr6
mayor valor prondstico para este tltimo®®”), en tan-
to que Stella y col.®® detectaron mayor expresién de
CKS1B en MM respecto de MGUS, sugiriendo un rol
en la progresion de MGUS a MM. Las alteraciones de
1921 muestran una fuerte asociacién con otras ano-
malias recurrentes en MM como translocaciones de
IGH, del13q14 y del17p13, cuya presencia claramente
empeora el pronostico de los pacientes®. Simulta-
neamente, las alteraciones de 1q han sido relaciona-
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das con la presencia de translocaciones jumping y un
mayor nivel de inestabilidad gen6mica®. Al presente
hay otros genes de interés en la regién, como ADARI
(Adenosine Deaminase RNA Specific) (1q21.3), que
codifica para una enzima responsable de la edicién
del ARN, e IL6R (Interleukina 6 membrane receptor),
subunidad del receptor de transmembrana de IL6,
que confieren oncogenicidad a través de la activacion
de la via de sefializacion JAK/STAT37*7?, Particular-
mente, el aumento de expresion de ADARI contribu-
ye ala patogénesis del MM y estimularia la progresion
y resistencia a la terapia”?.

En cuanto a la dellp, encontramos dos regiones
de importancia, 1p12 y 1p32.3. La primera contie-
ne al gen supresor tumoral FAM46C (Family With
Sequence Similarity 46 Member C), cuya funcion es
de importancia en la sintesis proteica”, también
asociado a mala evolucién clinica®. El punto de
ruptura 1p32.3 se encuentra afectado con mayor
frecuencia, siendo CDKN2C (Cyclin dependent Ki-
nase Inhibitor 2C) el gen mas involucrado, que par-
ticipa en la regulacion negativa del ciclo celular™,
cuya desregulacion se vincula con significado clini-
co adverso”>7®. Si bien no es un evento frecuente,
diferentes autores han detectado deleciones homo-
cigotas de los genes involucrados en 1p, asociadas a
mala evolucién clinica®?”. El andlisis conjunto de
estas anomalias permitié establecer grupos de ries-
go citogenético (Tabla 2), algunos de los cuales se
encuentran en revision.
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Ademas, los pacientes con MM pueden presentar
rearreglos del gen MYC en, aproximadamente, el
15% de los casos recién diagnosticados, llegando al
45% durante la progresion”. La sobrexpresion de
este gen se asocia con formas mads agresivas de la
enfermedad, LCP y enfermedad extramedular*-*V.
El mismo tiene un rol central en el crecimiento y
proliferacion celular, replicaciéon del ADN, sintesis
proteica y metabolismo energético®®. El mecanis-
mo de activacidn se origina principalmente a través
de translocaciones que involucran a los genes de las
cadenas pesada y livianas de las inmunoglobulinas
(50% de los casos) asi como a FAM46C, FOXO3,
BMPS, entre otros genes, en el 50% restante®. Di-
ferentes estudios mostraron su activacién durante
la transiciéon de MGUS a MM, indicando su impli-
cancia en la progresion de la enfermedad, y susten-
tando la dependencia de las células de MM a dicho
oncogén para su supervivencia?®*9, Su presencia
en pacientes con cariotipos hiperdiploides consti-
tuye un factor de prondstico adverso’®. Un trabajo
reciente de nuestro laboratorio® muestra rearreglos
de MYC en el 11,5% de los pacientes, significativa-
mente asociados a la presencia de falla renal.

Recientemente se detectaron nuevas anomalias de
valor pronostico. Entre ellas encontramos la dele-
cion de la region variable del gen IGH y la amplifi-
cacion de su region constante evaluadas por FISH,
asociadas a peor prondstico y corta SV libre de pro-
gresion® y la inactivacion bialélica del gen BCMA

Tabla 2. Grupos de riesgo citogenético

Riesgo alto (20-25%)

t(4;14)(p16;q32) (FISH)

t(14;16)(q32;q23) (FISH)

t(14;20)(q32;q11) (FISH)

del(17)(p13) (FISH)

del(1p) (citogenética o FISH)

Ganancia de 1q (citogenética o FISH)

Cariotipo complejo

Doble hit

Riesgo estandar (75-80%)

Hiperdiploidia

t(11;14)(q13;q32) (citogenética o FISH)

t(6;14)(p21;q32) (citogenética o FISH)

Modificado de Rajkumar?
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(B cell maturation antigen), ubicado en 16p13.13.
Este tltimo pertenece a la superfamilia del receptor
de TNF (Tumor necrosis factor) (TNFRSF17: TNF
Receptor Superfamily Member 17), es importante
para el desarrollo de las células B, se expresa prefe-
rencialmente en linfocitos B maduros y resulta esen-
cial para la supervivencia de las CP®”. La dell6p se
observa en el 6,7% de los pacientes con MM, presen-
tando co-ocurrencia con la del17p en el mismo clon
en el 77% de los casos. A su vez, el 36% de los pacien-
tes con del17p muestran del16p®*®), La sobreexpre-
sién y activacion de BCMA se asocian a progresion
del MM, constituyendo un blanco terapéutico atrac-
tivo, ya sea como anticuerpo biespecifico, anticuer-
po farmaco-conjugado o como anti-BCMA CAR
T-cells®”. La inactivacién bialélica de BCMA cons-
tituye un mecanismo de recaida/resistencia a este
ultimo tratamiento®*®’, siendo importante poder
detectar esta anomalia en pacientes pasibles de ser
incorporados a estos esquemas terapéuticos.

Otro aspecto de importancia es la presencia de ca-
riotipos complejos (tres o mds alteraciones cro-
mosomicas), originados a partir de la acumulacién
de cambios secuenciales capaces de desregular me-
canismos genéticos relacionados al desarrollo y/o
progresion de la enfermedad®*”. Los mismos se
encuentran significativamente asociados a pobre
evolucion clinica, constituyendo un factor pronds-
tico independiente y resaltando el valor del estudio
citogenético en el MM.

MM doble hit

Recientemente Walker y col®? identificaron un nue-
vo subgrupo de pacientes con MM de alto riesgo y
enfermedad muy agresiva, con caracteristicas biold-
gicas y clinicas especificas y muy corta SV libre de
progresion y global a pesar de los nuevos tratamien-
tos, denominado MM doble hit. Este subgrupo co-
rresponde a aproximadamente el 6% del total de los
casos e incluye pacientes con: a) inactivacion bialé-
lica de TP53 (deleciéon en un alelo y mutacién en el
otro) y, b) estadio clinico ISS III con amplificacién
de CKSI1B (>4 copias). Mas recientemente, se inclu-
yo6 entre los MM doble hit a los pacientes con ca-
riotipo hiperhaploide, una alteracién numérica rara,
que presenta entre 24 y 34 cromosomas, correspon-

de al 0,25% de los casos con MM al diagndstico®,

y afecta mayormente a individuos jovenes®. La
presencia de cariotipos hiperhaploides es un evento
muy poco frecuente en MM®**), pero es observado
en leucemias agudas y algunos tumores s6lidos®®.
En MM, el clon hiperhaploide se caracteriza por
presentar monosomia de numerosos cromosomas
en tanto que los cromosomas impares, asociados a
trisomias en los casos hiperdiploides, permanecen
disémicos. Estos pacientes muestran con frecuencia
monosomia del cromosoma 17, usualmente asocia-
da a mutacién de TP53 en el alelo restante, llevando
a inactivacion bialélica de dicho gen, quedando por
lo tanto incluidos en el grupo de MM doble hit de
muy alto riesgo®. Si bien no se conoce exactamente
el mecanismo de origen de estos cariotipos, diferen-
tes autores sugieren, en base a estudios secuencia-
les, que el cariotipo hiperhaploide se originaria por
la pérdida de cromosomas a partir de un cariotipo
diploide, como consecuencia de defectos en el huso
mitotico y/o en los centrosomas que llevarian a una
segregacion anormal®*?.

Estos estudios sustentan la importancia de las altera-
ciones genéticas en la compleja heterogeneidad que
caracteriza al MM y su implicancia en la presentacion
clinica y respuesta al tratamiento. Dicha complejidad
aumenta considerablemente durante la progresion de
la enfermedad con la adquisicién de anomalias cito-
genéticas secundarias y mutaciones que se suman a
las alteraciones primarias de cada subtipo, modifican-
do el fenotipo clinico. Sin duda, la profundizacién de
la caracterizacion bioldgica del MM resulta de fun-
damental importancia en el marco de una medicina
adaptada al riesgo, contribuyendo a un mejor diag-
nostico y/o pronoéstico, y aportando informacién para
nuevos abordajes terapéuticos.
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Déficit de MPO detectado por sistema
PANDA. Reporte de un caso

Case report: MPO deficiency detected by PANDA system

Laboratorio de Hematologia, Hemostasia y Citometria de Flujo.
Hospital Dr. César Milstein

mauricionicolasalmiron@gmail.com

Palabras claves: mieloperoxidasa,
ADVIA,
déficit.

Objetivos

e Mostrar y educar acerca de como el déficit de
MPO puede conducir a informar resultados fal-
sos en la formula leucocitaria cuando se utilizan
equipos con sistema PANDA (Peroxidase activity
and nuclear density analysis).

« Destacar la importancia del extendido de sangre
periférica y la citoquimica en la rutina diaria.

Caso clinico

Paciente femenino de 88 afios con diagnéstico de
tumor maligno de colon en tratamiento oncolégico.
Acude a nuestro laboratorio para realizar un hemo-
grama, que se lleva a cabo en el contador hemato-
légico ADVIA 2120 de Siemens que utiliza sistema
PANDA para realizar el diferencial de leucocitos. En
él se observa una neutropenia severa, por lo que se
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decide hacer un frotis de sangre periférica coloreado
con May Griinwald-Giemsa para confirmar el re-
sultado, obteniéndose por este método una férmula
porcentual normal.

ADVIA 2120 Microscopia
(%) optica (%)
Neutrofilos 21 68
Linfocitos 24 24
Monocitos 52
Eosindfilos 2
Baséfilos

En el grafico de actividad de peroxidasa vs tamafio
celular obtenido en el ADVIA 2120 se observo lo si-
guiente (Grafico 1):



DEFICIT DE MPO DETECTADO POR SISTEMA PANDA. REPORTE DE UN CASO

Grafico 2. Actividad de peroxidasa vs tamafio celular tipico para un paciente con déficit parcial de MPO.

Ante esta discrepancia se decide realizar la férmu-
la diferencial utilizando un DxH 800 de Beckman
Coulter, que utiliza para obtener el diferencial tec-
nologia VCS y, por otro lado, un contador hemato-
légico Sysmex, que posee citometria de flujo (FSC vs
SSC) para hacer la férmula leucocitaria. Se obtuvie-
ron los siguientes resultados (Tabla 1).

Debido a que los contadores hematoldgicos

HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 64-67, 2021

utilizados poseen diferentes tecnologias para reali-
zar el diferencial de la féormula leucocitaria, se de-
cidi6 llevar a cabo una reaccion citoquimica para
MPO. En la misma se observo que los neutrdfilos de
la paciente carecian parcial o totalmente de peroxi-
dasa (Figura 1).

Paralelamente se llevd a cabo un control positivo de
MPO para validar la reaccion (Figura 2).
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Tabla 1. Resultados del diferencial obtenidos por equipos automatizados que difieren en la tecnologia para

realizar la formula leucocitaria.

CASO CLINICO

DxH 800 (%) Sysmex (%)
Neutroéfilos 64 58
Linfocitos 25 29
Monocitos 9 10
Eosinofilos 2
Basofilos 0

R% e O QP%E r’:,f; Sa, Q“J

Figura 1. Citoquimica para MPO. Obsérvese la ausencia parcial o total de la actividad
de MPO en los neutroéfilos del paciente.
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Figura 2. Control de la reaccion c1toqu1m1ca para MPO.

Con estos resultados podemos asegurar que el pa- utilicen PANDA para realizar el diferencial de
ciente presenta un déficit parcial de MPO en los leucocitos.

neutrdfilos, demostrado por diferentes metodo- « La inspeccion al microscopio dptico sigue siendo
logias (automatizada y manual) que confirman la una herramienta fundamental en la practica dia-
sospecha inicial que surge al observar el patron P2 ria de la hematologia clinica.

caracteristico que tienen estos pacientes.  La citoquimica de la MPO es una técnica sencilla
y econdmica que debe estar disponible en la ru-
tina, ya que brinda informacién valiosa en poco
tiempo.

Conclusion
o Tener especial cuidado con las neutropenias rela-
tivas obtenidas de contadores hematoldgicos que

66 HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 64-67, 2021
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Resumen

La aplasia eritrocitica pura es una causa poco fre-
cuente de anemia no regenerativa debida a una su-
presion autoinmune de la eritropoyesis. Se ha asocia-
do clasicamente con el lupus eritematoso sistémico
y la artritis reumatoidea. Presentamos el caso de un
paciente con sindrome antifosfolipido primario que
desarroll6 una anemia grave concordante con una
aplasia eritrocitica pura. Esta asociacion refuerza la
base autoinmune de la aplasia eritrocitica pura.

Abstract

Pure red cell aplasia is an uncommon cause of
non-regenerative anemia due to an autoimmune
suppression of erythropoiesis. It has been classi-
cally associated with systemic lupus erythematosus
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and rheumatoid arthritis. We report the case of a pa-
tient with primary antiphospholipid syndrome who
developed severe anemia concordant with pure red
cell aplasia. The aforementioned association rein-
forces the autoimmune basis of pure red cell aplasia.

Introduccion

Pure red cell aplasia (PRCA) is a rare cause of ane-
mia. This diagnosis should be considered by the cli-
nician investigating an anemia with a negative initial
workup, particularly if an associated medical condi-
tion is present.

Case description
We report the case of a 34-year-old patient with
a 10-year history of antiphospholipid syndrome
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diagnosed after an anterior acute coronary syn-
drome secondary to an ostial left anterior descend-
ing (LAD) coronary artery stenosis which required
coronary artery bypass grafting.

Serological studies were positive for lupus antico-
agulant, anticardiolipin antibodies (IgM & IgQG)
and anti-beta-2-glycoprotein antibodies confirmed
on multiple testing. Of note antinuclear antibodies
were negative.

He also developed progressive peripheral artery dis-
ease with intermittent claudication requiring a right
femoral popliteal bypass surgery.

He was treated with warfarin adjusted to an INR
target of 2-3, nebivolol, sulodexide, irbesartan and
atorvastatin.

The patient was admitted in Hotel-Dieu de France
hospital, Beirut, Lebanon for acute chest pain radi-
ating to the left arm associated with normal electro-
cardiogram, elevated cardiac markers, and anemia.
Coronary angiography revealed a new 50% LAD
stenosis along with patent coronary bypass grafts:
the chest pain was then attributed to a type 2 myo-
cardial infarction.

At admission the patient had an anemia character-
ized by a hemoglobin level of 8 g/dL (hematocrit
level of 25%) with a normocytic normochromic
profile and a notably very low reticulocyte count
(5440/mm3; 0.1% corrected for hematocrit level).
Iron studies revealed normal serum iron with high
ferritin level, and elsewhere the patient had normal
vitamin B9, B12 and TSH measurements. Concern-
ing hemolysis biomarkers, haptoglobin and uncon-
jugated bilirubin dosages were within the reference
range not indicating hemolysis along with a mild-

ly elevated lactate dehydrogenase level; direct and
indirect Coombs testing were negative. Elsewhere,
peripheral blood smear showed anisocytosis and
poikilocytosis.

Other blood examinations done on admission re-
vealed a normal kidney and liver function tests.
Multiple packed red blood cell transfusions were ad-
ministered with improvement in the patient’s symp-
toms.

A bone marrow aspirate and biopsy were done and
were compatible with pure red cell aplasia, showing
a normocellular marrow with absence of erythroid
precursors.

Etiological differential diagnoses were eliminated:
thymoma was ruled out by thoracic computed to-
mography; lymphoma and myelodysplastic syn-
drome were also ruled out by the bone marrow stud-
ies; serologies for parvovirus B19, hepatitis B & C
and human immunodeficiency virus were negative
as well as plasma polymerase chain reaction for cy-
tomegalovirus and Epstein-Barr virus; drug history
did not reveal any possibly causative agent. Comple-
ment levels were normal and antinuclear antibodies
were negative. Paroxysmal nocturnal hemoglobin-
uria was eliminated on the basis of the absence of
hemolysis or other cytopenias; flow cytometry was
not performed.

The patient was subsequently treated with methyl-
prednisolone intravenous pulse therapy for 5 days
then discharged on prednisone 1 mg/kg/day with
subsequent tapering and cyclosporin 3 mg/kg/day
divided in two doses with blood testing follow-up.
Of note hemoglobin measurement on the final day
of hospitalization was 7.7 g/dL.

Figure 1. May Grunwald Giemsa staining of bone marrow aspirate showing a remarkable absence of
erythroblasts.

HEMATOLOGIA « Volumen 25 Ne 3: 68-71, 2021

69



On follow-up after two months, the patient was as-
ymptomatic, with blood tests showing a hemoglobin
level of 10 g/dL (hematocrit 29.7%) and a corrected
reticulocyte count of 1%, marking an improvement
of his condition. Cyclosporin treatment was main-
tained, and prednisone tapering continued at a rate
of 10 mg per week until 20 mg daily. Antiphospho-
lipid antibodies dosing was planned for the next fol-
low-up appointment.

Discussion

Pure red cell aplasia is a syndrome defined by a nor-
mocytic normochromic anemia with severe retic-
ulocytopenia and marked reduction or absence of
erythroid precursors from the bone marrow ), with-
out affecting other lineages. PRCA may be either
congenital (Diamond-Blackfan anemia) or acquired
and if the latter is the case, primary PRCA should be
distinguished from PRCA secondary to other etiolo-
gies, such as infectious, neoplastic (lymphoprolifer-
ative disorders, hematologic malignancies, solid tu-
mors) or auto-immune/collagen vascular diseases”.
Concerning auto-immune diseases, PRCA has been
particularly described in association with systemic
lupus erythematosus® and rheumatoid arthritis®.
In some cases, patient serum may inhibit the growth
of erythroid precursor cells of both the patient and
control, while in other cases the inhibition may be
mediated by T-lymphocytes®.

In previous reports, Walton et al first described
a case of PRCA and antiphospholipid syndrome
(APS) in a female patient who also presented with

CASO CLINICO

hemolytic anemia and had positive anti-DsDNA
antibodies compatible with systemic lupus erythe-
matosus®. The case of a patient with APS who de-
veloped PRCA and neuro-lupus was also reported
by Murayama et al.

To our knowledge the association between PRCA
and APS without concurrent lupus erythematosus
has been described once in the medical literature, by
Caldas et al?. In this case, the patient had been tak-
ing chlorpromazine for 13 years, a drug known for its
myelotoxicity® and for its ability to induce the pro-
duction of antiphospholipid antibodies®. As noted by
the authors?, the anticardiolipin antibodies persisted
at high titer after drug discontinuation.

We present the case of a patient known to have pri-
mary APS with negative anti-nuclear antibodies who
developed PRCA, with no other concurrent con-
tributing factor. Antiphospholipid antibodies can
cross-react with erythrocyte membranes, as shown by
Del Papa et al, with antibodies eluted from red blood
cells displaying anti-cardiolipin binding activity"®.

In regard to management, we treated the patient as
per the standard of care for primary PRCA with cor-
ticosteroids and cyclosporine.

In conclusion, antiphospholipid syndrome should
be considered in the differential diagnosis for pure
red cell aplasia in the appropriate clinical setting.

The patient gave informed consent for the publica-
tion of his/her case.

The authors declare that there is no conflict of in-
terest.

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

Las células citotdxicas naturales (natural killer, NK)
son células linfoides del sistema inmune innato. La
persistencia de un estimulo antigénico puede llevar-
las a un estado de célula exhausta y la acumulacién
de mutaciones puede transformarlas en células ma-
lignas. La “leucemia agresiva de células NK” (aggre-
sive NK cell leukaemia, ANKL) es una entidad origi-
nada por estas células transformadas. Presentamos
aqui un caso clinico de ANKL y una revisioén sobre
el inmunofenotipo de las células NK.

Abstract

Natural cytotoxic cells (natural killer, NK) are lym-
phoid cells of the innate immune system. The per-
sistence of an antigenic stimulus can lead to an ex-
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hausted cell state and the accumulation of mutations
can transform them into malignant cells. Aggressive
NK cell leukemia (ANKL) is an entity caused by
these transformed cells. We present here a clinical
case of ANKL and a review on the immunopheno-
type of NK cells.

Introduccion

La ANKL es un desorden linfoproliferativo malig-
no de células NK maduras, asociada al virus Eps-
tein-Barr (EBV), de curso clinico agresivo, de mal
prondstico y con una sobrevida media menor a un
ano.

Los pacientes con ANKL frecuentemente presen-
tan hepatoesplenomegalia, pancitopenia, funcién
hepética alterada, LDH elevada y generalmente
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desarrollan sindrome hemofagocitico, coagulaciéon
intravascular diseminada y falla multiorgdnica®.
Las células NK tumorales usualmente expresan de
manera intensa la molécula de adhesién CD56 y
el receptor tipo lectina CD94 y tienen un fenotipo
relacionado con activaciéon (CD77/*4™ CD45RO",
HLA-DR?"). En contraste CD16 y CD57 son frecuen-
temente negativos®.

Debido a estas caracteristicas fenotipicas se postula
a las células NK maduras CD56""" como la célula
de origen de la ANKL, que luego de la infecciéon por
el EBV se activan y pueden transformarse hacia cé-
lulas malignas®.

El presente articulo tiene como objetivo compartir
el abordaje de un paciente cuyo diagnoéstico final fue
ANKL y presentar una revision del inmunofenotipo
de las células NK.

Caso clinico

Paciente de sexo masculino, de 19 afios que comen-
z6 su enfermedad tres meses previos a la consulta,
con registros febriles diarios, y agregé en el ultimo

mes tricitopenia. Por progresiéon de sus sintomas
consultd a nuestra institucion.

Como antecedentes de relevancia, el paciente habia
cursado una meningitis viral a la edad de 11 afios y
neurocisticercosis diagnosticada a los 4 anos.
Ingres6 estable, febril, sin adenopatias periféricas,
hepatoesplenomegalia, globulos blancos 1980 cé-
lulas/pL (24% linfocitos, 61% neutréfilos, 11% mo-
nocitos), plaquetas 70.000 células/pL, hemoglobina
10,9 g/dL, ESD 7 mm/h; TGP 165 UI/L, TGO 177
UI/L, FAL 1043 UI/L, LDH 1554 UI/L, ferritina 680
ng/mL.

Se realiz6 PAMO que evidenci6 imagenes de hemo-
fagocitosis.

Se solicit6 estudio por citometria de flujo multipa-
ramétrica (CFM) para descartar proceso linfoproli-
ferativo. La CFM de médula 6sea (MO) y sangre pe-
riférica (SP) inform¢ células NK aumentadas (16% y
9% respectivamente): 47% de las mismas con feno-
tipo aberrante: CD56"+*, CD16(+débil variable | CTy7(-/+dé-
bil)’ CD2(+débiI/+)) CD57('), HLA_DR(+)h0m0géneo’ CD94+,
mCD3" (Figuras 1y 2).

Figura 1. Nubes de puntos que muestran el inmunofenotipo de las células NK patoldgicas (poblacion roja)
y las células NK normales residuales (poblacion celeste) presentes en la muestra del paciente. También se
muestran linfocitos T y B normales (verde), monocitos (gris) y neutréfilos (negro) presentes en la mues-
tra de SP del paciente. Notese que las células NK neopldsicas expresan CD56** (A), presentan positividad
homogénea para HLA-DR (B) y son negativas para CD3, CD57, CD16 y CD5 (A-E). Ademas, muestran
disminucién de expresion de CD2 (E) y pérdida de expresion de CD7 (F) respecto a las células NK normales
residuales. La caracterizacion fenotipica fue realizada usando paneles de 3 colores (FITC, PE y PerCP) y

citometro FACS-SCAN.
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El informe anatomopatoldgico de MO describid
signos de hemofagocitosis e infiltracién por células
linfoides de estirpe NK asociada a EBV (EBERI po-
sitivo) (Figuras 3,4y 5).

El paciente evolucioné con deterioro de la funcién
hepitica, ferritinas mayores a 1650 ng/mL y fibrind-
geno en descenso.

La carga viral en SP para EBV fue de 520560 copias/
mL.

Se interpret6 como leucemia agresiva de células NK
y se inicid tratamiento quimioterdpico SMILE con
L-asparaginasa.

Presento una evolucion térpida y tres meses después
de su ingreso fallecié por progresion de la enferme-
dad.

CASO CLINICO

Discusion

Las células NK son células linfoides del sistema in-
mune innato que ejercen su funcién efectora me-
diante su capacidad citolitica y mediante la sintesis y
liberacidn, principalmente, de interferén-y.

Por definicidn, las células NK no expresan CD3 en
su superficie, ni el receptor de células T (TCR), son
positivas para CD56 y expresan cantidades variables
de CD16; son CD2* (unas pocas son CD2°), CD7+>*
. CD5, CD4 y CD8/+dim,

Las células NK maduras comprenden al menos
dos poblaciones: CD56™1" CD167+4m y CD56*4m
CD16" y probablemente correspondan a estadios
secuenciales de diferenciaciéon®. En condiciones
normales, en sangre periférica (SP) y medula 6sea

Figura 2. CD9%4 positivo en células NK totales. Inmunofenotipo realizado por el Dr. Norberto Zwirner,
director del laboratorio IBYME.
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Figura 4. Expresion de CD56 en células linfoides e tamafio mediano (Inmunohistoquimica CD56, 400X).

Figura 5. Expresion citoplasmatica de Granzima B con patrén granular. (Inmunohistoquimica con
Granzima B, 400X, inserto con aceite de inmersion, 1000x.)

-

e

(MO) se encuentran en mayor proporcion las célu-
las NK CD56*4™ (90% del total de las células NK).
Es actualmente aceptado que, bajo la influencia de
estimulos adecuados, las células NK CD56i&h se
diferencian a células NK CD56%™, Se ha propuesto
que en esta diferenciacién ocurre una disminucién
gradual en la expresion de CD94 y la adquisicion de
los receptores de tipo inmunoglobulina de las célu-
las NK (KIRs)@?* (Tabla 1).

Las células NK halladas en SP de pacientes con in-
fecciones cronicas son CD56™, CD16%, CD2*right
y expresan niveles bajos y heterogéneos de CD7 y
CD38, niveles altos de CD57 y menor expresion de
CDl11c que la observada en las células NK CD56*4™
de SP de dadores sanos® (Tabla 2).

En la mayoria de las series de pacientes con ANKL

HEMATOLOGIA « Volumen 25 Ne 3: 72-78, 2021

y linfoma NK extranodal (ENKL), tipicamente se
encuentra que CD56 estd expresado de manera in-
tensa, CD16 puede ser débil y variable (una con-
siderable proporcién de casos son negativos) y se
observa pérdida total o parcial de CD7. Granzima
B y perforina generalmente son positivas, lo que
demuestra su naturaleza citotdxica, aunque CD57
es negativo. La expresion de HLA-DR, CD45RO y
CD45RA se observa en la mayoria de los casos cuan-
do han sido ensayados. Este patrén de expresion es
similar al encontrado en las células NK reactivas de
pacientes con infecciones virales o enfermedades
tumorales. La misma observacion puede ser apli-
cada al patrén de expresion CD11c, que cuando se
encuentra expresado es débil y heterogéneo. La pér-
dida de CD7 en la mayoria de las células tumorales
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también podria resultar de la activacidn, ya que en
células NK activadas cronicamente, su expresion es
también débil y heterogénea (Tabla 2). El receptor de
tipo lectina CD94 se encontrd expresado en la ma-
yoria de las ANKL y ENKTL®.

Dado que la ANKL y el ENKL se originan a partir de
células NK transformadas y usualmente infectadas
con EBYV, es esperable que el inmunofenotipo halla-
do en estas entidades sea el de “células NK activa-
das” Ademads, de acuerdo con los inmunofenotipos
de las distintas series, es probable que el origen de
estas células activadas sea una célula NK CD56"ieh,

CASO CLINICO

y esto podria justificar en parte la hepatoesplenome-
galia, la insuficiencia hepatica y la invasién de otros
6rganos observados en la ANKL, ya que el patrén
de expresién de los receptores de citoquinas (CKR)
hallados en las células tumorales de la ANKL son si-
milares al de las células normales NK CD56*"&", Di-
cho patrén de CKR permiten a estas células migrar
a tejidos periféricos en condiciones de inflamacién
crénica®.

En el caso presentado las células NK identificadas
como aberrantes fueron CD56"&", CD16-, CD94",
CD57 y fueron identificadas por la pérdida de

Tabla 1. Principales caracteristicas de las subpoblaciones de células NK

Células NK CD56*™ CD16* CD56*re" CD167+4m
Funcién Citotoxicas Inmunorreguladoras
Distribucién SP, MO y bazo Organos linfoides secundarios

CD2* (unas pocas CD2) CD2*

CD7 +bright CD7 +bright

CD5 CD5

CD8 -/+dim CD8 -/+dim

CD38* CD38*

CD45RA *bright CD45RA *brisht
Inmunofenotipo | KIR* KIR

CD45RO CD45RO

HLA-DR HLA-DR

CD26 CD26*

CD11c heterogéneo y variable CD11c*

CD9%4 heterogéneo y variable CD9%4+

CD57 heterogéneo y variable CD57

Tabla 2. Principales caracteristicas de las células NK activadas

NK recientemente activadas
(infecciones agudas)

NK activacion tardia
(infecciones cronicas)

CD56"m CD16*

CD56*m CD16*

Patrén de expresion CD7/CD2 similar al observado
en células NK CD56*%™ normales

CD2 **righty niveles bajos (y heterogéneos) de CD7

CD38*

Bajos niveles (y heterogéneos) de CD38

CD45RA*

Fraccion elevada de células NK CD45RO* y/o HLA-
DR*

CDl11crdim CD1lc”™*
CD57 CD57 +bright
76 HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 72-78, 2021
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expresion de CD7 y la expresion débil de CD2. Las
células demostraron tener un fenotipo “activado”
(HLA-DR* CD7-/#hetereg)) y citotoxico (granzima BY),
semejante a lo descripto en la literatura. La expre-
sién intensa de CD56, la positividad para CD9%4 y
la ausencia de expresiéon de CD16 y CD57 avalan lo
propuesto en la literatura, que la contrapartida nor-
mal de estas células neoplasicas podrian ser las célu-
las NK CD56right,

La transformaciéon a ANKL de los procesos linfopro-
liferativos T/NK asociados a EBV de la infancia,
como la infeccién crénica activa de células T/NK
por EBV, es particularmente propensa a ocurrir en
pacientes jovenes®.

Debe mencionarse que, si bien la asociacién entre
ANKL vy la infeccién por EBV es bien establecida,
también es reconocida la ANKL negativa para EBV.
En contraste con la ANKL EBV-positiva, los casos
de ANKL EBV-negativa se observan mas frecuen-
temente en pacientes de edad avanzada. La sospe-
cha de ANKL no deberia descartarse por el estatus
EBV-negativo si el cuadro clinico, los hallazgos in-
munofenotipicos y morfologicos avalan este diag-
nostico. No se han observado diferencias fenotipicas
ni morfolégicas en las ANKL EBV-positivas versus
las EBV-negativas®”.

En el analisis citogenético convencional se han re-
portado pocas alteraciones, las mds comtinmente
reportadas incluyen del (6)(q21q25) y del(11q)".
Los avances en los métodos de secuenciaciéon masiva
han proporcionado informacién valiosa para poder
comprender la patogenia molecular de la enferme-
dad. Las mutaciones mas cominmente reportadas
son las que implican a la via de sefializacion JAK/
STAT. Otras alteraciones reportadas han sido en la
via RAS/MAPK, asi como mutaciones en regulado-
res epigenéticos y reguladores del ciclo celular como
TP53. Estos hallazgos representan potenciales dia-
nas terapéuticas para la enfermedad®”.

Las células NK expresan altas concentraciones de
glicoproteina P, lo que confiere resistencia a multi-
ples farmacos. En la actualidad no se ha establecido
un régimen 6ptimo de quimioterapia, pero se ha vis-
to que los resultados han mejorado con los esquemas
que contienen L-asparaginasa®, incluido el esquema
SMILE, VIDL, AspMetDex. El esquema GDP mos-
tro ser eficaz en ciertos pacientes con AKNL"?, A
pesar de esto, el pronostico continta siendo pobre y
la respuesta usualmente es transitoria. El trasplante
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alogénico de células hematopoyéticas puede ayudar
a prolongar la sobrevida, pero tiene un éxito limita-
do, mas de la mitad de los pacientes recaen con la
enfermedad”®.

Esta neoplasia de células NK maduras es de curso
clinico agresivo y de muy mal prondstico.

A su vez, el sindrome hemofagocitico (SHF), fre-
cuentemente presente en los pacientes con ANKL,
es un sindrome potencialmente mortal, caracteriza-
do por una activacion incontrolada y persistente de
linfocitos T citotoxicos y células NK. La incapacidad
del huésped de remover el estimulo antigénico resul-
ta en una respuesta inmune constante y amplificada,
con liberacion de citoquinas proinflamatorias que
resultan en niveles altos de activacién de macrdfagos
con hemofagocitosis resultante, dafio tisular y falla
organica®.

Conclusion

Las neoplasias de células NK son poco frecuentes, de
curso clinico agresivo y aiin no se conoce con pre-
cision el origen celular de su contrapartida normal.
Aunque no es posible demostrar clonalidad de las
células NK por citometria de flujo multiparamétrica,
se destaca la importancia de esta técnica que per-
mite identificar, caracterizar y cuantificar las células
NK con expresion aberrante de antigenos que, en el
caso clinico presentado, ayudaron a direccionar ra-
pidamente el diagndstico.

Cabe destacar que la causa mas comun de SHF se-
cundario en adultos son las enfermedades malignas
y, de ellas, las hematologicas son disparadores mu-
cho mads frecuentes que los tumores sélidos®, por lo
que, frente a un SHE los procesos linfoproliferativos
deben ser una de las primeras causas a descartar. La
CFM es una herramienta fundamental y presenta
varias ventajas para alcanzar este objetivo: rapidez,
sensibilidad y especificidad.
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Resumen

Desde el brote de coronavirus en 2019 (COVID-19)
numerosos estudios se han puesto en marcha para
conocer su fisiopatologia. Los pacientes criticamen-
te enfermos constituyen un 5% del total y tienen una
mortalidad del 1-4% por neumonia y fallo multior-
ganico. Estos pacientes desarrollan shock por libera-
cion de citocinas, llamada “tormenta de citoquinas™
El objetivo de la presentacion es describir el hallazgo
de reaccién leucoeritroblastica (RLE) en tres pacien-
tes internados en nuestro hospital, de los cuales s6lo
uno tuvo enfermedad severa por COVID-19.

Abstract
Since Coronavirus 19 SARS-CoV2 outbreak, nu-
merous studies were turned on to launch its patho-

Volumen 25 n° 3: 79-83
Septiembre - Diciembre 2021

Keywords: LER,
COVID-19,
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physiology. Critically ill patients, who are 5% of the
total, have 1-4% of mortality, due to pneumonia and
multiorgan failure. Those patients develop shock re-
lated to cytokines release, named “cytokine storm™.
Our purpose is to describe the finding of leukoeryth-
roblastic reaction (LER) in three patients admitted
to our hospital, while only one had severe COVID
disease.

Introduccion

La infeccién causada por el CoronaVirus-19 se ex-
presa con cuadro leve de vias aéreas superiores o
cuadro grave con neumonia, y, en casos severos,
con sindrome respiratorio agudo severo (SARS).
Los estudios hematologicos pusieron enfoque en los
trastornos trombdticos asociados a la lesion infla-
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matoria causada por COVID-19. También, en menor
medida, ha sido reportada en la literatura la observa-
cion en sangre periférica (SP) de reaccion leucoeritro-
bléstica (RLE) en 3 publicaciones!. El término RLE
se introdujo para describir la presencia de elementos
inmaduros de estirpe mieloide y células eritroides nu-
cleadas en SP“. El mecanismo fisiopatoldgico preciso
de la RLE aun no esta descripto en detalle®. En este
articulo presentamos el hallazgo de estos precursores
en SP en tres pacientes internados en nuestro hospi-
tal, que cursaron infeccién por COVID-19.

Caso clinico

A. Paciente masculino de 23 afos que consulta al
hospital por presentar petequias. En el hemograma
presenta Hb 13.1 g/dl, glébulos blancos (GB) 9.300/
mm? con relacidn neutrofilos linfocitos (RNL) 9.09,
recuento de plaquetas menor a 10.000/mm?’, PCR
negativa y COVID-19 positivo. Recibe mepredniso-
na 1 mg/kg/dia, sin cuadro infeccioso bacteriano u
otro cuadro viral asociado.

No presenta antecedentes de enfermedades previas.
Al 5° dia de internacion presenta GB 15.100/mm3
con RNL 10.4 y plaquetas 21.000/mm?®. Al 9° dia GB

COMUNICACION BREVE

35.100/mm3 y presencia de blastos 5% con RNL 24.
Se realizan estudios de citometria de flujo y biopsia
de MO, con resultados normales.

Al 12° dia de internacién se normalizan los GB,
como asi también la RNL.

El diagnéstico es PTI por COVID-19, Continta
en tratamiento ambulatorio con meprednisona y
eltrombopag 50 mg dia. Recibe alta con plaquetas
52.000/mm’.

Dos meses después mantiene plaquetas 100.000/
mm3 sin volver a repetir presencia de blastos en SP
(Figura 1).

B. Paciente masculino de 34 afios que se presenta en
hospital con fiebre persistente y disnea. Laboratorio
Hb 14 g/dl. GB 8500/mm® y RNL 8.7. Rx de térax
infiltrado bilateral, neumonia y PCR COVID-19
positivo. En internacién recibe dexametasona,
enoxaparina y soporte de O,. A los 7 dias presenta
GB 17.100/mm?® con blastos 2%, al dia siguiente GB
22.800/mm’ con blastos 1% y progresa a GB 25.500/
mm’® con 2% blastos y 2% de eritroblastos. Alta al
dia 14 de internacion sin sobreinfeccion bacteriana.
Control post alta a los 9 dias, GB 6.900/mm”’ con
RNL 2.78 sin blastos (Figuras 2 y 3).

Figura 1.
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C. Paciente femenina de 78 afios con antecedentes
de EPOC (ex tabaquista), COVID-19 positivo, que
ingresa por dificultad respiratoria. Rx térax: infil-
trados bilaterales en vidrio esmerilado. Neumonia
severa. Se indica dexametasona y HBPM. Al ingreso
GB 9.800/mm3 con RNL 1.77.

A las 48 hs pasa a UTI. Al 12°¢ dia presenta GB

30.600/mm3 con blastos 8% y 3% de eritroblastos. E1
nivel de GB se mantiene por 7 dias mas, con presen-
cia sostenida de blastos en SP. La paciente evolucio-
na con un neumotdrax y a los 35 dias de su ingreso
fallece por un paro cardiorrespiratorio. Los tltimos
controles de laboratorio registran GB 9.500/mm3
sin blastos (Figuras 4 y 5).

Figura 2.
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Figura 4.

Figura 5.

Discusion

Se desconoce el mecanismo exacto de la RLE. Se pre-
senta en diferentes escenarios, siendo entre los mas
relevantes la manifestacion en pacientes con neopla-
sias sdlidas (40.1%), dada a la produccion paraneo-
plasica de factor estimulante de colonias (G-CSF y
GM-CSF) y otras citoquinas como IL-6 o IL-17. Se
describe su correlacion al prondstico del tumor®. El
resto de las etiologias donde puede presentarse RLE
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son neoplasias hematoldgicas (22.5%), trastornos
hemoliticos (7.6%), hemorragias (1.2%) e infeccio-
nes severas bacterianas y causas virales descritas
que pueden producir RLE (CMV, EBV y parvovirus,
HINT1, etc. que, ademas, generan linfopenia) (9,3%).
Dentro del 19.2% restante esta la secundaria a far-
macos, que es idiosincrética, por ejemplo, los cor-
ticoides”. Fisiopatologicamente se describe en la
anemia hemolitica o en el shock la hipoperfusion de

HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 79-83, 2021
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areas de la médula 6sea (MO) generada por anemia
hemolitica o shock (séptico, anafilactico, cardiogé-
nico) que interrumpe el microambiente generando
la salida desordenada de células precursoras.

Hasta el momento se sabe que la glicoproteina S
de la espicula de la superficie viral se une a la en-
zima ACE2 para ingresar a las células, y que ACE2
se expresa también en los globulos rojos y diversos
precursores eritroides, asi como también en célu-
las pulmonares y endoteliales®. Esta unién recluta
monocitos, macréfagos y células dendriticas. Este
enlace virus-receptor induce la generacién de IL6 y
otras citoquinas (TNF alfa, IL1, GCSE IFN gamma,
proteina quimiotactica de monocitos, proteina infla-
matoria de macroéfagos), pudiendo generar la salida
de precursores a SP.

Conclusion

Presentamos en este reporte tres pacientes con
COVID-19, con o sin neumonia severa, que exhi-
ben RLE en SP. Sélo uno present6é cuadro compa-
tible con sepsis y/o falla multiorgénica secundaria

a neumonia. Los tres casos recibieron corticoides.
La duracién de la presencia de blastos en SP no fue
superior a una semana en ningun caso. Los corticoi-
des se continuaron como tratamiento especifico del
COVID-19 y comorbilidades asociadas, lo cual lleva
apensar que la RLE estuvo vinculada a la viremia del
COVID-19 mas que a otras causas. Las caracteristi-
cas de los blastos eran francamente aberrantes.
Consideramos de importancia la revision del frotis
en pacientes con COVID-19 y la necesidad de estu-
diar con prudencia la presencia de estos elementos
para diferenciar leucocitosis reactiva con cuadro de
RLE vs proliferacion clonal leucémica, ya que no se
vio como indicador de prondstico ominoso (como
en patologias oncoldgicas u otras causas).

La RLE es infrecuente en cuadros virales y secun-
darios a farmacos, lo cual motivé la descripcion de
casos de pacientes con este nuevo virus.
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Introduccion

Las leucemias agudas representan el cancer mas
frecuente en la edad pediatrica tanto en Argentina
como en el resto del mundo. El tratamiento de esta
enfermedad es una de las principales causas de mor-
bilidad relacionada con el cancer en nifos.

Su tratamiento consiste en distintas combinaciones
de poliquimioterapia, siendo el MTX uno de los pi-
lares del mismo, con capacidad de atravesar tanto la
barrera hematoencefalica (BHE) como la hemato-
testicular (BHT), llegando asi al SNC y testiculos. A
su vez, es conocida la neurotoxicidad aguda, suba-
guda y crénica relacionada al mismo. Dicha neuro-
toxicidad se expresa con una gran variabilidad cli-
nica, tal como la trombosis venosa (asociada al uso
de L-asparaginasa) y la leucoencefalopatia posterior
reversible (LEPR). Existe otra entidad cuyo diagnds-
tico diferencial se balancea entre estas dos, conocida
como sindrome “stroke like” por MTX, en el cual el
paciente habitualmente se presenta con un cuadro
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clinico compatible con un accidente isquémico vas-
cular transitorio, variando la clinica segun el area
afectada®.

Desde diciembre del 2002 hasta diciembre del 2020
ingresaron a la Unidad de Hematologia del Hospital
de Ninos Ricardo Gutiérrez 432 pacientes con diag-
nostico de leucemia linfoblastica aguda. La inciden-
cia acumulada del sindrome “stroke like” en el servi-
cio fue de 0.46%. El objetivo de esta publicacion es
presentar dos casos clinicos de sindrome “stroke like”
por MTX, enfatizando la importancia de realizar un
diagndstico oportuno a fin de poder descartar otras
etiologias que requeririan un abordaje terapéutico
distinto.

Caso 1

Paciente de 17 afios, sexo masculino con antecedente
desde los 14 anos de artritis idiopatica juvenil (AIJ).
Por cuadro de fiebre, palidez generalizada y adeno-
patias submaxilares se le realiza hemograma que
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informa hemoglobina de 6.4 mg/dL, 8.810 globulos
blancos/mm?’ con 86% de blastos y 24.000 plaquetas/
mm®. En la citometria de flujo de la médula 6sea se
observa: 92% de células leucémicas con un patrén
CD45-, CD19+, CD34+- (45%), Tdt +, CDI10+,
CD20+, CD38+, CD123-, CD79a+, Igcit-, Igsup-,
CD33-, CD13-, MPO-. CD66¢-, CD3cit- y CDsup-.
Estudio citogenético sin metafases. Biologia mole-
cular: BCR-ABL p190 y p210, TEL-AML, MLL-AF9
y E2A-PBXI1 negativas. Se confirma diagnoéstico de
LLA B comun riesgo intermedio, status I de SNC.
Realiza tratamiento segin protocolo ALLIC- GAT-
LA 2010.

Luego de 7 dias de recibida la cuarta dosis de MTX
a 2 g/m’* en infusion continua de 24 horas e infusiéon
intratecal de MTX 12 mg con dexametasona acorde
a esquema, el paciente presenta parestesias en hemi-
cuerpo izquierdo, ldcido orientado, afebril, con tono
y fuerza conservados y sin evidencia de alteracion de
la sensibilidad. Hemograma con hemoglobina 13.2
mg/dL, glébulos blancos 4.100/mm® y plaquetas

66.000/mm?, laboratorio completo sin parametros
de relevancia (coagulograma normal, fibrinégeno
280 mg/dl, con PDF y dimero D normales).

Se realiza RNM de cerebro que evidencia en la sus-
tancia blanca profunda de lébulo parietal derecho
un area ovalada bien circunscrita de restriccién en la
técnica de difusion. Dicha lesion se muestra hipoin-
tensa en el coeficiente de difusion aparente (ADC) y
carece de expresion en técnica de FLAIR, sin otros
cambios de relevancia. En angioRNM de vasos in-
tracerebrales no se evidencia compromiso vascular,
trombosis o estenosis en vasos de mediano y gran
calibre (Figura 1).

A las 24 hs de iniciado, el cuadro evoluciona con re-
solucién completa de la sintomatologia sin secuelas.
Durante la reinduccién y el mantenimiento conti-
nua con infusién intratecal de MTX sin presentar
nuevos eventos. Actualmente se encuentra en etapa
de mantenimiento con mercaptopurina y MTX via
oral sin secuelas ni complicaciones.

Figura 1. En la imagen A) se evidencia area ovalada bien circunscrita en region parietoccipital derecha de
restriccion en la técnica de difusion, dicha lesién se muestra en la imagen B) correspondencia hipointensa
en el coeficiente de difusion aparente (ADC), que carece de expresion en técnica de FLAIR de la imagen
D). En angioRNM de vasos intracerebrales de imagen D) no se evidencia compromiso vascular, trombosis
o estenosis en vasos de mediano y gran calibre.
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Figura 2. En la imagen A) se evidencia area ovalada bien circunscrita en region parietal izquierda de res-
triccion en la técnica de difusion, dicha lesién se muestra en la imagen B) correspondencia hipointensa en
el coeficiente de difusion aparente (ADC), que carece de expresion en técnica de FLAIR de la imagen D).
En angioRNM de vasos intracerebrales de imagen D) no se evidencia compromiso vascular, trombosis o
estenosis en vasos de mediano y gran calibre

Caso 2

Paciente de sexo masculino de 10 anos de edad con
diagnéstico de LLA T riesgo intermedio, status 1
de SNC y antecedente de hiperleucocitosis y com-
promiso mediastinal al debut. Citogenético normal.
Biologia molecular: BCR-ABL p190 y p210, TEL-
AML, MLL-AF9 y E2A-PBX1 negativos. Realiza
protocolo ALLIC- GATLA 2010.

Luego de ocho dias de haber recibido la cuarta do-
sis de MTX a 5 g/m?* en infusién de 24 horas acom-
panado de aplicacién intratecal de 12 mg de MTX
con dexametasona acorde a esquema, presenta epi-
sodio de disartria transitoria con recuperacién ad
integrum en 24 hs. Se realiza RMN que evidencia en
secuencia de difusion un drea bien circunscrita de
restriccidn, hipointensa en mapa ADC, correspon-
diente en la sustancia blanca profunda de la circun-
volucion precentral izquierda. La imagen se corres-
ponde a edema citotdxico por evento isquémico, no
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evidenciandose trombosis, estenosis ni aneurismas
en angioRNM (Figura 2).

Evoluciona con reagudizacion del cuadro, con afasia
y hemiparesia braquiocrural derecha. Se realiza to-
mografia computarizada (TAC) de cerebro que des-
carta componente hemorragico. Inicia manejo con
heparina de bajo peso molecular (HBPM) a 110 U/
kg, hasta corroborar informe definitivo de angioR-
NM. Ecocardiograma doppler cardiaco y de vasos
de cuello, hemograma y coagulograma dentro de
limites normales. A las 48 horas presenta resolucion
completa de la sintomatologia, con recuperacion ad
integrum y examen neuroldgico normal, suspen-
diendo luego la HBPM.

Durante la reinduccién y el mantenimiento conti-
nua con infusién intratecal de MTX sin presentar
nuevos eventos. Actualmente se encuentra en etapa
de mantenimiento con mercaptopurina y MTX via
oral sin secuelas ni complicaciones.
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Discusion

Tanto el SNC como los testiculos representan un
santuario para las células leucémicas debido a la
penetracion limitada de las distintas drogas anti-
neoplasicas sistémicas a través de la BHE y BHT. La
concentracion insuficiente a la que se llega en SNC
explica por qué, en ausencia de una profilaxis intra-
tecal (IT) adecuada, existe un riesgo aumentado de
recaida local®.

Desde principios de los afios 80, el uso de MTX in-
tratecal ha sido la terapia estandar en la LLA. Admi-
nistrado por via intravenosa e intratecal, ha reempla-
zado el uso de radioterapia craneal en el tratamiento
y como profilaxis en la leucemia sin afectacién del
SNC, disminuyendo el riesgo de recaida local®.

El MTX es un antagonista del acido félico. La es-
tructura quimica de éste es muy similar a la del
MTX, salvo en 2 puntos: el grupo 4 hidroxilo del
anillo pteridinico del 4cido félico se reemplaza por
un grupo amino y el nitrégeno de la posicion 10 estd
metilado en el MTX. Esto le confiere mayor afinidad
por la enzima dihidrofolato reductasa, encargada de
transformar el acido dihidrofélico en tetrahidrofd-
lico, elemento que se ve reducido en cantidad debi-
do al bloqueo reversible producido en esta enzima.
En consecuencia, se genera una incapacidad celular
para sintetizar purinas y timidina, interrumpiendo
la sintesis de ADN y ARN. Sumado a esto, el MTX
intracelular detiene la sintesis de purinas al bloquear
la 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido
transformilasa. De esta forma se produce un arresto
madurativo en fase S, limitando el proceso de proli-
feracion celular®. La neurotoxicidad por MTX es un
efecto adverso frecuente con gran variabilidad clini-
ca en su forma de presentacion. La administracién
intratecal de metotrexato parece tener mas potencial
neurotoxico que la administracion intravenosa a do-
sis altas®.

La patogénesis de la neurotoxicidad central del MTX
es multifactorial, pero su relacién con la homeosta-
sis del folato a nivel del SNC es conocida. El uso de
rescates con acido folinico ha demostrado disminu-
cidn de la toxicidad en los pacientes que reciben esta
droga. Sin embargo, también se han descrito niveles
elevados de homocisteina en plasma y LCR. Al ser
un agonista de los receptores N-metil-d-aspartato
(NMDA), presenta efecto de excitacién neuronal.
Al momento se desconoce la existencia de una re-
lacién clara entre la forma de administracion del
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farmaco y el desarrollo de neurotoxicidad, como
asi tampoco el por qué algunos pacientes vuelven
a presentar clinica frente a la reexposicion. Podrian
existir polimorfismos genéticos que le confieren al
paciente una susceptibilidad individual para el desa-
rrollo de esta patologia. Variantes en GSTPI1, MTH-
FRy SHMTT1 han sido estudiadas pero atin no se han
realizado estudios de asociaciéon genémica con ge-
noma o exoma completo®.

Las caracteristicas clinicas pueden presentarse en
forma aguda, subaguda o crénica®. La neurotoxi-
cidad crénica, o tardia, puede manifestarse como
leucoencefalopatia toxica de expresion variable y
estable a lo largo del tiempo. La aguda y subaguda
usualmente se manifiestan de horas a semanas pos-
teriores a la administracion intratecal. Los sintomas
de estas dos tltimas incluyen cefalea, mareos, tras-
tornos conductuales, convulsiones, déficit neurold-
gico y sintomas tipo “stroke like™®.

El sindrome ‘stroke like” se caracteriza por ser de
presentacion subaguda. Tipicamente incluye hemi-
paresia o debilidad focal acompanada de trastornos
del habla y/o conductuales. Dichos sintomas pueden
fluctuar en el curso de horas a dias®. Sin embargo, a
lo largo de las dltimas décadas y coincidente con el
advenimiento de la intensificacion del tratamiento
en la LLA, se ha reconocido la necesidad de unifi-
car criterios diagndsticos y consensuar definiciones
de los efectos toxicos mads frecuentemente asociados
a estos regimenes de tratamiento. Por este motivo,
el grupo de trabajo de Ponte Di Legno, definié al
sindrome ‘stroke like” secundario a MTX como un
sindrome en el que la neurotoxicidad ocurre den-
tro de los 21 dias de la administracién intravenosa o
intratecal de MTX y debe incluir las siguientes 3 ca-
racteristicas: signos clinicos de déficit neuroldgico
(paresia o paralisis), afasia o disartria, alteracion
del sensorio y/o convulsiones (ésta ultima siem-
pre acompanada de al menos uno de los otros sin-
tomas). Cambios caracteristicos en sustancia blanca
se encuentran en la resonancia magnética (RM). El
curso clinico es fluctuante, con resoluciéon completa
de los mismos al cabo de, en promedio, una sema-
na, habiéndose descartado otras etiologias posibles
como infarto cerebral, hemorragia intracraneal y
trombosis del seno venoso”.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente,
es necesario realizar los siguientes estudios comple-
mentarios para arribar al diagnéstico: hemograma y
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coagulograma completo que incluya dosaje de fibri-
négeno, productos de degradacion de fibrina (PDF)
y dimero D, RM con difusién y FLAIR y angioRM.
En un estudio retrospectivo realizado en el hospi-
tal St Jude® en el que se presentan 9 pacientes con
diagnostico de leucemia o linfoma, tratados entre
los anos 2010 y 2015, que presentaron en algun mo-
mento del curso de su tratamiento eventos neuro-
légicos de estas caracteristicas. Cuatro fueron diag-
nosticados retrospectivamente con sindrome “stroke
like” por MTX, 2 con trombosis de seno venoso y 3
con infarto cerebral. En los casos de sindrome “stroke
like”, el valor de fibrindgeno fue normal, a diferencia
de los casos de infarto cerebral y trombosis del seno
venoso, en los que se hall6 anormalmente bajo.

Por otro lado, si bien los PDF estaban dentro de la
normalidad en los casos de sindrome “stroke like”, si
se hallaron anormalmente elevados en los casos de
infarto cerebral, al igual que los valores de dimero D.
La RNM mostro, en los 9 pacientes, lesiones bilate-
rales en el centro semioval con restriccion de la di-
fusion. Si bien la RNM presentaba dareas hiperinten-

PEDIATRIA

sas en sustancia blanca en la secuencia de difusion,
tanto en los casos de sindrome “stroke like” como en
los de infarto cerebral, las primeras fueron lesiones
circunscritas al centro semioval y se resolvieron es-
pontaneamente.

Conclusion

Si bien el sindrome “stroke like” es una patologia
poco frecuente, autolimitada y de resolucion rapida,
el diagnostico oportuno y diferencial frente a otras
etiologias es clave para la eleccion del tratamiento
6ptimo. Para ello los antecedentes, la clinica y la
RNM con difusion son claves para arribar al diag-
noéstico correcto. La continuidad del tratamiento
con MTX intratecal y endovenoso no estan contra-
indicados, si bien se han reportado casos de reapa-
ricién de sintomas frente a la reexposicion; todos
fueron autolimitados y resolvieron sin secuelas. El
beneficio de la continuidad del tratamiento supera
los riesgos, y las secuelas no parecen existir en este
tipo de presentacion de neurotoxicidad.
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Fundamento

Para realizar el recuento diferencial de leucocitos el
equipo ADVIA 2120 consta de dos métodos separa-
dos: por un lado determina la actividad de la peroxi-
dasa citoplasmatica y por otro la densidad nuclear
(lobularidad).

Para determinar la actividad de dicha enzima se li-
san los glébulos rojos y se utilizan reactivos especi-
ficos para distinguir entre células positivas para la
peroxidasa (neutroéfilos, eosinéfilos y monocitos) y

Almirén M, Arias M. LABORATORIO

HEMATOLOGIA
Volumen 25 n° 3: 89-91
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Keywords: peroxidase,
analysis,
nuclear.

células negativas que incluyen linfocitos, baséfilos y
“células grandes no tefiidas” (LUC). Para determinar
la absorbancia y el tamafio se utiliza un sistema 6p-
tico basado en tungsteno. Las células absorben luz
en proporcion a la cantidad de peroxidasa presen-
te, y este parametro se relaciona con la actividad de
peroxidasa representado en el eje "x" del scatter de
peroxidasa. Por otro lado las células dispersan la luz
en proporcion a su tamafo, y este parametro estd re-

presentado en el eje "y" del grafico (Figura 1).

Cell Size

Peroxidase Activity in the
Cytoplasm

Figura 1. Tamano celular vs actividad de la peroxidasa citoplasmatica.

89



Por otro lado el canal de densidad nuclear, también
llamado canal de basofilos, es el principal utilizado
para informar el recuento de leucocitos. En este ca-
nal se lisan los globulos rojos y las plaquetas, ademas
de eliminar la membrana plasmatica de los leucoci-
tos, excepto de los basdéfilos. Posteriormente se rea-
liza un recuento de células y se clasifican de acuerdo
a su tamano, lobularidad y densidad nuclear. Este
canal proporciona informacién valiosa respecto a la
maduracién nuclear debido a su lobularidad y den-
sidad. (Figura 2).

LABORATORIO

Caracteristicas pre analiticas

La muestra utilizada es sangre entera anticoagula-
da con EDTA K3. No se requiere ayuno prolongado,
aunque no se recomienda ingerir alimentos grasos
en las horas previas a la extraccion.

Se debe llenar el tubo hasta el enrase definido por
el fabricante. Un exceso de sangre por encima de la
marca presente en el tubo puede hacer que se coa-
gule la muestra y, por ende, se generar un rechazo
de la misma.

ell Size

"

(

Lobularity/Nuclear
Density

Figura 2. Tamario celular vs complejidad nuclear.

Utilidad clinica

La presencia de dos canales para determinar la for-
mula diferencial provee un analisis simultdneo del
contenido de mieloperoxidasa, de la densidad nu-
clear y del tamafio celular que se denomina mé-
todo PANDA (Peroxidase And Nuclear Density
Analysis), que se ha convertido en una herramienta
diagnéstica junto con el inmunofenotipo y el ana-
lisis genético. Se han descripto patrones (PO a P6)
de acuerdo a un gradiente de actividad creciente de
peroxidasa, donde PO refleja una actividad nula de
dicha enzima, mientras que P6 indica una actividad
inusualmente aumentada de peroxidasa. De manera
similar, existen 3 patrones (DO a D2) de acuerdo a
la densidad nuclear, donde DO representa un con-
junto de células mononucleares con nicleo redondo
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mientras en los otros dos patrones la nube celular se
encuentra desplazada respecto a DO (Figura 3).

Los patrones de actividad de peroxidasa combina-
dos con los de densidad nuclear permiten la correla-
cién con categorias diagndsticas (Tabla 1).

De esta manera se pueden destacar algunos patro-
nes caracteristicos como, por ejemplo, el P6 que estd
asociado a una leucemia promielocitica aguda (M3)
debido a la gran actividad de MPO que presentan
estas células.

Otra condicién que presenta un patrén caracteris-
tico es la deficiencia de MPO. En este caso veremos
un patrén tipo PO en caso de que el déficit sea total
o un perfil P1 o P2 en aquellos pacientes en que la
deficiencia sea severa o parcial respectivamente.
Por todo lo expuesto podemos inferir que el sistema
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SISTEMA PANDA: FORMULA AUTOMATIZADA BASADA EN ACTIVIDAD DE PEROXIDASA

Figura 3. Patrones formados de acuerdo a la actividad de peroxidasa (PO a P6)
y densidad nuclear (D0 a D2)

Tabla 1. Andlisis de densidad nuclear y actividad de peroxidasa (PANDA)

PO Pl P2 P3 P4 PS Pé6
D0 CLL, PLLLHCL ALL-LI, Severe MPO Partial MPO CML CML AIDS, MDS§
total MPO deficiency deficiency deficiency
DI ALL (LI-L3), NHL, MI, M5a, M2, M4, M5a, M2, M4, M2, M3y, Miv, M3
MO0, M5a, M6, M7 M2, M4 M5b,MI CML-BC M4 atypical CML
D2 Infectious mononucleosis,
viral diseases

PANDA posee ventajas particulares respecto al ana-
lisis de la formula leucocitaria, dado que nos brinda
informacién valiosa en este aspecto y nos permite
sospechar algunas condiciones clinicas de acuerdo

al patrén obtenido en los graficos disponibles en el
equipo. Todas estas condiciones clinicas deberan ser
confirmadas mediante estudios posteriores como,
por ejemplo, citoquimica e inmunofenotipo.
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Resumen

La linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) es un
trastorno hiperinflamatorio potencialmente mortal
originado por alteracién en la regulacién inmuni-
taria. La HLH que ocurre posterior a un trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) es
infrecuente y su diagnostico puede ser un desafio,
ya que los criterios diagnosticos se superponen con
las complicaciones comunes posteriores al TCPH,
como la enfermedad injerto contra huésped (EICH),
las infecciones, o ambas situaciones. Presentamos
una paciente que desarrollé una HLH secundaria a
reactivacion de Toxoplasma gondii.

Abstract

Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is
a life-threatening hyperinflammatory disorder of
immune regulation. HLH following hematopoietic
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progenitor cell transplantation (HSCT) is unusual
and the diagnosis may be challenging because di-
agnostic criteria overlap with common complica-
tions after HSCT, such as graft-versus-host disease
and infections. We present a patient who developed
HLH secondary to Toxoplasma gondii reactivation.

Caso clinico

Mujer de 50 afos con diagndstico de leucemia mie-
loide aguda no especificada (OMS, 2016) de ries-
go intermedio segun ELN 2017. Realiz6 induccién
con esquema 7/3 logrando remisiéon completa y dos
consolidaciones con dosis altas de Ara-C + antra-
ciclinas, alcanzando enfermedad residual medible
negativa pre-TCPH. En los estudios pre-TCPH la
paciente fue seropositiva para Toxoplasma (IgG
1/64) y el donante seronegativo. Se efectud trasplan-
te haploidéntico con su hijo como donante, ABO



LINFOHISTIOCITOSIS HEMOFAGOCITICA SECUNDARIA A TOXOPLASMA POST-TRASPLANTE HAPLOIDENTICO DE PROGENITORES

HEMATOPOYETICOS

compatible, sin discordancia de citomegalovirus
(CMV) (R+/D+). Se utiliz6 un acondicionamiento
mieloablativo con fludarabina, ciclofosfamida y bu-
sulfan, seguido de profilaxis para EICH con ciclofos-
famida postrasplante, tacrolimus y micofenolato. En
el curso del trasplante presentd fiebre sin foco, sin
aislamiento de gérmenes. Cumpli6 tratamiento anti-
bidtico empirico sin otras intercurrencias. El injerto
de neutrdfilos se alcanzé el dia +16 post-TCPH, sin
lograr injerto de plaquetas hasta el dia +28. Fue dada
de alta al dia +23 con pentamidina como profilaxis
de Penumocystis jirovecii, sin EICH. El quimerismo
al dia +30 post-TCPH fue de 100% del donante.

Al dia +50 post-TCPH la paciente presento fiebre y
pancitopenia asociada a reactivaciéon de CMV, por lo
que recibid tratamiento antiviral con foscarnet. A pe-
sar del tratamiento, los registros febriles persistieron
y se profundizé la pancitopenia (GB: 2.000/mm’, N:
60%, L: 10%, Hb: 8,3 g/dL, plaquetas 22.000/mm?)
con requerimiento transfusional, alcanzando valo-
res de ferritina de 5800 ng/mL, proteina C reactiva
de 11,38 mg/dL, triglicéridos 226 mg/dL y fibrino-
geno 304 mg/dL. La evaluacién del medulograma
evidencié hemofagocitosis prominente (Figura 1A)
e histiocitos con presencia de inclusiones citoplas-
maticas (Figura 1B). La biopsia de médula 6sea fue
hipercelular e informé hemofagocitosis, estructuras

cocoides citoplasmaticas PAS (Figura 2) y GIEMSA
positivas. La paciente cumplié con cinco de los ocho
criterios diagnosticos de HLH segin HLH-2004
(fiebre, citopenias, hipertrigliceridemia, hiperferri-
tinemia y hemofagocitosis en la médula dsea), con
un indice H de 218 puntos con una probabilidad de
93-96% de sindrome hemofagocitico.

Se realiz6 PCR para Toxoplasma gondii en sangre
medular y fue positiva (Figura 3).

Se instaur6 tratamiento con trimetoprim sulfame-
toxazol (TMP/SMX) con buena evolucién clinica y
de laboratorio.

Discusion

Los pacientes que reciben TCPH vy tienen antece-
dente de toxoplasmosis pueden desarrollar una en-
fermedad sistémica secundaria por reactivacion v,
en raras ocasiones, conducir a una HLH con tasa de
mortalidad elevada.

La reactivacion de T. gondii es mas frecuente du-
rante los primeros meses posterior al trasplante, y
el riesgo es mayor si hay una reconstituciéon inmune
retardada o EICH que requiera aumentar la inmu-
nosupresion. El donante seropositivo / receptor se-
ronegativo (D+ / R-) parece tener un riesgo menor
que el donante seronegativo / receptor seropositivo
(D- / R+). La profilaxis con TMP/SMX es efectiva

Figura 1. Aspirado de médula 6sea. Tincién May-Griinwald Giemsa. Visualizacién de 100X que evidencia
histiocitos con material fagocitado (A) y eritrofagocitosis (B).
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para T. gondii y ademas contra Pneumocystis, Nocar-  considerar la terapia empirica cuando ocurre sepsis,
dia y Listeria. signos y sintomas neuroldgicos o pulmonares, prin-
La PCR para toxoplasmosis deberia ser realizada en  cipalmente en paises de alta prevalencia.

pacientes febriles que son seropositivos, y se debe

Figura 2. Biopsia de médula 6sea. Tincidén PAS Visualizacion de 40X. Células macrofagicas con detritus
celular, y estructuras cocoides intracitoplasmaticas (flecha).
> . opiasir :

R 3% \ Y o

.

Figura 3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR). Se amplific6 un fragmento de 134
pares de bases mediante iniciadores y sondas especificas dirigidos a una region repetitiva del genoma del
Toxoplasma gondii. CP: control positivo, P: paciente y CN: control negativo.
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Los jueces dentro del mes de recibidos el mismo se expediran como trabajo aceptado sin modificaciones,
aceptado con modificaciones o rechazado. El fallo es inapelable. En caso de discrepancia entre los jueces, se
convocard a un tercer juez.
Se admitird la publicacion de trabajos de autores de habla no hispana en idioma inglés. HEMATOLOGIA
Actualmente las secciones de la Revista Hematologfa son: Volumen 25 N°3: 83-84
1) Articulos originales Diciembre 2021
2) Yo opino
3) Ateneos Anatomo-clinicos de la residencia
4) Editorial
5) Actualizaciones y/o revisiones
6) Hematologia Pediatrica
7) Drogas Nuevas en Hematologia
8) Comunicaciones breves

9) Laboratorio
10) Historia de la Hematologfa
11) Reportes de casos, Resolucion de problemas clinicos
12) Imagenes en Hematologia
13) Correo de lectores

1) Los articulos originales deben ser inéditos. No deben haber sido enviados ni presentados simultaneamente a ninguna otra revista antes de conocer la
decision de aceptacion o rechazo por parte de la Revista Hematologfa.
Los manuscritos deberdn ser escritos en formato Word a doble espacio, con letras Times New Roman tamao 12, con margenes amplios de 3 cm con
un maximo de 4.000 palabras, incluyendo tablas y bibliografia. Las tablas y leyendas de las figuras deben ir en paginas separadas del texto principal.
Los trabajos se desarrollardn segiin el siguiente ordenamiento: a) Titulo (en castellano y en inglés); b) Resiimenes (en castellano y en inglés); c) Intro-
duccién; d) Material y métodos; e) Resultados; f) Discusion; g) Bibliografia.
Titulo: Debera ser consignado con mayusculas y sin abreviaturas, serd breve y preciso. En rengl6n aparte se detallar la ndmina de autores, separados
por comas, comenzando por el apellido completo e inicial del nombre. A continuacion el nombre de la institucion (sin abreviaturas) donde se realizd el
trabajo, la direccion con c6digo postal, mencionando el pais de origen y el correos electrénico del autor responsable.
Resumen: Cada trabajo debera presentar un resumen en castellano el cual proporcionara por si mismos una idea concisa de cada uno de los puntos
antes mencionados. No debe ser ms extensos de 400 palabras. Deberan consignarse 3 a 5 palabras claves al pie del Resumen, utilizando términos del
Medical Subjects Headings del Index Medicus.
También debera incluirse un resumen en inglés incluyendo el titulo completo del trabajo y 3 a 5 palabras claves.
Introduccion: Breve resumen del estado del arte del tema a tratar y los objetivos del trabajo.
Materiales y Métodos: Debe detallar claramente la poblacién utilizada en el trabajo (grupos controles y pacientes), las metodologias empleadas y los
métodos estadisticos utilizados en la evaluacion de los resultados. En esta seccion se debe incluir una declaracién que indique la aprobacion del comité
de ética Institucional o autoridad competente ademds se debe dejar constancia que se obtuvo de cada paciente el consentimiento informado por escrito
y que el protocolo de estudio se realizé conforme a las normas éticas de la declaracion de Helsinki 1975.
Resultados: Deberdn estar expresados con claridad en forma cuantitativa, utilizando valores numéricos (expresados en las unidades internacionales
habituales), tablas y/o graficos. Las tablas deberdn presentarse en hojas individuales, confeccionadas en forma clara. No se aceptaran tablas que ocupen
un espacio mayor que el de una pagina de la Revista.
Las abreviaturas y simbolos deberan estar especificados en el texto o al pie de las tablas.
Discusion: Analiza los resultados y los hechos que tengan relacion directa con los mismos, las relaciones entre éstos y el objetivo inicialmente propuesto
y su confrontacién con los conocimientos establecidos previamente.
Referencias: Los autores son responsables de verificar la exactitud e integridad de los referencias. Sélo se incluirén las referencias que hayan sido
consignadas en el articulo, ordenadas numéricamente en forma correlativa. Se hara figurar inicialmente la némina de autores separados por comas,
comenzando por el apellido, seguido por las iniciales de los nombres. Cuando el niimero de autores sea mayor de 6, se hard mencién s6lo a los primeros
3 seguidos de la sigla «y col.»; a continuacion se consignard el titulo del trabajo seguido del nombre de la revista en forma abreviada, segtin lo establezca
por el «Index Medicus»; ailo de publicacion, punto y coma, nimero de Volumen dos puntos, pagina inicial, guién, pagina final.
Ejemplo: Kaldor JM, Day EN, Clarke EA y col. Leukemia following Hodgkin's disease. N Engl. ] Med 1990; 322:7-13.
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Cuando se trate de libros se hardn figurar el nombre del autor/es, titulo del capitulo, titulo del libro, editor/es, afio de aparicion, paginas separadas por guion,
agregando el nimero de edicién si no fuera la primera edicion, editorial, y ciudad. Ejemplo: Hughes TP and Goidman JM. Chronic myeloid leukemia.
Hematology:Basic Principles and Practice. R. Hoffman, El Benz, Sj Shatill, B Ftirie y EJCoben 1991, p 854-869. Churchill Livingstone, Edinburgh.
Las citas deben estar referenciadas en el texto entre paréntesis y en formato superindice

2) La seccion Yo opino estd destinada a expresar la opinion de un experto sobre un tema controvertido solicitado por el comité editor.
La disidencia respecto a esta opini6n se podra dar a través de la seccién correo de lectores. La longitud no deberd superar las 3.000 palabras. Deberan
ser escritas con el formato grafico de los articulos originales.

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

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

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

6) La seccién Hematologia Pedidtrica: Estard destinada a revisiones de topicos hematoldgicos y casos clinicos en nifios. Deberdn ser escritas con el formato
grafico de los articulos originales.

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

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

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

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

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

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

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

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

1) Empleado

2) Consultor

3) Propiedad accionaria

4) Fondos de Investigacion por estudios propios (La norma NO incluye a los protocolos de investigacién de fase IT a IV multicéntricos, nacionales

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

Cesion de derechos de autor

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

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

Modelos animales:
Si se aceptaran trabajos en modelos animales, los autores deberdn enviar el certificado correspondiente de aprobacion del proyecto emitido por la CICUAL
(Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio).

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

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

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

two extraordinary supplements. ]OURNAL

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

pediatrics in hematology, new drugs in hematology, laboratory, clinical cases and images in he-

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

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

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

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

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

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

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

the judges, a third one will be summoned. HEMATOLOGIA

The journal accepts the publication of works from non-Spanish speaking authors in English. Volumen 25 N°3: 85-86
Diciembre 2021

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Conflicts of interest

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

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

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

We recognize different categories of conflict as detailed:

Employee
Consultant

Share ownership

Ll ol A

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

b

Conference fee (Speaker)

Advisory Board member

Transfer of copyright

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

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

Animal models:
If articles in animal models are accepted, the authors must send the corresponding certificate of approval of the project issued by CICUAL
(Institutional Commission for the Care and Use of Laboratory Animals).

Argentinean Society of Hematology, Editorial Board of HEMATOLOGIA

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