





HEMATOLOGIA

ORGANO DE DIFUSION DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE HEMATOLOGIA

Esta revista estd indizada en la Base de Datos NUCLEO BASICO, LILACS, BIREME BRASIL, LATINDEX,
Sociedad Iberoamericana de Informacidn Cientifica (SIIC Data Bases)
Red Iberoamericana de Innovacién y Conocimiento Cientifico - REDIB, DOAJ
ISSN: 0329-0379 (versidén impresa)
ISSN: 2250-8309 (versidn en linea)

N

G

—~

Comision Directiva
Presidente: Dr. Juan Dupont - Cemic, CABA, Argentina Vice-Presidente: Dra. Juliana Martinez Rol6n - Fundaleu,
CABA, Argentina Secretario General: Dr. Daniel Gotta - Hospital Justo José de Urquiza, Entre Rios, Argentina
Secretaria de Actas: Dra. Natalia Schutz — Hospital Italiano, CABA, Argentina
Tesorera: Dra. Maria de los Angeles Vicente Reparaz - Hospital Aleman, CABA, Argentina

Director: Dr. José Ceresetto, Hospital Britanico, CABA

Secretaria de Redaccién: Dra. Cristina Duboscq, Hospital Britanico, CABA

Comité Editor
Brodsky, Andrés - Hospital de Clinicas J de San Martin, Bs. As., Argentina Martinuzzo, Marta - Hospital Italiano de Bs. As., Bs. As., Argentina

Deana, Alejandra - Hospital Posadas, El Palomar, Bs. As., Argentina
Fantl, Dorotea - Hospital Italiano de Bs. As., Bs. As., Argentina

Mariela Escalante
Produccién y Comercializacion

Arbelbide Jorge
Hospital Italiano, CABA, Argentina

Aversa, Luis

Hospital de Nifios R Gutiérrez,
CABA, Argentina

Bengid, Raquel

Academia Nacional de Medicina,
CABA, Argentina

Bertolaccini Maria Laura
King's College London, UK

Bezares, Raimundo
Hospital Alvarez, CABA., Argentina

Bullorsky, Eduardo

Hospital Britdnico, CABA, Argentina
Casais, Patricia

Centro de Hematologia Pavlovsky,
CABA, Argentina

Castro Rios, Miguel
Centro de Hematologia Clinica
de San Isidro. Argentina

De Goycoechea, Diego
CHUV (Centre Hospitalier
Universitaire Vaudois), Lausanne - Suiza

Dibar, Eduardo
Hospital Italiano, CABA, Argentina

Di Ghiero, Guillermo
Inst. Pasteur de Montevideo, Uruguay

Donato, Hugo
Hospital de Nifios, San Justo,
Bs. As., Argentina

Dupont, Juan
CEMIC - CABA, Argentina

Erramouspe, Beatriz
Hospital César Milstein,
CABA, Argentina

Veron, David - Hospital Universitario Austral, Bs. As., Argentina

Glicela Diaz
Disefio Grafico

Consejo Cientifico Asesor

Feldman, Leonardo
Fund. Favaloro, CABA, Argentina

Feliu Torres, Aurora
Hospital Garrahan, CABA, Argentina

Fernandez, Isolda
FUNDALEU. CABA. Argentina.

Flores, Gabriela
Hospital Durand, CABA, Argentina.

Foncuberta Cecilia
Instituto Alexander Fleming,
CABA, Argentina

Fondevila, Carlos
Sanatorio Bazterrica, CABA, Argentina

Forastiero, Ricardo
Fund. Favaloro, CABA, Argentina

Guillermo, Cecilia
Hospital de Clinicas Dr. M. Quintela,
Montevideo, Uruguay

Heller, Paula
IDIM E Lanari, CABA, Argentina

lastrebner, Marcelo
Sanatorio Sagrado Corazon,
CABA, Argentina

Jaimovich Gregorio
Fund. Favaloro - S. Anchorena.
CABA, Argentina

Kordich, Lucia

Fac Ccias Exactas, UBA, CABA, Argentina

Korin, Jorge

Sanatorio Los Arcos, CABA, Argentina
Kuperman, Silvina

Hospital de Pediatria Garrahan

Bs. As., Argentina

Kusminsky, Gustavo

Larripa, Irene
Academia Nacional de Medicina,
CABA, Argentina

Lazarowski, Alberto
Fac Farmacia y Bioquimica UBA,
CABA, Argentina

Martinez Roldn, Juliana
FUNDALEU, CABA, Argentina

Mateos, Maria Victoria
Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca/IBSAL. Espafia

McLintock Claire
National Womens Health,
City Hospital, Auckland, New Zealand

Milone, Jorge
Hospital Italiano, La Plata, Argentina

Milovic, Vera.
Hospital Aleman, CABA, Argentina.

Moiraghi, Beatriz
Hospital J.M. Ramos Mejia,
CABA, Argentina

Neme, Daniela
Fundacién de la Hemofilia.
CABA, Argentina

Nucifora, Elsa

Hospital Italiano, CABA, Argentina
Oleastro Matias

Hospital Garrahan, CABA, Argentina
Pavlovsky, Astrid

Centro de Hematologia Pavlovsky.
CABA, Argentina

Picén, Armando

Hospital Posadas, Bs. As., Argentina

Pizzolato, Marco
Fac Farmacia y Bioquimica UBA,

Dr. Gustavo Chiappe
Corrector Gramatical

CABA, Argentina

Ponzinibbio, Carlos
Hospital Italiano, Bs. As., Argentina

Prates, Virginia

Hosp. Italiano, La Plata, Argentina
Quiroga, Luis

Hospital Churruca, CABA, Argentina
Rey, Irene

Hospital José Maria Ramos Mejia,
CABA, Argentina

Riveros, Dardo

CEMIC, CABA, Argentina

Sanchez Avalos, Julio

Instituto Fleming, CABA, Argentina
Schattner, Mirta
CONICET / Academia Nacional

de Medicina, CABA, Argentina

Shanley, Claudia

Hospital Britanico. CABA, Argentina
Tartas, Norma

Instituto Fleming, CABA, Argentina

Tezanos Pinto, Miguel
Academia Nacional de Medicina,
CABA, Argentina

Torres, Oscar
Maternidad Sarda. CABA, Argentina

Wannesson, Luciano

Instituto Oncoldgico della Svizzera Italiana

Bellinzona, Suiza

Zerga, Marta
Hospital Roffo, CABA, Argentina

Hospital Austral, Pilar, Bs. As., Argentina

VOLUMEN 26 N2 2 ¢ Mayo - Agosto 2021 e Publicada en Agosto de 2022 e Buenos Aires, Argentina
Edicién: Sociedad Argentina de Hematologia: Julidn Alvarez 146 - C1414 DRD - TEL/FAX: (54-11) 4855-2452 / 2485
www.sah.org.ar / e-mail: revista@sah.org.ar / contacto: Mariela Escalante
Hematologia se distribuye cuatrimestralmente en forma gratuita a los miembros de la Sociedad Argentina de Hematologia
Se publica en abril, agosto y diciembre de cada afio
Registro de la Propiedad Intelectual N2 155751
El contenido de los articulos y de los avisos publicitarios no reflejan necesariamente la opinién del Editor

OPEN (7} ACCESS



En Mieloma Multiple,
DARZALEX® (daratumumab)
ha demostrado eficacia
con multiples esquemas
y lineas de tratamiento.!

AN
4

MDARZALEX
daratumumab

concentrado para solucion para infusion

1. Referencia: Prospecto Darzalex®

Primera Linea Elegibles a trasplante Primera Linea No Elegibles a trasplante
autélogo de células madre autdlogo de células madre

DARZALEX® + VTd DARZALEX® + Rd DARZALEX® + VMP
daratumumab + bortezomib daratumumab + lenalidomida daratumumab + bortezomib

+ falidomida + dexametasona + dexametasona + melfaldn + prednisona

ESTUDIO CASSIOPEIA ESTUDIO MAIA ESTUDIO ALCYONE

Después de una terapia previa

DARZALEX® + Rd DARZALEX® + Kd DARZALEX® + Vd DARZALEX® + Pd DARZALEX® monoterapia

daratumumab + lenalidomida  daratumumab + carfilzomib daratumumab + bortezomib daratumumab + pomalidomida daratumumab monoterapia
+ dexametasona + dexametasona + dexametasona + dexametasona

ESTUDIO POLLUX ESTUDIO CANDOR ESTUDIO CASTOR ESTUDIO EQUULEUS ESTUDIO SIRIUS

Acceda al prospecto de DARZALEX® para Argentina escaneando el codigo QR en su
dispositivo movil. Puede también acceder a la informacién para prescribir en la
seccion de productos de nuestra pagina web: www.janssen.com

Para consultas, solicitudes, pedidos I N Fo J a n sse n S
de busquedas bibliograficas, reporte . o ’ . . . o
de eventos adversos y/o reclamos Informacion Cientifica infojanssen@janar.jnj.com Janssen ’ OﬂCO|Ogy

decalidad porfavor comunicarsea:— www.janssen.com 0800 122 0238  ..ccccucousmcsor fohmondfohmen

© Janssen Cilag Farmacéutica S.A.1 07,2022- CP-333091



HEMATOLOGIA

ARGENTINA

VOLUMEN 26 N2 2 e Agosto 2022

CONTENIDO

ARTICULO ORIGINAL

Comparacion de perfiles multiméricos del factor de von Willebrand obtenidos mediante un ensayo electroforético
comercial y electroforesis local con geles de agarosa 1%

Lopez MS, Paiva J, Woods Al Saez MS, Barrera LH, Privitera V, Chuliber F, Villagra Iturre M, Penchasky D, Sorroche P, Martinuzzo ME,
SANCHEZ LUCEIOS A. ....eoevveveeeeeeveveeeeevetetieee et e ettt et ettt et e s e as st et et et st et et etsss et et ets st e s et et eas et et easss b et es s et eb et eseas et et eas b s etessas et ebesess et et eanssesens 9

Proyecto Célula T 2.0: analisis interino a junio 2021

Pereyra P, Fiad L, Martin C2, Alfonso G, Presas V, Isnardi S, Ottino A, Warley F, Kohan D, Enrico A, Sardi L, Suarez G, Gabus
R, Marquez M, Arriola JP, De Dios Soler M, Cugliari MS, Rojas Bilbao E, Maradei J, Leonardi I, Trucco JI, Rodriguez Zubieta
M, Mahuad C, Rojas Bilbao E, Guanchiale L, Sanchez AV, Jarchum G, Mariano R, Gilli V, Vijnovich Barén A, Narbaitz M,
PAVIOVSKY A. oottt et e et e e et e e et e e e tte e e eate e e e taeeetbee e aseeeaasaeeeatsaeetaeeeataaeeeateeeaaaeeetbeeeaabeeeetaeeeteeaans 21

Aplicacion de la separacion celular para la identificacion de factores de riesgo genético en mieloma maiiltiple: un
estudio de la vida real

Lang C, Maradei J, Beccacece M, Furque A, Encina T, Pombo P, Remaggi G, Ochoa P, Lopez Ares L, Colucci M,

De Paul N, Rios Sant F, Vazquez M, Lemuiiir P, Boughen S, Brandt M, Calmet, R, Castello C, Ferreras R C7, Giarini P,

Jones L, Martin N, Moro D, Pasquali J, Rios Part M, Di Chiara R, Taborda G, Venchi R, Sandoval M, lommi M, Torreguitart F,
AGFICIIO E, MIIORE J. ...ttt s bbb s bbb st b bbb bbb bbb bbbk b bbbt b bt s bt en s 28

Primera experiencia sobre efectividad y seguridad de lenalidomida-bortezomib-dexametasona (RVd) como
tratamiento de induccion en pacientes con diagnostico reciente de mieloma miltiple (MM) candidatos a trasplante
hematopoyético en Argentina. Estudio colaborativo del Grupo Argentino de Mieloma Multiple (GAMM)

Duarte P, Schutz N, Remaggi G, Ochoa P, Seehaus C, Caeiro G, Corzo A, Funes ME, Garate G, Aizpurua F, Yantorno S,
Giannini ME, Cruset S, Garcia-Altuve J, Paoletti M, Quiroga L, FAntl D. ...............ccccccooviiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 36

Impacto del indice Neutréfilo/Linfocito en el prondstico de los pacientes con linfoma difuso de células grandes B

tratados con R-CHOP como primera linea
Baltazar S; Sotomayor G, Rios M; Nava W; Avila G GAFZA Dot 46

_HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2 - 2022 - https://doi.org/10.48057/hematologa.v26i2



https://doi.org/10.48057/hematologa.v26i2

EDITORIAL

“Sé lo que quiero, y estoy dispuesto a esperarlo”. Nacimiento de la Subcomision de Economia y Salud de la
Sociedad Argentina de Hematologia

AIBATFACIN F; SOIIMAIO J ... et et e et et e s 53

ARTICULO DE REVISION

El riesgo de tromboembolismo venoso en el paciente hospitalizado no quirirgico: "Una nueva estrategia para una
vieja enemiga"

Murioz Rossi F; Puentes Rodriguez C; Ricardo Ossio G, Pico Barrios F; Guzmadn Figueredo L. ................uueeeeeeeeeieiiiiinnnnnnnn. 55

Inmunofijacién: mas alla de la tipificacién de gammapatias monoclonales.

Valor pronéstico, categorizacion de respuesta al tratamiento e importancia en la deteccion de interferencias

por el uso de anticuerpos monoclonales terapéuticos y en pacientes con enfermedad COVID-19

ALGTANAYE, MLE. ............oooooooeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et st a ettt ettt 63

ATENEO

Foco neurologico en paciente pediatrico con leucemia linfoblastica aguda

Eleno Beierbach AP, Rodriguez M, Cuello MF, Ruiz C, Franchi ME, Moran LE, Soria ME, Ferraro CL, Novas FN, Prada S,
Schwalb G, Basack N, DFCIICHINAN G. ..........coeueeuueiieeeeieeeeeieeeee e eeaeeeeetteeseetaeeessttateesstatesestatssesssanesetanssessnsessssrsesessnns 74

CASO CLINICO
Emicizumab e inmunotolerancia en paciente con hemofilia A e inhibidores: reporte de caso en Ecuador
Chiang H; Gonzdlez MC; Rodriguez G; UllQuri V; VIIA E. ...........oooeeuueeieeeiiiiieeeeeecieee e seseeeeeeestteeeessnnsaaeasesennnseeessennnsnes 81

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides

NUEVAS DROGAS
Luspatercept: agente madurador eritroide para el tratamiento de la anemia en pacientes con sindromes
mielodisplasicos de bajo riesgo

QUUATCRIONT, MA. .....ooeevieeeiie et e eetie e ettt e eetee e st e e ettt e essbaeessseaeastseeasssaeassseaesssseeassseeaassaaesssseeasssaseassaeesssseeansseesnsseeesnsseanns 91
PEDIATRIA

Metahemoglobinemia recesiva congénita. A proposito de un caso

Eandi Eberle S, Chaves A, Pepe C, Dieuzeide MP, Fernandez D, Novello F, AVAIOS GOMEZ V. oo eeaeanan 97
LABORATORIO

Inmunofijacién en diferentes liquidos biolégicos. Requisitos de las etapas preanalitica, analitica y posanalitica
para su realizacion y correcta interpretacion.
Alejandre, ME; Facio, ML; Viniegra, J; Garcia M; Barakian BF; Madalena, LB....................ccccocooiiiiniiaineieeieeeeeeea 101

IMAGENES EN HEMATOLOGIA
Linfoma no Hodgkin T/NK de nariz
Pertiné B; Milone G; Avila J: Muratore A; Henry N; Herrera M P; Rivero M F; Petersen E; Dib J...........ccccoovevveeennnn. 107









Comparacion de perfiles multiméricos del
factor de von Willebrand obtenidos mediante
un ensayo electroforético comercial y
electroforesis local con geles de agarosa 1%

Comparison of von Willebrand factor multimer profiles
obtained through a commercial electrophoretic test and
home-made electrophoresis with 1% agarose gels

Lopez MS!, Paiva J>, Woods AI?, Saez MS!, Barrera LH',
Privitera V* Chuliber F*, Villagra Iturre M**, Penchasky D*, Sorroche P,
Martinuzzo ME!, Sanchez Luceros A2°.

! Secciones de Hematologia-Hemostasia y Proteinas del Laboratorio Central del
Hospital Italiano de Buenos Aires, Argentina

2 Division Quimica, Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de
Medicina, Hemostasia y Trombosis, Buenos Aires, Argentina

3 Laboratorio de Hemostasia y Trombosis, IMEX-CONICET-Academia Nacional de
Medicina, Laboratorio de Hemostasia y Trombosis, Buenos Aires, Argentina

* Servicio de Hematologia del Hospital Italiano de Buenos Aires, Argentina

lopezmarinasol@gmail.com

MENCION EspecIAL E POSTER CONGRESO CAHT 2021

Palabras claves: factor von Willebrand,

multimeros del factor von Willebrand,

enfermedad de von Willebrand.

Resumen

La evaluacién de multimeros del factor de von Wi-
llebrand (VWEF) es parte esencial del diagndstico
de algunas variantes de la enfermedad de von Wi-
llebrand (VWD). Mediante técnicas electroforéticas
adecuadas se pueden estimar los multimeros de peso
molecular bajo (LMWM), intermedio (IMWM),
alto (HMWM) y ultra-alto (UHMWM).

El objetivo del presente trabajo es determinar si el
perfil multimérico obtenido mediante electroforesis
en gel de agarosa seguido de inmunofijacién en sis-
tema semiautomatico (Hydragel 5) y el obtenido me-
diante el método de referencia son comparables. Se

Fecha recepcion: 10/5/2022
Fecha aprobacion: 9/8/2022

ARTICULO
ORIGINAL
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Volumen 26 n° 2: 9-19
Mayo - Agosto 2022

Keywords: von Willebrand factor,
von Willebrand factor multimers,
von Willebrand disease.

analizaron 24 muestras: 4 de pacientes con sindrome

de von Willebrand adquirido (AVWS) secundarios

a sindrome mieloproliferativo con trombocitosis

(MPS-T), 18 de pacientes con VWD de diferente

tipo y 2 de pacientes con purpura trombocitopénica

trombotica (PTT).

Se realiz6 la medicién con dos metodologias dife-

rentes:

« Multimeros por método semiautomatico: electro-
foresis SDS-agarosa seguida de inmunofijacion
usando Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
en el instrumento Hydrasys 2 (Sebia), analizado
mediante programa Phoresis.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022 - https://doi.org/10.48057/hematologa.v26i2.441 9
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« Multimeros por método de referencia: electrofore-
sis SDS-agarosa seguida de inmunofijaciéon usan-
do anticuerpos policlonales: anti-VWF humana
desarrollado en conejo, anti IgG de conejo desa-
rrollado en cerdo/biotinilado, avidina peroxidasa
y reveladas con 4Cl-1-Naftol. Perfil multimérico:
analizado mediante ImageQuant TL 8.1 (GE Heal-
thcare).

Las muestras de pacientes con AVWS mostraron

una disminucion de HMWM. Aquéllas con VWD

tipo 1 mostraron un perfil multimérico normal. Se
detectaron UHMWM en las muestras de pacientes
con PTT.

Con respecto a las muestras de pacientes con VWD

tipo 2, 2A, 2B y 2M, se obtuvo buena concordancia

entre ambos métodos.

El método semiautomatico parece ser ttil y apropia-

do como tamizaje de perfiles multiméricos de VWF

en laboratorios clinicos de Hemostasia, analizados
por profesionales con alta experiencia en el diagnos-
tico de VWD.

Abstract
The evaluation of the von Willebrand factor (VWF)
multimers is an essential part of the diagnosis of
some variants of the von Willebrand disease (VWD).
Using appropriate electrophoretic techniques, low
(LMWM), intermediate (IMWM), high (HMWM)
and ultra-high (UHMWM) molecular weight mul-
timers can be estimated.
The aim of the study was to determine whether the
multimeric profile obtained by agarose gel electro-
phoresis followed by immunofixation in a semi-au-
tomated system (Hydragel 5) and by the reference
method are comparable.
24 samples were analyzed: four from patients with
acquired von Willebrand syndrome (AVWS) sec-
ondary to myeloproliferative syndrome with throm-
bocytosis (MPS-T), 18 from patients with VWD of
different types, and 2 from patients with thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP).

The measurement was performed with two different

methodologies:

« Multimers by semiautomatic method: SDS-Aga-
rose electrophoresis followed by immunofixation
using Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
on the Hydrasys 2 instrument (Sebia), analyzed by
the Phoresis program.

« Multimers by reference method: SDS-agarose

10

ARTICULO ORIGINAL

electrophoresis followed by immunofixation using
polyclonal antibodies: rabbit anti-human VWE
pig-grown/biotinylated rabbit IgG, avidin perox-
idase and revealed with 4Cl-1-naphthol. Multim-
eric profile: analyzed by ImageQuant TL 8.1 (GE
Healthcare).
AVWS samples showed decreased HMWM, while
type 1 VWD samples showed a normal multimeric
profile. UHMWM were detected in the TTP sam-
ples.
Considering the VWD type 2 samples, 2A, 2B and
2M, a good agreement was obtained between both
methods.
The semi-automated method seems to be useful and
appropriate for screening VWF multimeric profiles
in hemostasis clinical laboratories analyzed by high-
ly specialized staff in the diagnosis of VWD.

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (VWD) es el des-
orden hemorragico congénito mas frecuente y se
produce por la deficiencia y/o alteracién del factor
von Willebrand (VWE). El VWF es una glicoprotei-
na multimérica que se sintetiza en las células endo-
teliales y megacariocitos y se almacena en las orga-
nelas de deposito: los cuerpos de Weibel Palade en
las células endoteliales y los a-granulos plaquetarios.
Ademds, este factor circula en el plasma unido al fac-
tor VIII, protegiéndolo de la protedlisis mediada por
inhibidores fisiologicos”. La unidad funcional esta
conformada por un mondémero, que luego dimeriza,
a través de uniones S-S en el dominio VWEF-CK, en
el extremo C-terminal. Luego de sucesivos pasos de
O- y N-glicosilacién, se produce la unién de los di-
meros en multimeros, mediante uniones S-S entre el
dominio VWEF-D3. Los multimeros de VWF inclu-
yen formas de peso molecular bajo (LMWM), inter-
medio (IMWM), alto (HMWM) y formas de peso
molecular ultragrandes (UHMWM). E1 VWF alma-
cenado en las organelas de depdsito y posteriormen-
teliberado por la via secretoria es ricoen UHMWM,
mientras que el VWF plasmatico secretado consti-
tutivamente presenta multimeros pequefos, inter-
medios y grandes®. Los UHMWM son altamente
trombogénicos y son degradados, una vez liberados,
por la metaloproteasa plasmatica ADAMTSI13, en-
zima que cliva especificamente al VWF entre los re-
siduos Tyr1605-Met1606 localizados en el dominio
VWE-A20,

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022
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Una de las funciones del VWF es participar de la he-
mostasia primaria, dada por su capacidad de union
al colageno subendotelial (principalmente a través
del dominio VWF-A3), propiciando la adhesividad
plaquetaria a través de la union a la glicoproteina
1ba (GPIba) que forma parte del complejo Ib-IX-V,
a través del dominio VWF-A1. También participa
en la hemostasia secundaria, al transportar al FVII-
I:C y protegerlo de la prote¢lisis por sus inhibidores
naturales. Ademads, favorece la agregacion plaque-
taria mediante su capacidad de unién a la integri-
na a2b-B3 a través del péptido Arg-Gly-Asp en el
dominio VWF-C4. La actividad adhesiva del VWF
depende del tamafio de sus multimeros® y la orga-
nizacién multimérica es fundamental para la fun-
cionalidad del VWF®).

La VWD se clasifica en: variantes cuantitativas y va-
riantes cualitativas. Las variantes cuantitativas son:
VWD tipo 1 y tipo 3; el tipo 1 es la deficiencia leve,
mientras que el tipo 3 es severo. Las variantes cuali-
tativas, el tipo 2, se subclasifican a su vez en: VWD
2A,2B,2M y 2N,

La historia personal y familiar de sangrado, ya sea
espontaneo o debido a trauma, cirugia, post parto,
etc.!! en conjunto con los resultados de laboratorio
son importantes para arribar al diagndstico en cada
paciente individual y a una correcta clasificacion de
la enfermedad.

Por otro lado, para varios subtipos cualitativos se re-
quiere realizar un diagndstico diferencial con otras
alteraciones que pueden cursar con la misma clinica
y que, ademas, pueden presentar resultados simila-
res de ciertas pruebas de laboratorio.

Las pruebas generales de laboratorio, como tiempo
de protrombina, APTT, tiempo de trombina y fibri-
ndgeno, no confirman ni excluyen VWD, ya que no
tienen la suficiente sensibilidad. Las pruebas espe-
cificas, como la medicion de VWF (funcional e in-
munoldgico) y del factor VIII, son necesarias para
el diagndstico, mientras que las pruebas comple-
mentarias, como la agregacion plaquetaria con ris-
tocetina (RIPA) a bajas dosis y la determinacion de
multimeros del VWE, permiten clasificar a la VWD
en diferentes tipos"). Recientemente se ha publica-
do una guia diagnoéstica basada en evidencia, con-
sensuada entre 4 sociedades cientificas: Sociedad
Americana de Hematologia, Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia, Fundacién Nacional
de la Hemofilia de Estados Unidos y la Federacion

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022

Mundial de la Hemofilia, que recomienda los pasos
a seguir para el diagndstico de los diferentes tipos
de VWD®.
El ensayo para evaluar los multimeros del VWF
es parte importante en el diagndstico de la VWD.
A través del mismo se puede estimar todo el per-
fil multimérico (LMWM, IMWM, HMWM y UH-
MWM) cuali y cuantitativamente. No sélo se evalda
la presencia o ausencia de una fraccién multimérica,
sino que también se puede evaluar la intensidad de
las bandas que conforman los diferentes multime-
ros, dato importante en el caso de protedlisis altera-
da del VWE.

Esta prueba se puede utilizar para distinguir el tipo

2A y 2B VWD del tipo 2M (o tipo 1) y del AVWS.

Sin embargo, el andlisis multimérico actualmente

solo se realiza en un nimero limitado de laborato-

rios especializados por ser técnicamente largo, labo-
rioso y de dificil estandarizacion.

Sus dificultades metodolégicas pueden llevar a re-

sultados errdneos en la interpretacion de las varian-

tes de la enfermedad®® y eso lo transforma en una
metodologia utilizada en segunda linea en el diag-
noéstico de VWD.

En los ultimos afios se diseid un kit denominado

Hydragel 5 von Willebrand Multimers (Sebia) des-

tinado a la deteccion y analisis de la distribucion de

los multimeros del VWF del plasma humano me-
diante electroforesis e inmunofijacion en gel de aga-

rosa en el sistema semiautomatico Hydrasys 2.

El andlisis se realiza en 2 etapas:

o electroforesis en gel de agarosa para separar las
proteinas del plasma,

« inmunofijacién con un antisuero anti-VWF y un
anticuerpo marcado con peroxidasa que, al ser
presentados ante el sustrato en presencia de pe-
réxido de hidrégeno, pondra en evidencia el perfil
multimérico correspondiente.

El kit provee los geles ya preparados y el sistema

semiautomatico Hydrasys 2 realiza todas las etapas

necesarias para obtener geles listos para su interpre-
tacion®.

Este kit se presenta como una técnica mas simplifi-

cada para evaluar el perfil multimérico del VWF con

respecto a la técnica tradicional y de referencia que
es la electroforesis en SDS-PAGE".

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es deter-

minar si los perfiles multiméricos obtenidos me-

diante electroforesis en gel de agarosa seguido de

11



inmunofijacion en sistema semiautomatico (Hydra-
gel 5) son comparables a los obtenidos mediante el
método tradicional realizado en un centro de refe-
rencia parala VWD.

Materiales y métodos

Se analizaron un total de 24 muestras. 4 con diag-

nostico de sindrome de von Willebrand adquirido

(AVWS) secundarios a sindrome mieloproliferativo

con trombocitosis (MPS-T), mientras que 18 mues-

tras presentaban algun tipo de VWD: 6 tipo 1, 9

tipo 2 (confirmados mediante biologia molecular), 1

probable tipo 2N, 2 tipo 2 por discordancia entre ac-

tividad y niveles antigénicos de VWF no clasificado,

y 2 purpura trombocitopénica trombética (PTT).

Las muestras fueron analizadas por dos metodolo-

gias diferentes para determinar el perfil multiméri-

co:

« multimeros por método semiautomatico: electro-
foresis SDS-Agarosa seguida de inmunofijacién
usando Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
en el instrumento Hydrasys 2 (Sebia), analizado
mediante el programa Phoresis.

« multimeros por método de referencia: electrofore-
sis SDS-agarosa seguida de inmunofijaciéon usan-
do anticuerpos policlonales: anti-VWF humana
desarrollado en conejo, anti IgG de conejo desa-
rrollado en cerdo/biotinilado, avidina peroxidasa
y reveladas con 4Cl-1-naftol. Perfil multimérico:
analizado mediante ImageQuant TL 8.1 (GE Heal-
thcare)®.

Estudios genotipicos: el DNA genémico fue extrai-

do de leucocitos de sangre periférica. El exon 28 del

gen de VWE, que abarca los dominios VWEF-A1 y

A2, fue amplificado por PCR en Perkin-Elmer Ther-

mocycler 2400. Existe un pseudogen localizado en

el cromosoma 22 que tiene alta homologia con el

VWEF entre los exones 23 al 34; por lo tanto, los ce-

badores se disefiaron evitando la amplificacion del

mismo. Dado el gran tamaio del ex6n 28, se estudi6
por fragmentos, mediante técnica de PCR anidada.

Se realizd la secuenciacion directa del DNA ampli-

ficado por la técnica automatizada de Sanger en el

secuenciador automatico ABI Prism 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)®'?.

Para confirmar la presencia de variantes genotipicas

causales de la enfermedad (VGCE) se secuencié la

cadena complementaria.

La determinacion del nivel antigénico y de actividad
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del VWF se realizé mediante técnicas inmunotur-
bidimétricas automatizadas para coagulémetros fo-
to-opticos.

Debido a que se trataba de muestras de descarte, ya
informadas, que fueron almacenadas con fines edu-
cativos y académicos, y por el tipo de disefio del es-
tudio establecido en el protocolo que fue aprobado
por el comité de ética (CEPI), no se solicitd firma
de consentimientos a los pacientes cuyas muestras
fueron utilizadas.

La técnica comercial no presenta controles de cali-
dad en el kit. Sin embargo, la muestra de pool nor-
mal que se corre en cada gel, podria funcionar como
un control normal ademas de ser usado como perfil
comparativo para el resto de las muestras largadas
en ese mismo gel.

Resultados

Los perfiles multiméricos obtenidos con ambas me-
todologias junto con las VGCE detectadas para cada
muestra se detallan en las tablas 1 y 2, asi como los
valores de VWF antigénico (VWF:Ag), su actividad
(VWE:RCo) y el cociente VWF:RCo/VWF:Ag.
Cada gel fue procesado en una jornada laboral, lo
que se traduce en menores tiempos de procesamien-
to, a diferencia de la técnica local, que requiere ha-
bitualmente dos jornadas laborales. En los escaneos
de densitometria realizada del gel a través del pro-
grama Phoresis se consider¢ de izquierda a derecha
LMWM picos 1 a 3, IMWM picos 4 a 7, HMWM
picos 7 en adelante, segtn las recomendaciones del
fabricante.

Al evaluar los diferentes geles obtenidos en las jor-
nadas laborales notamos que aquellas muestras
compatibles con AVWS en pacientes con sindromes
mieloproliferativos crénicos con trombocitosis pre-
sentaron cocientes VWEF:RCo/VWEF:Ag entre 0,3-
0,48 y mostraron una disminucién de los HMWM
con aumento de IMWM y LMWM (Figura 1).

El perfil multimérico obtenido de las muestras con
VWD tipo 1 fue normal, es decir, se visualizaron to-
dos los picos correspondientes a los diferentes mul-
timeros. La diferencia entre este perfil multimérico
con el del pool normal es la altura alcanzada por di-
chos picos, ya que la misma va a depender del nivel
de VWF (Figura 2).

En el caso de las muestras con PTT, se detectaron
UHMWM. (Figura 3).

En las muestras con VWD tipo 2 se obtuvo buena
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Tabla 1. Resultados de muestras con VWD tipo 1, AVWS, PTT y un probable VWD tipo 2N

VWE:Ag: VWF antigénico; VWF:RCo: actividad de cofactor de ristocetina; VWD: enfermedad de von Willebrand;
PTT: purpura trombocitopénica trombédtica; HMWM: multimeros de alto peso molecular; IMWM: multimeros de
peso molecular intermedio; LMWM: multimeros de bajo peso molecular; UHMWM: multimeros extragrandes.

Tabla 2. Resultados de 9 muestras con VWD tipo 2 clasificadas previamente

VWE:Ag: VWF antigénico; VWEF:RCo: actividad de cofactor de ristocetina; VWD: enfermedad de von Willebrand;
HMWM: multimeros de alto peso molecular; IMWM: multimeros de peso molecular intermedio; LMWM: multime-
ros de bajo peso molecular; UHMWM: multimeros extragrandes; VGCE: variante genotipica causal de enfermedad.

Figura 1. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una

muestra con AVWS. El grafico designado con la letra N corresponde al pool normal que se corre junto con

las muestras elegidas a analizar para esa corrida. El mismo sirve como patrén comparativo para el resto de
las muestras. P= muestra de paciente; N= pool normal.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N 2: 9-19, 2022 13
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Figura 2. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una
muestra con VWD tipo 1. P= muestra de paciente; N= pool normal.

Figura 3. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una
muestra con PTT. P=Paciente; N= pool normal

concordancia entre ambos métodos: evaluados que presentan distintas VGCE.
o VWD 2A: los resultados de los cocientes VWE:R- « VWD 2B: dos de las muestras de pacientes con
Co/VWE:Ag eran muy bajos y se evidencié au- las variantes genotipicas p.Vall316Met (homoci-

sencia de HMWM, IMWM muy disminuidos y gota) y p.Argl306Trp (heterocigota) presentaron
aumento de LMWM en ambos casos por ambos razones VWEF:RCo/VWEF:Ag disminuidas, obser-
métodos (Tabla 2). En la figura 4 se presentan los vandose perfiles multiméricos con disminucién
perfiles multiméricos obtenidos por el método se- de HMWM y aumento de IMWM y LMWM (Fi-
miautomatico de los dos pacientes con VWD 2A gura 5a), siendo los perfiles coincidentes entre las
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Figura 4. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para 2
muestras con VWD 2A. P=paciente; N= pool normal

técnicas de referencia y semiautomatica. No obs-
tante, en una muestra de un paciente heterocigota
para la mutaciéon p.Prol266Leu se obtuvo un co-
ciente VWF:RCo/VWEF:Ag normal y perfiles mul-
timéricos conservados a través de las dos técnicas
evaluadas. (Figura 5 b).

o« VWD 2M: se observo la presencia de todos los
multimeros, pero con baja definicion del perfil de-
bido a un nivel muy bajo antigénico y de actividad
del VWF (se presenta como ejemplo una muestra
heterocigota para la mutacion p.Argl1374Cys) (Fi-
gura 6a).En otras dos, sin embargo, se evidencio
una disminucion ligera o marcada de HMWM y
de IMWM, y aumento de LMWM (se presenta
como ejemplo la muestra de un paciente homoci-

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022

gota para la mutacion p.Glu1549Lys) (Figura 6b).
« VWD probable 2N: se obtuvo un perfil multimé-
rico normal.
« VWD tipo 2 sin clasificar: se observo presencia de
todos los multimeros en una de las muestras, y li-
gera disminuciéon de los HMWM en la otra.

Discusion

El algoritmo diagnostico de las ultimas guias inter-
nacionales® ubica al andlisis de los multimeros en el
puesto numero 7, sugiriendo su utilidad en aquellos
pacientes con VWF menor a 30% o entre 30 y 50%
con historia de sangrado en los que la prueba fun-
cional de VWF asociada a una actividad de unién
a plaquetas arroje un resultado significativamente
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Figura 5. Perfiles multiméricos obtenidos mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para
2 muestras con VWD 2B con patrones multiméricos diferentes. P=paciente; N= pool normal

menor al nivel antigénico (relaciéon actividad/anti-
geno < 0.7), es decir para la identificacién del tipo
de VWD 2. Si bien la determinacién de multime-
ros de VWF es una de las técnicas que se pueden
utilizar a la hora de determinar subtipos de VWD, la
metodologia habitual es laboriosa, y requiere de per-
sonal especializado para su correcta interpretacion.
Debido a esto, la aparicion de un kit comercial semi
automatizado plantea una alternativa para que mas
laboratorios de Hemostasia puedan llevar a cabo el
ensayo, como fue demostrado en un estudio preli-
minar publicado?.

Con respecto a las muestras analizadas pudimos
observar que aquéllas que correspondian a pacien-
tes con SMP-T y AVWS presentaron disminucién
de HMWM, lo que concuerda con lo publicado en
AVWS asociado a sindromes mieloproliferativos

16

crénicos (trombocitemia esencial y policitemia
vera) en los que se observan cocientes VWEF:RCo/
VWE:Ag <0,7, presentando un fenotipo de VWD 2
con disminucién de HMWM. El mecanismo de esta
alteracion ha sido postulada como adsorcion del
VWEF a GPIb aberrante expresada en las plaquetas
en SMP JaK-2 positivo y mecanismos de protedli-
sis, correlacionando la disminucién de los HMWM
junto con la disminucién de la actividad del VWEF
dependiente de su unién a plaquetas de manera ne-
gativa y moderada con el recuento plaquetario’?.

Aquellas muestras que pudieron ser evaluadas con
ambas técnicas, como fueron las correspondien-
tes a VWD tipo 1, 2A, 2B, 2M y PTT, presenta-
ron total concordancia del perfil multimérico con
ambas metodologias. En las muestras VWD 2A
los perfiles multiméricos de ausencia de HMWM

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022
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Figuran 6. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para
muestras con VWD tipo 2M.
a) se observa un perfil normal pero de baja intensidad y definiciéon de los multimeros.
b) patrén que presenta disminucion de HMWM y de IMWM, y aumento de LMWM.

fueron coincidentes con lo esperable en estas va-
riantes. En las muestras de VWD 2M también
hubo concordancia, aiin en una muestra con un
perfil multimérico inusual, la muestra homocigota
p.Glul549Lys, VGCE ya descripta por autores del
presente trabajo en los que se postula un mecanis-
mo no conocido, probablemente con disminucién
de sobrevida del VWEF®. Sélo en una muestra de
un paciente heterocigota para una mutacioén p.Arg-
1374Cys se observé una estimacion semicuantitati-
va de los HMWM ligeramente diferente.

En los pacientes con VWF 2B el método semiau-
tomatico demostré buena concordancia con el de
referencia, aiin en la muestra de un paciente con la
mutaciéon p.Prol266Leu en heterocigosis en el que
el patron multimérico esta conservado. Este patron
hallado en la posicién Pro1266 ha sido descripto en
la literatura como variante 2B con menor tasa de

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022

formas circulantes que pegan GP1b, menor tasa de
trombocitopenias y menor sangrado!’?).

Pikta y col. analizaron muestras de pacientes con
distintos tipos de VWD, alcanzando perfiles simila-
res a los observados en nuestro estudio?.

Se ha publicado un analisis exhaustivo mas reciente
de este método semiautomatizado en un gran nu-
mero de muestras (>400) de pacientes ya diagnos-
ticados previamente con distintos tipos de VWD de
acuerdo a pruebas estandares: VWF:Ag, VWEF:RCo,
capacidad del VWF de unir colageno (VWE:CB),
cocientes de actividad/antigeno y agregacion indu-
cida por ristocetina a baja concentracion para detec-
tar hiperagregabilidad plaquetaria a dicha concen-
tracion del agonista"?. Ademads, se han estudiado
muestras tomadas durante las pruebas de desmopre-
sina en pacientes con VWD, muestras de pacientes
con AVWS, con PTT y controles de calidad externo
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llevado a cabo en un periodo de 3 afios. En el mismo
se demostrd que los patrones obtenidos mostraron
alta coincidencia con los esperables para el subtipo
provisional asignado®.

En un estudio realizado en 2 laboratorios europeos
que analizaron individuos normales, VWD tipo 1,
2A, 2B, 2M, 2N, PTT y AVWS, asi como muestras
post desmopresina, obtuvieron una concordancia
del 91% entre los realizados por el método desarro-
llado local (“in house”) y el método semiautomatico
Hydragel 11 (Hydrasys), con algunas discordancias
en pacientes con VWD 2 con mas de una mutacién
y en un 20% de los pacientes con AVWS®. Desta-
can la utilidad de la densitometria para poder mejo-
rar la apreciacion de los geles con respecto de la ins-
peccion visual. En ese estudio 2 muestras con VWD
2M en pacientes relacionados con la mutacién p.Ar-
g1374Cys demostraron disminucién de los HMWM
con la técnica semiautomatica, pero no con la téc-
nica tradicional local, resultado que estd en concor-
dancia con los resultados en la muestra discordante
descriptos en el presente estudio.

Los estudios mencionados han planteado ventajas
del método, como son la estandarizacion de la técni-
ca, el menor tiempo y la menor complejidad de pro-
cesamiento, asi como la baja variabilidad interen-
sayo observada y la intra e interensayo relatada®®.
Como desventajas se postula el hecho de que no se
discriminan los tripletes debido a que usan una sola
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concentracion de agarosa 2%.

Si bien se considera a la técnica de VWF:CB como
un subrogante de la presencia de HMWM, se ha
demostrado que los resultados del ensayo no sélo
dependen del tipo de colageno utilizado sino, ade-
mas, del dominio en el que se localiza la VGCE, y se
postula que el VWE:CB no reemplaza al andlisis de
multimeros y que ambos ensayos deben realizarse
para lograr una clasificacién diagnoéstica correcta de
VWD,

La debilidad de nuestro estudio esta dada por aque-
llas muestras que solo fueron evaluadas por el mé-
todo semiautomatizado, como es el caso de las que
presentaron diagnéstico de AVWS, asi como dos
muestras con VWD tipo 2 sin clasificar y una pro-
bable VWD tipo 2N, ademas del reducido niimero
de muestras analizadas. Por otro lado, la fortaleza
del trabajo estd dada por la evaluaciéon de muestras
con VWD tipo 1y tipo 2, que fueron estudiadas en
un centro de referencia con amplia experiencia en el
diagndstico y tratamiento de la VWD, no sélo con
un método de deteccion de multimeros ampliamen-
te validado, sino también con VGCE detectadas.
Concluimos que el método semicuantitativo-se-
miautomatico evaluado, Hidragel 5, es util y postu-
lamos que el método semiautomatico parece apro-
piado como tamizaje de perfiles multiméricos de
VWE en laboratorios clinicos de Hemostasia.
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Resumen

Las neoplasias linfoides T/NK maduras (LNH-T)
son infrecuentes y conforman un grupo heterogé-
neo de enfermedades. En Argentina y en el resto
de América Latina no existen datos epidemioldgi-
cos sobre la presentacion, metodologia diagndstica,
esquemas terapéuticos y evolucion de los pacientes
con LNH-T. Ademas, debido a su baja incidencia
y heterogeneidad, no hay estudios prospectivos ni
aleatorizados que evalten las distintas estrategias
terapéuticas. Con el objetivo de mejorar el entendi-
miento de estas enfermedades surge el International
T-Cell Project 2.0. Aqui se presentan los resultados
preliminares a junio del afio 2021.

Abstract

Mature T/NK lymphoid neoplasms (T-NHL) are
infrequent and constitute a heterogeneous group
of diseases. In Argentina and the rest of Lat-
in America there is not any epidemiologic data
about presentation, diagnostic methodology,
therapies, and evolution of patients with T-NHL.
Furthermore, because of their low incidence and
heterogeneity, there are not prospective randomized
trials assessing the different therapeutic strategies.
The International T Cell Project 2.0 emerges with
the aim of improving the understanding of these
diseases. Herein its preliminary results to June 2021
are presented.

Introduccion

Las neoplasias linfoides T/NK maduras (LNH-T)
conforman un grupo heterogéneo de enfermeda-
des con caracteristicas fenotipicas, morfolégicas y
clinicas heterogéneas. La ultima clasificaciéon de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) del 2016
reconoce 28 subtipos incluyendo entidades cutaneas
primarias®. Estos son infrecuentes y representan el
10 al 15% de los linfomas no Hodgkin (LNH). Se
conoce su asociacion con factores genéticos/étni-
cos con una distribucién geografica caracteristica:
su prevalencia es mayor en Asia y se estima que
también en algunas regiones de Centro y Sur de
América®?. Se asocian a prondstico pobre, con una
sobrevida global a 5 afilos menor al 50%. Debido a
su infrecuencia, existen escasos estudios clinicos
prospectivos aleatorizados y nuestra practica diaria
se fundamenta principalmente en andlisis retrospec-
tivos®?.
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En el afo 2006 surge en Italia el International
T-cell Project 1.0 (ITCP) liderado por Massimo
Federico (hematologo y profesor de la universidad de
Modena y Reggio Emilia), con el objetivo de mejorar
el conocimiento de las caracteristicas clinicas y biold-
gicas de los linfomas T. Este registro permiti6 regis-
trar mas de 1500 linfomas T/NK de todo el mundo.
En 2018, debido a cambios en la clasificacion de
la OMS vy a la incorporacion de la tomografia por
emision de positrones (PET) como método de eva-
luacion de respuesta, se da paso al inicio del T-Cell
Project 2.0 (TCP 2.0), registro internacional que co-
lecta prospectivamente informacion de pacientes de
Europa, Asia, Oceania, Estados Unidos y América
Latina. Al momento del dltimo cierre de informa-
cion existian 18 paises activos; de América del sur
participan Argentina, Chile, Uruguay, Brasil y Pert.
En nuestro pais no existe a la fecha un registro de
estas neoplasias infrecuentes.

Objetivos del TCP 2.0 en Argentina y América
Latina.

1. Determinar la prevalencia de los distintos subti-
pos de LNH-T en Latinoamérica.

2. Describir las estrategias terapéuticas utilizadas.

3. Evaluar el indice de respuestas globales (RG) y
completas (RC).

4. Describir la sobrevida libre de eventos (SLE) y so-
brevida global (SG) a 6, 12 y 24 meses.

Material y métodos

Estudio prospectivo, observacional e internacional
con recoleccién de informacién a partir del e-CRF
(electronic Case Report Forms) del TCP 2.0. Este
estudio incluye el Registro Latinoamericano Pros-
pectivo de LNH-T, creado dentro del marco de la
Sociedad Argentina de Hematologia, con el apoyo
del TCP 2.0.

Resultados

Analisis interino llevado a cabo en junio del 2021.
A partir de 2018 se registraron 648 pacientes (630
evaluables) de 75 centros activos del mundo con la
siguiente distribuciéon geografica: América Latina
n=385, Oceania n=159, Europa n=57, Estados Uni-
dos n=17 y Asia n=12 (Grafico 1). Brasil cuenta con
un registro propio previo al inicio del TCP 2.0 que
es luego incorporado a la informacién recolectada a
nivel mundial.
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Los pacientes de América Latina (excluyendo Bra-
sil) representaron el 13,5% (con Brasil el 61%),
correspondiendo el 47,8% a Brasil, el 12,1% a
Argentina, el 0,8% a Chile, 0,5% a Peru y el 0,2%
a Uruguay. La edad media al diagnostico fue de
55 afios (rango 18-92), siendo similar en todos los
paises. La distribucion por sexo tampoco evidencid
diferencias segun las dreas geograficas, correspon-
diendo el 59% al sexo masculino. En toda la po-
blacion latinoamericana, el subtipo mas frecuen-
te fue el LNH-T periférico NOS (LNHTP NOS),
seguido del linfoma anapldsico de células gran-
des (LACG) ALK-negativo, angioinmunoblastico
(LTAI), LNH-T/NK, linfoma/leucemia T del adul-
to (LLTA) y el LACG ALK positivo, representando
el 31%, 19%, 13%, 12%, 10% y 9% respectivamente
(Gréfico 2).

Brasil reportd la mayor frecuencia de LLTA (n=46,
75%) y LNH-T/NK (n=39, 53%). El LACG ALK-ne-
gativo (n=40, 25%) y LTAI (n=25, 16%) fueron
mas frecuentes en Oceania y el angioinmuno-
blastico en Europa y Estados Unidos (18% y 24%

respectivamente) (Grafico 3).

En lo que respecta a la Argentina, nuestro pais ha
registrado 76 pacientes al momento de este anali-
sis interino, con 32 centros activos, representando
el 12% de las neoplasias T/NK de los 5 continentes
(Grafico 4). La edad media al diagnoéstico fue de 54
afos con una relaciéon hombre:mujer de 1.6. La dis-
tribucién de los diagnosticos mas frecuentes fue la
siguiente: LNHTP NOS 34% (n=26), LACG ALK
negativo 15.8% (n=12), LACG ALK positivo 11.8%
(n=9), LTAI 9% (n=7) y LLTA 6.6% (n=3). El resto
de los diagnosticos (linfomas T asociado a enteropa-
tia, linfomas NK tipo nasal, linfoma T monomérfico
epiteliotropico intestinal, linfoma linfoepiteloide,
LACG asociado a implante mamario, linfoma T he-
patoesplénico y leucemia de linfocitos grandes gra-
nulares) representaron individualmente menos del
5% del total (Grafico 5).

El 60% de nuestros pacientes present6 estadios avan-
zados al debut de la enfermedad con compromiso ex-
tranodal (exceptuando médula ésea) en el 55% y com-
promiso de médula dsea en el 25%. En el 92% de los

Grafico 1. Distribucion de casos reportados en el TCP 2.0 seguin region geografica.

Grafico 2. Prevalencia de los subtipos de LNH T/NK en el mundo segun analisis interino del TCP 2.0.
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Grafico 3. Distribucion de los subtipos de linfomas T/NK segtin cada continente.

Grifico 4. Centros activos en Argentina.

Grifico 5. Distribucion de los subtipos de linfomas T/NK en Argentina.
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casos se indicé tratamiento con quimioterapia, de los  parcial, 20% enfermedad progresiva y 10% se informé
cuales el 80% contenia antraciclinicos, y solamente 2 como respuesta indeterminada (Tablas 1y 2).
pacientes recibieron radioterapia. El 15% se consolidé ~ Con un corto tiempo de seguimiento a la fecha (me-
con trasplante autélogo de progenitores hematopoyé-  diana de 8.2 meses) la mediana de sobrevida global
ticos (TACPH). Con las estrategias antes menciona- en la curva de Kaplan Meier no ha sido alcanzada
das el 48% alcanzd remisién completa, 22% remisiéon  (Grafico 6).

Tabla 1. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes con linfomas T/NK en Argentina

Parametros N %
Estadio III/IV 46 60
ECOG/PS > 2 2 2.6
Compromiso EN 41 54
Compromiso MO 19 25
Sintomas B 58 76
LDH > LSN 55 72
Hb <12 g/dL 19 25
Plaquetas < 150.000/mm3 10 13

Tabla 2. Tratamientos y respuestas en Argentina.

Tratamiento N %
Quimioterapia convencional 70 92 (80% con antraciclinas)
Radioterapia 2 2.6
Consolidacion con TACPH (N 71) 11 15.5%
Respuesta (N=69)

o Completa 33 48

o Parcial 15 22

 Enfermedad progresiva 14 20

o Indeterminada 7 10
Estado (N=60)

e Vivo 44 74

e Muerto 15 25

o Pérdida de seguimiento 1 1

Grafico 6. Sobrevida global estimada en Argentina segun los datos preliminares a junio de 2021.
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Discusion

Se observan variaciones en la frecuencia de los dis-
tintos subtipos segun el drea geografica, especial-
mente entre América Latina y Europa. El subtipo
mas frecuente en todas las regiones del mundo fue
el LNHTP NOS.

En Argentina la prevalencia de los distintos subtipos
de linfomas T/NK es similar a la descripta en estu-
dios europeos y norteamericanos. En nuestro pais la
mayoria de los pacientes fue tratado con esquemas
de quimioterapia con antraciclinicos (al momento
del analisis no contamos con informacién con res-
pecto al uso de brentuximab vedotin) y la minoria
recibié radioterapia y consolidacién con TAPH.

ARTICULO ORIGINAL

con base en Miami a donde se envian imagenes es-
caneadas del vidrio de anatomia patolégica. Para
esto se solicita a los patologos el préstamo temporal
de los vidrios y se generd un arreglo con un centro
de escaneo en Buenos Aires. La Argentina ha co-
menzado a intervenir en dicho proceso.

Ademas, el TCP 2.0 aspira a futuro recolectar mues-
tras de sangre al diagndstico (biopsia liquida), final
de tratamiento y seguimiento, y llevar a cabo una re-
vision centralizada del PET/TC (estadificacion y fin
de tratamiento).

Resulta importante continuar con el registro de estos
pacientes para contribuir al mejor entendimiento y
al avance de métodos diagnodsticos y terapéuticos de

los LNH-T. En el afio 2022 el TCP 2.0 tiene como
objetivos continuar con dicho registro aumentando
la cantidad de centros activos como asi también el
numero de paises participantes.

Aproximadamente la mitad de los pacientes alcanzé
RC y la SG proyectada a 24 meses es del 61%.

A fin de generar una revisiéon de los diagnosticos
realizados se cre6 una base de datos internacional
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Aplicacion de la separacion celular para
la identificacion de factores de riesgo genético
en mieloma multiple: un estudio de la vida real

Application of cell sorting for genetic risk factors identification
in patients with multiple myeloma: a real life study
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APLICACION DE LA SEPARACION CELULAR PARA LA IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO GENETICO

EN MIELOMA MULTIPLE: UN ESTUDIO DE LA VIDA REAL

Palabras claves: separacion celular,
mieloma multiple,
hibridacién in situ,
alteraciones citogenéticas.

Introduccion

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia he-
matoldgica maligna que se caracteriza por su gran
heterogeneidad bioldgica y por su evolucién clinica
variable. Los factores prondsticos (FP) constituyen
una herramienta fundamental que permiten estimar
la sobrevida y elaborar una estrategia de tratamiento,
entre los cuales se destacan: a) las alteraciones cito-
genéticas (AC) y el perfil de expresion génica (GEP),
y b) la respuesta al tratamiento, a través del dosaje de
cadenas livianas libres en suero, los estudios de ima-
genes y la deteccion de enfermedad residual medible
(ERM) por citometria de flujo multiparamétrica.
Las AC tienen un impacto directo sobre el pronds-
tico y las decisiones terapéuticas, y pueden dividirse
en primarias y secundarias. Las AC primarias com-
prenden la hiperdiploidia (HD), es decir trisomias
de algunos cromosomas impares, y las transloca-
ciones que involucran al gen de la cadena pesada de
inmunoglobulina (IGH) en 14q32. De las trisomias
posibles, sdlo tres han demostrado modular el ries-

Keywords: cell sorting,
multiple myeloma,
in situ hybridization,
cytogenetic abnormalities.

go: la trisomia de los cromosomas 3 y 5 mejoran la
sobrevida global en comparacién con los MM no
hiperdiploides, mientras que la trisomia 21 provoca
el efecto contrario. Las AC secundarias incluyen la
delecion de 17p (TP53), las aneuploidias del cromo-
soma 1 (deleciones de 1p y/o ganancias de 1q), las
translocaciones del gen MYC y la monosomia del
cromosoma 13 o delecion de 13q14. Estas alteracio-
nes secundarias suelen aparecer en subpoblaciones
de células plasmaticas y se asocian con menor su-
pervivencia, curso clinico agresivo y presencia de
enfermedad extramedular®. El significado pronds-
tico de estos subclones depende de su tamafo: para
el caso de la delecion de 17p (TP53) algunos autores
sostienen que 50-60% seria el punto de corte que
afecta realmente como factor de riesgo adverso para
los pacientes®.

Las AC permiten dividir a los pacientes en 2 grupos
de riesgo con diferente prondstico y enfoque tera-
péutico (ver tabla 1). Los pacientes de riesgo alto
presentan peor prondstico que los de riesgo estan-

Tabla 1. Alteraciones citogenéticas en MM. Modificado de Rajkumar®

Riesgo alto (20-25%) Genes involucrados Frecuencia
t(4;14)(p16;932) (FISH) IGH-FGFR3/MMSET 15%
t(14;16)(q32;23) (FISH) IGH-MAF 5%
£(14;20)(q32:;q11) (FISH) IGH-MAFB 1%
Ganancia 1q (citogenética o FISH) CKS1B y otros 35-40%
del(1p) (citogenética o FISH) CDKN2C y otros 30%
del(17)(p13.1) (FISH) TP53 10%
Double Hit * TP53, CKSIB y otros 6%
Cariotipo Complejo **

Riesgo estandar (75-80%)

Hiperdiploidia *** 42%
t(11;14)(q13;q932) (citogenética o FISH) IGH-CCNDI 15%
t(6;14)(p21;q32) (FISH) IGH-CCND3 5%

*Double Hit: a) inactivacién bialélica de TP53 (delecion en un alelo y mutacién en el otro) o, b) estadio clinico ISS III
con amplificacion de 1q21 (24 copias). (Walker et al. 2019)
** Més de 3 anomalias cromosoémicas.
*** Trisomias 3, 5, 9, 11, 15, 19 y/o 21
CCND: cyclin D; IGH: immunoglobulin heavy chain; FGFR3: fibroblast growth factor receptor 3; MMSET: multiple
myeloma SET domain; MAF: musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
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dar, con una sobrevida estimada de 3 vs. 10 afos
respectivamente, por lo cual es importante identi-
ficarlos para ofrecerles estrategias terapéuticas mas
agresivas.

El estudio citogenético convencional por bandeo G
proporciona una visién global de las posibles ano-
malias cromosdmicas (presencia de trisomias, ca-
riotipo complejo, alteraciones asociadas a displasia
concomitante), mientras que la hibridacién fluo-
rescente in situ (FISH) usando sondas especificas
permite la evaluacion de AC especificas, mejorando
sustancialmente la sensibilidad de deteccion de las
mismas. Actualmente la técnica de eleccion para la
deteccion de AC en el MM, tanto en la evaluacién
diagnostica inicial como en las evaluaciones poste-
riores, es FISH sobre células plasmaticas selecciona-
das, es decir, sobre una muestra con muy alta pureza
de las células plasmaticas™. Existen diferentes mé-
todos para la separacion de células (cell sorting), de
los cuales el mas eficiente es la citometria de flujo
multiparamétrica (CFM).

Los sistemas de estadificacion de riesgo en MM han
ido evolucionando con el conocimiento de la enfer-
medad. El indice de Durie-Salmon fue sustituido
primero por el International Staging System (ISS),
basado en el nivel de f2microglobulina y albimina
en suero®, y luego en 2016 por el Revised Interna-
tional Staging System (R-ISS). EI R-ISS es el primer
indice que incluye a las AC como factor de riesgo,
junto con la LDH, dividiendo a los pacientes en 3
grupos con diferente prondstico (SLP: 62 meses para
el estadio I, 44 meses para el estadio II y 29 meses
para el estadio III)®” (ver tabla 2).

Sin embargo, la definicién actual de riesgo citoge-
nético resulta demasiado simple por estar basada
en unas pocas AC, a las cuales ademas se les asigna

ARTICULO ORIGINAL

igual importancia como factor prondstico, ya sean
favorables o adversas. Perrot et al. desarrollaron y
validaron un indice de prondstico (IP) citogenético
que incluye las trisomias 3, 5, 21 y la del(1p32) que
hasta el momento no habian sido incorporadas de-
bido a que no se habia demostrado ain su impacto
en el pronodstico. Pero este IP se desarrollé dentro
del contexto de ensayos clinicos, por lo cual resta
aun adaptarlo a la préctica clinica diaria®. La incor-
poracion de tecnologias mas avanzadas para el estu-
dio de las alteraciones genéticas en el MM permitira
una definiciéon mads precisa de los marcadores pro-
nosticos, posibilitando la implementacién de mejo-
res estrategias terapéuticas.

Los objetivos del presente estudio fueron: a) demos-
trar la utilidad de la separacién celular previa a los
estudios de FISH para aumentar la sensibilidad de
deteccion de AC en pacientes con MM, aplicando-
lo en la practica de la vida real; b) mostrar los re-
sultados obtenidos luego de 4 afos de experiencia
a través de la evolucion de las técnicas de separacion
celular y FISH, y compararlos con los reportados en
la literatura.

Materiales y métodos

Se realiz6 un analisis retrospectivo a partir de la re-
vision de resultados de pacientes con diagnostico de
MM entre los aflos 2018 y 2021. Los criterios para el
diagnostico de MM se basaron en las manifestacio-
nes clinicas, los estudios de imagenes y de laborato-
rio, de acuerdo a los lineamientos de IMWG®. Se
evaluaron las caracteristicas de la presentacion clini-
ca y las variables bioldgicas cuantitativas a través de
la recopilacion de datos, y la estadificacion de riesgo
de acuerdo al R-ISS?. La identificacion y cuantifica-
cion de células plasmaticas aberrantes se realizé por

Tabla 2. Estadificaciones de riesgo ISS y R-ISS

ISS SG a 5 afios (%)
Estadio I: B2M < 3.5 mg/L; albimina sérica > 3.5 g/dL 77
Estadio II: f2M < 3.5 mg/L; albumina sérica < 3.5 g/dL; 62
o B2M 3.5 a 5.5 mg/L, independientemente del valor de albumina

Estadio IIT: f2M > 5.5 mg/L 47

R-ISS

Estadio I: ISS I 'y riesgo citogenético estandar por FISH y LDH normal 82
Estadio II: no R-ISS I ni R-ISS IIT 62
Estadio III: ISS III y alto riesgo citogenético* por FISH o LDH mayor al LSN 40

SG: sobrevida global; LSN: limite superior normal; *AC de alto riesgo: del17p, t(4;14) y t(14;16).
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citometria de flujo multiparamétrica (CFM) con pa-
nel a 8 colores segun EuroFlow. Las alteraciones ci-
togenéticas con impacto sobre el prondstico fueron
evaluadas por FISH, y el estudio del indice de ADN
(ploidia) se realizé por CFM. Los pacientes fueron
divididos en dos grupos de acuerdo a si los estudios
por FISH se realizaron sobre la poblacién de células
plasmaticas purificadas (grupo S) o sobre la muestra
entera (grupo NS). El analisis estadistico se realizo
utilizando las herramientas del programa SPSS 23.
Para el andlisis de proporciones independientes se
aplicé el test Chi Cuadrado y se considerd un valor
de p <0.05 como estadisticamente significativo.

Separacion de células plasmaticas por CFM (Sorting)
El proceso de separacidon celular consiste en la sepa-
racion fisica de las células plasmaticas del total de cé-
lulas presentes en la muestra de médula 6sea en base
a la expresion diferencial de pardmetros analizables
(tamafo y granularidad, marcacién inmunofenoti-
pica). Se realiza en un citdmetro separador que per-
mite identificarlas y colectarlas en un tubo distinto
del resto de las células de la muestra, obteniendo asi
una suspension celular con alta pureza de CP. Con
las células colectadas se realizan los estudios para la
evaluacion de las AC por FISH (ver Figura 1).

En nuestro laboratorio se utilizaron dos citdémetros
separadores: un citémetro FACS Sort Melody (BD)
en una primera etapa (afios 2019-2019, 62 pacien-
tes), y luego un FACS Aria (BD) (afio 2020-2021,
147 pacientes).

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

El estudio por FISH se realiz6 sobre nucleos interfa-
sicos, de acuerdo con especificaciones del fabrican-
te, utilizando un panel basico de mieloma multiple:

IGH BA (sonda de dos colores, para detectar reorde-
namientos del gen de la cadena pesada de inmuno-
globulina); TP53/CEP17 (sonda de dos colores, para
monosomia 17/deleciéon 17p); CDKN2C/CKS1B
(sonda de dos colores, para detectar aneuploidias de
1p y/o 1q). Los pacientes que presentaban rearreglos
de IGH fueron estudiados para evaluar la presencia
de traslocaciones con impacto prondstico/terapéuti-
co con sondas especificas de dos colores y doble fu-
sion: IGH/FGFR3, t(4;14)(p16.3;932.3); IGH/MAFE,
t(14:16)(q32:23); IGH/MAFB, t(14;20)(q32;q12) e
IGH/CCND1 XT, t(11;14)(q13;q32). La observaciéon
microscdpica se realizé en un microscopio de fluo-
rescencia bajo lente de inmersién en aceite (100X)
(Nikon Eclipse 50i), usando diferentes filtros de
acuerdo al fluorocromo, y las imagenes fueron cap-
turadas y analizadas mediante el programa Applied
Spectral Imaging Systems (FISH View version 6.0).
En los pacientes del grupo NS se observaron 200 nu-
cleos para cada sonda y en los del grupo S al menos
50 nucleos en interfase para las alteraciones prima-
rias (IGH y traslocaciones) y 100 nucleos para las se-
cundarias (del17p y dellp/ganlq)®. Los resultados
fueron interpretados de acuerdo a los lineamientos
de European Myeloma Network, siendo el valor de
corte positivo >10% para la deteccion de alteracio-
nes primarias, y >20% para las secundarias®.

Resultados

Se incluyeron 350 pacientes con una edad prome-
dio de 61 aflos (rango: 28-89), 200 hombres y 150
mujeres, con una relacion entre ambos de 1,3:1. La
estratificacion de riesgo se distribuyd de acuerdo a
Durie y Salmon: 29% (I), 27% (II), 44% (III), y de
acuerdo al RISS: 29% (I), 61% (II), 10% (III). Se ob-
servo anemia (Hb<10.5 gr/dL) en 53% y niveles de

Figura 1. Seleccion de células plasmaticas por CFM, con pureza >90%.
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LDH superiores al normal en 22% de los pacientes.
El 68% presenté compromiso dseo, y 25% compro-
miso renal (creatininemia >2 mg/dL), la mitad de
ellos clasificados como estadios avanzados (II1IB). El
componente monoclonal identificado demostré que
el isotipo mas frecuente fue IgG (53%, 37% kappa
y 16% lambda) seguido de IgA (29%, 21% kappa y
8% lambda), dos casos presentaron el isotipo IgD y
un caso IgM. El 16% fueron MM a cadenas livianas,
10% lambda y 6% kappa. Las caracteristicas clinicas
se muestran en la tabla 2.

El estudio del indice de ADN mostr6 32% de pa-
cientes con hiperdiploidia (indice de ADN >1.08).
Todos los pacientes fueron estudiados para evaluar
la presencia de AC por FISH sobre nucleos interfa-
sicos, divididos en dos grupos: 209 pacientes con se-
paracion previa a la hibridacién (S) y 141 pacientes
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sobre la muestra total (NS). Utilizando la separaciéon
celular se obtuvieron muestras enriquecidas en célu-
las plasmaticas con una pureza de 87 a 96%. Se de-
tectaron AC en 36% de los pacientes en el grupo NS
y en 61% de los pacientes del grupo S. Es importante
destacar que, por ser una experiencia de la vida real,
no todos los pacientes fueron estudiados para todas
las ACYy, por lo tanto, los resultados estardn expresa-
dos con respecto al nimero de pacientes estudiados
en cada caso. Considerando como valor de corte la
presencia de mas de 10% de nucleos positivos para
rearreglos de IGH y mas de 20% de nucleos positivos
para las AC secundarias (TP53 y anomalias del cro-
mosoma 1), la incidencia de cada una de las altera-
ciones estudiadas para el grupo NS vs. S fue: 2.9% vs.
10.9% (4/140 vs. 22/201) para la delecion de TP53;
22.2% vs. 48.1% (24/108 vs. 64/133) para rearreglos

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y de laboratorio*

Caracteristica NS (sin separacion) S (con separacion)
Isotipo n=>54 n=381
13G 57% 58%
IgA 33% 29%
IgD 2% 1%
IgM 0% 1%
Cadenas livianas 7% 11%
Kappa 0% 7%
Lambda 7% 4%
Estadio ISS n=59 n=76
I 27% 42%
II 39% 32%
III 34% 26%
Enfermedad dsea n=59 n=88
No 32% 32%
Si 68% 68%
Creatinina (mg/dl) n=61 n=89
<2 77% 79%
>2 23% 21%
LDH n=>56 n=_84
normal 86% 71%
>1.5 LSN 11% 23%
>2 LSN 4% 4%
>3 LSN 0% 2%

LSN: limite superior normal, *la variabilidad del n en cada caso depende de los datos recolectados.
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del gen IGH; y 18.6% vs. 31% (16/86 vs. 49/158) para
dellp/ganlq. Si, en cambio, se considera como valor
de corte la presencia de mas de 50% de nucleos po-
sitivos para la delecion de TP53 los resultados obte-
nidos serian 0.7% vs. 7.5% (1/140 vs. 15/201) para el
grupo NSy S respectivamente (ver figura 2).

En el total de los pacientes con rearreglos de IGH
se identificaron las traslocaciones t(4;14) en 11%,
t(14;16) en 2% y t(11;14) en 7%, mientras que no se
hallaron pacientes con t(14;20), y dos pacientes pre-
sentaron otra translocacién de IGH en la que no fue
posible identificar el gen emparentado con las sondas
utilizadas. Tomando unicamente los pacientes del
grupo S, se identificaron las traslocaciones t(4;14) en
16%, t(14;16) en 2% y t(11;14) en 11%. De las altera-
ciones del cromosoma 1 la mas frecuentemente ha-
llada fue la ganancia de 1q (CKS1Bx3) (27%), y con
menor frecuencia la delecion de 1p (4%) y amplifica-
cion de 1q (CKS1Bx>4) (4%), y se observé un 3% de
los pacientes con presencia concomitante de ganlqy
dellp. Dos de los 10 pacientes que presentaron amp1lq

tenian un indice de riesgo ISS de 3, y pertenecerian al
grupo denominado MM Double Hit de acuerdo a la
publicacién de Walker et al®. El nimero de AC halla-
das en un mismo paciente para el grupo NS vs. S fue:
1 ACen 25% vs. 44% (23/92 vs. 75/170); 2 AC en 10%
vs. 14% (9/92 vs. 24/170); 3 AC en 1% vs. 2% (1/92 vs.
4/170) (ver Figura 3).

La presencia de rearreglos de IGH de forma conco-
mitante a la hiperdiploidia se observé en 17% de los
pacientes estudiados.

Si se comparan los resultados obtenidos en los pe-
riodos 2018-2019 y 2020-2021 podemos ver que la
sensibilidad de deteccion de AC mejord en la segun-
da etapa, en la cual la incidencia para el grupo NS vs.
S fue: 7.1% vs. 11.5% para la delecion de TP53 (1.8%
vs. 9.7% considerando mas de 50% de ntcleos posi-
tivos); 41.3% vs. 58.7% para rearreglos del gen IGH;
y 39.5% vs. 27.8% para dellp/ganlq. La presencia de
2y 3 AC en un mismo paciente fue hallada en 11.8%
vs. 15% y 0% vs. 3.3% respectivamente en ambos pe-
riodos (ver figura 4).

Figura 2. Frecuencia de AC en los grupos S y NS

Figura 3. Frecuencia de alteraciones citogenéticas concomitantes.
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Discusion

El presente es un analisis retrospectivo en el cual se
comparan resultados de estudios citogenéticos entre
dos grupos (NS y S) que, si bien tienen diferencias
en el nimero total de pacientes, presentan caracte-
risticas clinicas y demograficas semejantes. La me-
diana de edad general de los pacientes es mas baja
en comparacion con la de los paises desarrollados,
pero coincide con la reportada en otros estudios de
pacientes latinoamericanos, asi como también los
parametros clinicos al diagnostico.

La proporcion de pacientes con hiperdiploidia es
mas baja que la reportada en la literatura (32% vs
~40%), lo que puede explicarse por el promedio de
edad de los pacientes en esta cohorte, ya que los hi-
perdiploides son por lo general los de mayor edad.
El estudio del indice de ploidia por CFM no requiere
de células purificadas y debido a su relevancia como
factor pronoéstico deberia ser incluido en la evalua-
cidn inicial de todos los pacientes con MM.

La purificacion de células plasmaticas por cito-
metria de flujo permitié mejorar la sensibilidad de
deteccion de alteraciones citogenéticas en general,
logrando duplicar (de 36% a 61%) el porcentaje de
pacientes con alguna AC. En particular, esas dife-
rencias fueron estadisticamente significativas para la
deteccion de deleciones de TP53 (p=0.004) y rearre-
glos de IGH (p<0.001).

Para evaluar la frecuencia de AC en nuestra co-
horte de pacientes solo analizamos los resultados
obtenidos en el grupo S debido a que la separacién
celular es el estaindar para la deteccion de las mis-
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mas en todos los trabajos publicados. La frecuencia
de las translocaciones t(4;14) y t(14;16) son compa-
rables a los reportados en la literatura, mientras que
para la t(11;14) es un poco inferior (11% vs. 15%).
Esta diferencia puede ser debida a que 17% de pa-
cientes con rearreglo de IGH no fueron estudiados
posteriormente por FISH para identificar la trans-
locacion, o soélo se evaluaron las t(4;14) y t(14;16)
(de mal prondstico). La ausencia de t(14;20) puede
explicarse por su baja incidencia global en MM. La
frecuencia de del(17p) (TP53), tomando como va-
lor de corte el 20% de nucleos positivos, es similar
a la reportada por otros autores (10.9%). Al elevar
el punto de corte a 50% de nucleos positivos, indi-
cado como el valor por encima del cual la del(17p)
afecta realmente como factor de riesgo adverso®, el
porcentaje de nuestros pacientes con la delecion es
de 7.5%.

Para el analisis de los resultados con la imple-
mentacion de la separacidon celular hemos dividido
el tiempo en dos periodos, 2018-2019 y 2020-2021,
ya que se utilizaron dos citémetros distintos (FACS
Sort Melody (BD) y FACS Aria (BD)). En la segun-
da etapa se observo un aumento en la sensibilidad
de deteccion de deleciones de TP53 y rearreglos de
IGH, y también en la deteccién de alteraciones com-
binadas, siendo mayor la cantidad de pacientes con
mas de 1 AC (2 y 3 AC concomitantes) con respecto
al primer periodo. Contrariamente, las alteraciones
del cromosoma 1 se detectaron en mayor porcen-
taje de pacientes en la primera etapa con respecto
a la segunda. Esto se debe probablemente a que en

Figura 4. Frecuencia de AC en el grupo S, obtenidos en los periodos 2018-2019 y 2020-2021.
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la primera etapa se evaluaron sélo ciertos pacientes
que tenian mas posibilidades de tener la alteracién
por sus caracteristicas clinicas, aumentando asi la
proporcidon de pacientes positivos. En la segunda
etapa, en cambio, y en base a las evidencias demos-
tradas con respecto a su impacto en el prondstico,
las alteraciones del cromosoma 1 fueron incorpo-
radas al estudio de rutina junto a la dell7p y a los
rearreglos de IGH, alcanzando a mayor numero de
pacientes y reduciendo el porcentaje de pacientes
positivos.

El presente estudio demuestra que el avance en el
desarrollo de los recursos técnicos y la experiencia
adquirida en el uso y la interpretacion de los mismos
son determinantes en los resultados obtenidos.

Conclusion

Este analisis demuestra que la utilizacion de la sepa-
racion celular previa a los estudios por FISH aumen-
ta significativamente la sensibilidad de detecciéon de
AC en pacientes con MM. La combinaciéon de ambas
técnicas permite realizar una identificacion rapida de
AC en mas del 60% de los casos, dando resultados si-
milares a los descritos en la literatura y logrando asi
definir grupos de riesgo para la implementacion de
enfoques de tratamiento individualizados en el ma-
nejo de pacientes con mieloma. Por lo tanto, la selec-
cién y purificacion de células plasmaticas previo al es-
tudio por FISH deberia ser realizada de rutina como
parte de la caracterizacion de los pacientes con MM.
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PRIMERA EXPERIENCIA SOBRE EFECTIVIDAD Y SEGURIDAD DE LENALIDOMIDA-BORTEZOMIB-DEXAMETASONA (RVD) COMO
TRATAMIENTO DE INDUCCION EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO RECIENTE DE MIELOMA MULTIPLE (MM) CANDIDATOS A
TRASPLANTE HEMATOPOYETICO EN ARGENTINA. ESTUDIO COLABORATIVO DEL GRUPO ARGENTINO DE MIELOMA MULTIPLE (GAMM).

Resumen

Introduccion: el objetivo de tratamiento de pri-
mera linea en los pacientes con MM candidatos
a trasplante hematopoyético autélogo (TCPH) es
lograr la mayor profundidad de respuesta posible,
lo que ha permitido prolongar las sobrevidas en
este grupo de pacientes (pts). Se disponen de di-
ferentes esquemas de induccién previos al TCPH.
Actualmente, el esquema RVd es una de las prime-
ras opciones recomendadas por diferentes guias de
tratamiento. No existen datos publicados sobre la
eficacia y seguridad sobre RVd como esquema de
induccién en Latinoamérica en estudios de eviden-
cia de vida real.

Objetivos: nuestro objetivo primario fue describir
la eficacia de RVd como induccién previo al TCPH.
Ademas se evaluaron toxicidades relacionadas al
tratamiento, sobrevida libre de progresion (SLP) y
sobrevida global (SG).

Material y métodos: estudio retrospectivo, mul-
ticéntrico de 13 centros pertenecientes al GAMM.
Se incluyeron pts adultos con MM de reciente diag-
nostico candidatos a TCPH tratados con RVd entre
abril de 2016 a abril de 2021. Se analizaron las tasas
de respuestas segun los criterios IMWG-2016 y las
toxicidades de acuerdo al CTCAE V4.3.

Resultados: se incluyeron 110 pts con una mediana
de edad de 58 afios (rango 29-71) con 50% de sujetos
femeninos y una mediana de seguimiento de 17 me-
ses. 29 pts (27%) presentaron R-ISS 3, 21 pts (19%)
alto riesgo citogenético y 11 pts (10%) enfermedad
extramedular. La mediana de nimero de ciclos de
RVd recibidos fue 6 (rango 2-10). 15 pts (14%) re-
quirieron plerixafor previo a la recoleccion de célu-
las madres y 14 pts (13%) fallaron a la movilizaciéon
inicial. La mediana de células CD34+ por kg fue de
4.6 x 106 (RIC 3.21-6.14). Las tasas de respuesta pre-
via al TCPH fueron: 97% de respuesta global (RG),
77% muy buena respuesta parcial (MBRP) o mayor
y 40% de respuesta completa (RC). La tasa de RC fue
similar entre los pacientes de alto riesgo citogenético
vs. riesgo estandar (p:0,39). Las tasas de respuesta
post TCPH fueron: 99% RG, 93% MBRP o mayor y
75% de RC. Los eventos adversos de cualquier grado
mas frecuentes fueron: hematologicos (42%), infec-
ciosos (39%), gastrointestinales (29%) y neuropatia
periférica (23%). La SLP a 24 meses fue del 88% para
toda la cohorte (IC95% 75-94). En aquellos pts que
alcanzaron RC previa al TCPH, la SLP a 24 meses
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fue del 100% vs 80% en el resto (p: 0.005). La SG a
24 meses es de 95% (1C95% 87-98).

Conclusiones: en nuestra cohorte fuera de un en-
sayo clinico, RVd result6 ser un esquema eficaz con
perfil de seguridad adecuado. El TCPH profundizé
atin més las tasas de respuesta. Esta es la primera ex-
periencia sobre el uso de RVd como induccién pre-
via al TCPH en Latinoamérica.

Abstract

Introduction: the objective of first-line treatment in
patients with MM who are candidates for autologous
hematopoietic transplantation (HSCT) is to achieve
the greatest possible depth of response, which has
prolonged survival in this group of patients (pts).
Different induction schemes are available prior to
HSCT. Currently, the RVd scheme one of the best
recommended options according to different treat-
ment guidelines. There are no published data on the
efficacy and safety of RVd as an induction regimen
in Latin America in real word evidence studies.
Objectives: our primary objective was to describe
the efficacy of RVd as induction prior to HSCT.
In addition, treatment-related toxicities, progres-
sion-free survival (PFS), and overall survival (OS)
were evaluated.

Material and methods: retrospective, multicenter
study of 13 centers belonging to the GAMM. Adult
pts with newly diagnosed MM candidates for HSCT
treated with RVd between April 2016 and April
2021 were included. Response rates were analyzed
according to IMWG-2016 criteria and toxicities ac-
cording to CTCAE V4.3.

Results: 110 pts with a median age of 58 years (range
29-71) with 50% female subjects and a median fol-
low-up of 17 months were included. 29 pts (27%)
presented R-ISS 3, 21 pts (19%) high cytogenetic
risk and 11 pts (10%) extramedullary disease. The
median number of RVd cycles received was 6 (range
2-10). 15 pts (14%) required plerixafor prior to stem
cell collection and 14 pts (13%) failed initial mobi-
lization. The median number of CD34+ cells per kg
was 4.6 x 106 (IQR 3.21-6.14). Response rates pri-
or to HSCT were: 97% overall response rate (ORR),
77% very good partial response (VGPR) or greater
and 40% complete response (CR). The CR rate was
similar between patients with high cytogenetic risk
vs. standard risk (p:0.39). Post-HSCT response rates
were: 99% ORR, 93% VGPR or greater and 75% CR.
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The most frequent adverse events of any grade were:
hematological (42%), infectious (39%), gastrointes-
tinal (29%) and peripheral neuropathy (23%). The
PES at 24 months was 88% for the entire cohort
(95% CI 75-94). In those pts who achieved CR prior
to HSCT, the PFES at 24 months was 100% vs 80% in
the rest (p: 0.005). The OS at 24 months is 95% (95%
CI 87-98).

Conclusions: in our cohort outside of a clinical
trial, RVd turned out to be an effective regimen with
an adequate safety profile. The HSCT further deep-
ened response rates. This is the first experience of
the use of RVd as induction prior to HSCT in Latin
America.

Introduccion

El manejo del paciente con mieloma multiple de re-
ciente diagndstico (MMRD) ha cambiado significa-
tivamente en los ultimos 15 afos con la incorpora-
cién de nuevos agentes terapéuticos como las drogas
inmunomoduladoras (IMIDs), los inhibidores del
proteosoma (IP) y, mas recientemente, los anticuer-
pos monoclonales (AtcMo)™W. Debido a ello, la se-
cuencia de tratamiento dptima para los pacientes
con MMRD se encuentra en continua evolucion con
el objetivo de profundizar las respuestas terapéuticas
y prolongar las sobrevidas®.

Sin embargo, el mieloma multiple continta siendo
una enfermedad incurable en la mayoria de los pa-
cientes, principalmente en el subgrupo de pacientes
de alto riesgo definidos genéticamente®*. Actual-
mente, el esquema de induccién lenalidomida-bor-
tezomib-dexametasona (RVd) es la primera opcién
recomendada para los pacientes con MMRD candi-
datos a trasplante hematopoyético autélogo (TCPH)
por diferentes guias de tratamiento debido a las altas
tasas de respuestas globales y completas®?.

Los estudios PETHEMA GEM2012®, IFM2009®
y DETERMINATION"? demostraron que RVd
constituye una opcion eficaz, de perfil de seguridad
adecuado y que no compromete de manera signifi-
cativa la colecta de células madres hematopoyéticas.

No se disponen de datos locales respecto a la efica-
cia y seguridad del esquema RVd como tratamiento
de induccién previo al TCPH. Decidimos en esta ex-
periencia multicéntrica argentina evaluar la eficacia
y seguridad de RVd previo al TCPH fuera de un en-
sayo clinico.
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Material y métodos

Estudio de cohorte retrospectiva multicéntrico con
participacion de 13 centros pertenecientes al Grupo
Argentino de Mieloma Multiple (GAMM). Se in-
cluyeron pacientes adultos mayores de 18 afios con
MMDR candidatos a autotrasplante hematopoyéti-
co con enfermedad sintomatica y medible. Se exclu-
yeron pacientes con seguimiento menor a 6 meses
desde el inicio del tratamiento, mieloma multiple
previamente tratado, amiloidosis y leucemia de cé-
lulas plasmaticas.

Los pacientes recibieron el esquema de induccion
RVd segun practica de cada institucion participante
en ciclos de 28 dias. Se analizaron los datos durante
el periodo de abril 2016 a abril 2021. El protocolo
fue aprobado por los Comités de Revision de cada
institucion participante.

Se diseié un formulario estandarizado de captura
de datos y se volcaron los datos de las historias clinicas
de estos pacientes a una base de datos electronica uni-
ficada. Los datos demograficos y clinicos analizados
al diagnostico incluyeron edad, género, proteinogra-
ma electroforético sérico y en orina, inmunofijacion
sérica y en orina, subtipo de inmunoglobulina com-
prometida, hemograma, creatinina, calcemia, LDH,
dosaje de inmunoglobulinas, dosaje de cadenas livia-
nas séricas libres y evaluacion de lesiones dseas por
mieloma segun practica de cada institucion. Cuando
se encontraban disponibles, resultados de estudios ci-
togenéticos y de estudios por FISH fueron incluidos
para su evaluacion. Se utilizé la escala de puntuacién
internacional R-ISS"Y (Revised International Staging
System) para la clasificacion de riesgo.

El objetivo primario fue describir las tasas de res-
puesta con RVd como induccién previa al TCPH.
Como objetivos secundarios, se evaluaron toxicida-
des relacionadas al tratamiento, sobrevida libre de
progresion (SLP) y sobrevida global (SG).

La respuesta se evalud de acuerdo con los crite-
rios uniformes de la IMWG (International Myeloma
Working Group) 20161%. La respuesta global (RG) se
definié como respuesta parcial (RP) o mejor. Se rea-
liz6 biopsia de médula dsea con citometria de flujo e
inmunohistoquimica CD138 en pacientes con pico
M negativo e inmunofijacién negativa para confir-
mar remisién completa (RC). Los eventos adversos
se clasificaron segun la escala CTCAE (Common
Terminology Criteria for Adverse Events) Version
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4303, La citogenética de alto riesgo se definié como
la presencia de cualquiera de los siguientes factores
de riesgo: cariotipo complejo (mas de 2 alteraciones
citogenéticas), del(17p), t(4;14), t(14;16) y ganancias
del cromosoma 1q por estudio de FISH.

La evaluacion de respuesta se realiz6 cada dos ci-
clos de tratamiento. Las tasas de RG, RP o mejor y
RC se informaron con la mejor respuesta post-in-
duccién y a los 100 dias (£30 dias) después del
TCPH. De acuerdo con los criterios del IMWG
20162, la SLP se definié como el tiempo desde la
fecha de inicio de la terapia de induccién (primera
dosis de quimioterapia) hasta progresiéon o muerte
por cualquier causa. La SG se definié como el tiem-
po desde la fecha de inicio de la terapia de induccién
hasta la muerte por cualquier causa.

La enfermedad residual medible (ERM) se evalué
al final de la induccién y en el dia 100 (£30) después
del trasplante autélogo de médula dsea en pacientes
que lograron al menos RC. La ERM se evalu6 me-
diante citometria de flujo de proxima generacion
en aspirados de médula dsea utilizando el procedi-
miento estandar operativo EuroFlow para la detec-
ciéon de ERM en MM con una sensibilidad minima
de 1 en 10° células nucleadas, segtin lo recomendado
por los criterios del IMWG 20162

Se utilizé estadistica descriptiva basica informan-
do las medidas de resumen como media y desvio
estandar o mediana y rango. Se utiliz6 test de chi2
y ANOVA para comparacion de 2 o mas poblacio-
nes. Se determind la sobrevida de los pacientes utili-
zando curvas de Kaplan Meier y log Rank. Se utiliz6
para este analisis el programa estadistico STATA 14.

Resultados

Participaron en el estudio 13 centros de la Republica
Argentina con un total de 110 pacientes incluidos en
el estudio. La mediana de edad fue de 58 afios (rango
29-71) con 50% de sujetos femeninos. 29 pacientes
(27%) presentaron R-ISS 3, 21 pacientes (19%) alto
riesgo citogenético y 11 pacientes (10%) enferme-
dad extramedular. La mediana de seguimiento para
nuestra cohorte fue de 17 meses (rango 7-52). Las
caracteristicas de la poblacion del estudio se en-
cuentran detalladas en la Tabla 1.

La mediana de ciclos de inducciéon con RVd admi-
nistrados fue de 6 (rango 2-10). La dosis de lenali-
domida fue de 25 mg diarios por 21 dias cada ciclo,
en el 96% (106) de los pacientes. El bortezomib fue
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administrado en forma subcutdnea y semanal en
todos los pacientes a una dosis de 1,3 mg/m2 en el
55% (61) de los pacientes. Al momento del andlisis
74% (81) de los pacientes habian recibido TCPH y el
70% (77) de los pacientes se encontraban en fase de
mantenimiento. En nuestra cohorte 18% (20) de los
pacientes recibieron tratamiento de consolidacion
post TCPH, 17 pacientes RVd y 3 pacientes TCPH
en tindem. El detalle de los tratamientos recibidos
se describe en laTabla 2.

En relacion a las tasas de respuesta al tratamien-
to de induccion previo al TCPH, el porcentaje de
pacientes con respuestas parciales o mejores fue de
97%, con un porcentaje de MBRP o mejores del 77%
y con un 40% de respuestas completas. La tasa de RC
fue similar entre los pacientes de alto riesgo citoge-
nético vs. riesgo estandar (p:0,39). Se describen las
respuestas post induccién en Tabla 3.

Respecto a la recoleccion de células madres hema-
topoyéticas, 14% (15) de los pacientes requirieron
agregar plerixafor a la estrategia de movilizacion y
13% (14) fallaron al primer intento de movilizacion.
La mediana de células CD34+ recolectadas en nues-
tra cohorte fue de 4,6 x 106 /kg (RIC 3,21-6,14). En
la Tabla 4, se describe el andlisis por intencién de
tratar de respuestas pre y post trasplante, en todos
los pacientes con un seguimiento suficiente de al
menos 3 meses postrasplante o al menos de 12 me-
ses desde su diagnostico en caso de no proceder al
mismo por cualquier causa (toxicidad, muerte o de-
cision del paciente) (n: 83). La evaluacion de enfer-
medad residual medible se realiz6 en una minoria
de pacientes, por lo que decidimos excluir la prueba
de ERM de nuestro analisis.

Con una mediana de seguimiento de 17 meses, la
mediana de sobrevida libre de progresion no ha sido
alcanzada aun. La SLP fue de 88% a 2 afnios (IC95%
75-94) (Figura 1).

La SLP a2 afos en los pacientes que alcanzaron RC
o mejor con RVd previo al trasplante fue significati-
vamente mejor vs. aquellos pacientes con respuestas
menores pre TCHP (100% vs 80% respectivamente)
(p 0.005). No se encontrd diferencias significativas
en la SLP a 2 afios entre los pacientes que lograron
RC pre TCPH vs. aquéllos que la alcanzaron post
trasplante. La sobrevida global de toda la cohorte a
2 anos fue de 95% (IC95% 87-98), sin alcanzarse la
mediana de SG atn.

Los eventos adversos (cualquier grado) mas co-
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munes fueron: anemia (42%), neutropenia (25%),
trombocitopenia (31%), infecciones (39%), altera-
ciones gastrointestinales (29%) y neuropatia (23%).
La mayoria de ellos fueron de grado 1 o 2; las prin-
cipales toxicidades grado 3 o mayor fueron: infec-
ciones (9%), alteraciones gastrointestinales (4%) y
anemia (3%). La Tabla 5 detalla los eventos adversos
de nuestra cohorte.

Debieron suspender el tratamiento 11 pacientes
(10%) en forma definitiva. La mayoria de las sus-
pensiones fueron por toxicidad relacionada al tra-
tamiento (9 pacientes), luego 1 paciente por progre-
sién de enfermedad y otro por decision personal.

Discusion

Este estudio representa la primera experiencia sobre
el uso de RVd como tratamiento de inducciéon pre
trasplante hematopoyético en pacientes con MMRD
en Argentina. RVd demostré ser un esquema efi-

ARTICULO ORIGINAL

caz, logrando respuestas completas en el 40% de
los pacientes, sin comprometer significativamente
la colecta de células madres y con un perfil de se-
guridad adecuado. Nuestros resultados confirman a
RVd como uno de los mejores esquemas de induc-
cion disponible actualmente para el tratamiento de
MMRD, acorde con lo sugerido por distintas guias
de tratamiento®”.

Observamos en nuestra cohorte una tasa de RC
superior a la del estudio prospectivo IFM2009®,
pudiendo ser consecuencia al mayor nimero de ci-
clos de induccién administrados en nuestro estudio
(mediana de 6 ciclos vs. 3 respectivamente).

Si bien no se han publicado comparaciones direc-
tas prospectivas entre RVd vs. otros esquemas de
induccién como bortezomib-ciclofosfamida-dexa-
metasona (VCd) o bortezomib-talidomida-dexa-
metasona (VTd), estudios recientes retrospectivos
o indirectos demostraron un beneficio de RVd por

Tabla 1. Caracteristicas de la poblaciéon

Variable N =110
Edad, mediana (rango) afios 58 (29 -71)
Sexo femenino, n (%) 55 (50%)
Tipo de mieloma multiple
o IgG,n (%) 57 (52%)
o No IgG, n (%) 50 (45%)
» Kappa, n (%) 62 (56%)
o Lambda, n (%) 45 (42%)
Criterios CRAB al diagndstico
o Anemia, n (%) 56 (51%)
 Lesiones Oseas, n (%) 86 (78%)
« Insuficiencia renal, n (%) 16 (15%)
o Hipercalcemia, n (%) 13 (12%)
e Slim CRAB, n (%)* 12 (11%)
Factores prondsticos, n (%)
« RIISS1 36 (33%)
« RISS2 44 (40%)
« R-ISS3 29 (27%)
Enfermedad extramedular, n (%) 11 (10%)
o Extra-dsea *** 4 (4%)
LDH aumentada, n (%)** 30 (27%)
Alto riesgo citogenético, n (%) 21 (19%)
>60% plasmocitos clonales en médula 6sea**** 52 (47%)

*Ratio CLLs >100, infiltracién de la médula 6sea > 60% o lesiones focales en la resonancia magnética nuclear sin
CRAB.
** Se considera alto riesgo citogenético la presencia de t(4;14), t(14;16), alteraciones del cromosoma 1 y del(17p).
RIC: rango intercuartilo.
*** Compromiso de partes blandas a partir del hueso (mayoria paravertebrales), extradseo los verdaderos
plasmocitomas extramedulares (SNC, hepatico y renal)
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Tabla 2. Caracteristicas del tratamiento

Variable N=110
Nuamero de ciclos de RVd, mediana (RIC) 6 (2-10)
Dosis de lenalidomida (via oral), n (%)

« 25mg 106 (96%)

« 15mg 3 (3%)

o <15mg 1 (1%)
Dosis de bortezomib (subcutdneo), n (%)

. 1,5 mg/m? 49 (44%)

o 1,3 mg/m? 61 (55%)

Dosis de dexametasona (via oral), n (%)
+ 40 mg semanal

101 (92%)

o 20 mg semanal 9 (8%)
Trasplante de médula dsea, n (%) 81 (74%)
Consolidacion, n (%) 20 (18%)

« Rvd 17 (15%)

« TCPH en tdndem 3(2%)
Mantenimiento, n (%) 77 (70%)

o Lenalidomida 70 (90%)

« Inhibidor proteosoma + lenalidomida 6 (8%)

« Bortezomib 1(1%)

o Talidomida 1(1%)

Tabla 3. Respuesta al tratamiento de induccion (n:110)

Tasa de RC o mejor, % (IC 95%)
o RC estricta (RCs), n (%)
e RC,n (%)

« MBRP, n (%)

Tasa de respuesta global (RG), % (IC 95%)
« Respuesta parcial (RP), n (%)
 Respuesta menor (RM), n (%)

Refractarios primarios, % (IC 95%)
o Enfermedad estable (EE), n (%)
« Enfermedad progresiva (EP), n (%)

Tasa de muy buena respuesta parcial (MBRP) o mejor, % (IC 95%)

40% (30 - 50)
22 (20%)
22 (20%)

77% (68 -85)
41 (37%)

97% (92 - 99)
22 (20%)
1 (1%)

1,8% (0.02 - 6)
0
2 (2%)

Se considera respuesta global a la respuesta parcial o mejor. Se considera refractario primario a los pacientes que no
alcanzan al menos una respuesta menor al tratamiento.

sobre VCd o VTd en términos de profundidad de
respuestas y en SLP, pero sin beneficio significativo
en SG(8,14,15).

Nuestros resultados también se comparan favo-
rablemente con los de un estudio de nuestro grupo
publicado recientemente, que compard VCd vs.VTd
como esquemas de inducciéon pre TCPH"®. En este
estudio las tasas de RC post inducciéon fueron del
36% para VTd y del 26% para VCd, mientras que
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fueron del 40% en nuestra cohorte actual. Consi-
derando la movilizacion de células madres CD34+,
14% de los pacientes de nuestra cohorte requirieron
agregar plerixafor a la estrategia de movilizacién y
13% fallaron al primer intento de movilizacién. Estas
tasas son algo mas elevadas a lo publicado en la lite-
ratura para RVd u otros esquemas de induccién®*'9.
Una explicacion a los fallos en movilizacion podria
ser el numero elevado de ciclos de induccion recibi-

41



Tabla 4. Respuesta pre y postrasplante (Analisis con intencién de tratar)*

ARTICULO ORIGINAL

Pre TAMO (N = 83) Post TAMO (N = 83) P
RC estricta, n (%) 17 (21%) 48 (58%) <0.001
RC, n (%) 18 (22%) 12 (14%) 0.226
MBRE, n (%) 35 (42%) 16 (19%) 0.001
RP, n (%) 10 (12%) 5 (6%) 0,175
RM, n (%) 1(1%) 1(1%) ns
EE, n (%) 1(1%) 1(1%) ns
EP, n (%) 1(1%) 0 ns
Tasa RG, % (IC 95%) 97% (94-100) 97% (94-100) 0,890
Tasa = MBRP, % (IC 95%) 84% (76-92) 91% (85-97) 0.15
Tasa > RC, % (IC 95%) 43% (31-53) 72% (63-82) 0.001

*Se incluyeron todos los pacientes con un seguimiento adecuado de al menos 12 meses post diagnostico indepen-
dientemente de que hayan recibido efectivamente el trasplante o no. En aquellos pacientes que no procedieron al
trasplante se considerd la respuesta previa al inicio del mantenimiento en lugar de la respuestas post trasplante.

Figura 1.

SLP con una mediana de seguimiento de 17 meses.

dos por nuestra cohorte en comparacion con otros
estudios.

Los esquemas de induccién previos al trasplante
hematopoyético en pacientes con MMRD se en-
cuentran en evolucion continua. El estudio FOR-
TE") evalué la incorporacion del inhibidor de
proteosoma de segunda generacion carfilzomib a le-
nalidomida-dexametasona (KRd) como esquema de
induccion. El esquema KRd demostro ser significa-
tivamente superior a la combinacidn carfilzomib-ci-
clofosfamida-dexametasona en términos de tasas de
RC, SLP y negativizacion de ERM. Las tasas de RC
post induccidn de 4 ciclos fueron 34% para KRd vs.
20% para KCd. La SLP a 4 afos fue de 69% vs. 51% a
favor de KRd y la negativizacion de ERM post con-
solidacion fue 58% vs 41% respectivamente.
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El estudio CASSIOPEIA"® evalué la incorpora-
ciéon del anticuerpo monoclonal daratumumab a
VTd (D-VTd) como esquema de inducciéon previo
al trasplante. La combinacién D-V'Td logré una SLP
significativamente superior a VTd (93% vs 85% a 18
meses; p < 0.0001), lo que motivé su aprobaciéon en
la primera linea de tratamiento por diferentes agen-
cias regulatorias. No se dispone en la literatura de
una comparacion directa entre RVd vs. D-VTd.

La combinacién de daratumumab-RVd como es-
quema de induccion fue evaluada en el estudio fase
2 GRIFFIN", La incorporacién de daratumumab
demostré una mayor tasa de RC vs. el grupo control
(RVA): 63,6% vs 47,4% respectivamente (p =0,03),
como también mayor tasa de negatividad en ERM
(62,5 % vs. 27,2 %,respectivamente p <0,0001). La
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Tabla 5. Eventos adversos asociados al tratamiento con RVD

Cualquier grado Grado1-2 | Grado 3-4

Anemia, n (%) 46 (42%) 43 (39%) 3 (3%)
Neutropenia, n (%) 27 (25%) 26 (24%) 1 (1%)
Plaquetopenia, n (%) 34 (31%) 32 (29%) 2 (2%)
Neuropatia, n (%) 25 (23%) 23 (21%) 2 (2%)
TVP-TEP, n (%)* 10 (9%) 8 (7%) 2 (2%)
Infecciones, n (%)** 43 (39%) 33 (30%) 10 (9%)
Gastrointestinal, n (%)*** 32 (29%) 28 (25%) 4 (4%)
Cardiovascular, n (%)**** 8 (7%) 8 (7%) 0
Otros:

« Erupcién 8 (7%) 7 (6%) 1(1%)

» Hepatitis 3 (3%) 2 (2%) 1(1%)

« COVID-19 3 (3%) 1(1%) 2 (2%)

o Neuroldgicas™**** 3 (3%) 2 (2%) 1(1%)

*91% profilaxis con aspirina, 2% no profilaxis y el resto DOACS, heparina o acenocumarol.** Mayoritariamente
infecciones respiratorias.*** Mayoritariamente diarrea.**** Edema, disnea, arritmias (FA).***** ACV, convulsiones,
insomnio.

tasa de SLP a 24 meses fue superior para D-DRd
(95,8% vs 89,8%), sin diferencias para SG por el mo-
mento. Se aguardan los resultados del estudio fase 3
PERSEUS®, que se encuentra en curso.

Otras combinaciones de cuatro drogas, prometen
ser esquemas de induccion de alta eficacia como por
ejemplo: D- KRd®), isatuximab-VRd®?, isatuxi-
mab-KRd® y elotuzumab-VRd®.

En nuestro estudio la SLP y la SG medianas no
han sido alcanzadas aun. Con una mediana de se-
guimiento de 17 meses, la SLP estimada a 2 afos es
de 88% y la SG estimada a 2 afios del 95%. Estos re-
sultados son similares a lo comunicado en otros es-
tudios con RVd como esquema de induccion®11419,
No encontramos diferencias significativas en las ta-
sas de respuesta o tasas de sobrevida entre los dife-
rentes grupos de riesgo segun escala R-ISS o grupos
de riesgo genético (datos no mostrados). Una expli-
cacion de este hallazgo podria ser el escaso nimero
de pacientes de nuestra cohorte.

Los eventos adversos relacionados al tratamiento
mas frecuentes fueron los hematolégicos (anemia,
neutropenia y trombocitopenia), en su mayoria
grados 1-2. Los eventos adversos hematologicos
grado 3 o mayor no motivaron la suspension del
tratamiento. La toxicidad hematologica de RVd en
nuestro estudio fue similar a la comunicado en la
literatura®19.

Con respecto a toxicidades no hematologicas de
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cualquier grado, las infecciones, la toxicidad gastroin-
testinal y la neuropatia fueron las mas frecuentes, que
ocurrieron en el 39%, 29% y 23% de los pacientes
respectivamente. Las toxicidades no hematologicas
motivaron la suspension del tratamiento en 9 pacien-
tes (8%). Si bien las tasas de toxicidades no hemato-
légicas son similares a las encontradas en otros estu-
dios de RVd como esquema de induccién, en nuestra
cohorte una mayor proporcién de pacientes debid
suspender el tratamiento por las mismas®1?. Posible-
mente, también esto ultimo se encuentre relacionado
al nimero mayor de ciclos de induccién en nuestro
estudio respecto a otras publicaciones.

Nuestro analisis presenta varias limitaciones por
la naturaleza retrospectiva y observacional del estu-
dio, lo que evita minimizar sesgos de seleccion. El
esquema RVd fue utilizado segun la practica habi-
tual de cada centro y no formando parte de un es-
quema protocolizado. Ademas, no fue posible eva-
luar el impacto de la negativizacién de la ERM con
el esquema RVd, debido a que excluimos dicho ana-
lisis por el escaso nimero de pacientes en RC con
evaluacion adecuada de EMR. Finalmente, respecto
a los estudios genéticos, las pruebas de FISH no se
realizaron en la mayoria de los pacientes utilizando
técnicas de enriquecimiento de células plasmaticas
(células no seleccionadas), por lo que se desconoce
el impacto real de la citogenética de alto riesgo en
nuestra cohorte.
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Sin embargo, consideramos importante la Concluimos que el esquema RVd seria, por el mo-
divulgacion de estos datos por tratarse de la primera  mento, una de las opciones terapéuticas mas eficaces
experiencia local sobre el uso de RVd como esquema  disponible en nuestro medio para los pacientes con
de induccién previo al trasplante hematopoyético. MMRD con un perfil de seguridad aceptable.

Conflictos de interés: Duarte P declara haber recibido honorarios de parte de Janssen, BMS, Sanofi y Takeda
por concepto de conferencias, consultorias y actividades educativas en las que ha participado. Giannini ME
declara haber recibido honorarios por parte de Janssen y Takeda por concepto de conferencias y actividades
educativas. Remaggi G declara haber recibido honorarios por parte de Janssen, Teva y Sanofi por concepto de
conferencias, actividades educativas y consultorias en las que ha participado. Garcia-Altuve J declara haber re-
cibido honorarios por parte de Janssen, Takeda y Sanofi por concepto de conferencias y actividades educativas
en las que ha participado. Seehaus C declara haber recibido honorarios por parte de Amgen, Takeda, Novar-
tis, Sanofl y Janssen por concepto de conferencias y actividades educativas en las que ha participado. Fantl D
declara haber recibido honorarios por parte de Janssen, Takeda, Biotoscana, BMS y Sanofi por concepto de
conferencias y actividades educativas en las que ha participado. Yantorno S declara haber recibido honorarios
por parte de Janssen y Takeda por concepto de conferencias y por parte de Janssen por una actividad educativa
la que ha participado. Schutz N declara haber recibido honorarios por parte de Janssen, Sanofi, Amgen, Take-
da y Pfizer por concepto de conferencias, actividades educativas y de investigacion en las que ha participado.
Paola Ochoa declara haber recibido honorarios por parte de Takeda, Janssen, Biotostana, Amgen y Sanofi por
concepto de conferencias y actividades educativas y por parte de Sanofi y Janssen por concepto de consultorias.

Bibliografia
1. Usmani SZ, Hoering A, Cavo M et al. Clinical predic- 7. Callender NS, Baljevic M, Adekola K et al. NCCN
tors of long-term survival in newly diagnosed trans- Guidelines Insights: Multiple Myeloma, Version
plant eligible multiple myeloma - an IMWG research 3.2022. ] Natl Compr Canc Netw. 2022; 20(1):8-19.
project. Blood Cancer J. 2018;8(12):123. 8. Rosifnol L, Oriol A, Rios R, Sureda A, Blanchard MJ,
2. Perrot A. How I treat frontline transplantation-eligible Hernandez MT et al. Bortezomib, lenalidomide, and
multiple myeloma. Blood. 2022; 139(19):2882-2888. dexamethasone as induction therapy prior to autolo-

3. Costa L, Usmani S. Defining and managing High risk ng:)s fgzr;szlsnt in multiple myeloma. Blood. 2019;134

Multiple Myeloma. Current concepts. ] Natl Compr ' )

Canc Netw. 2020; 18(12):1726-1730. 9. Perrot A, Lauwers-Cances V, Cazaubiel T, Facon T,
Caillot D, Clement-Filliatre L, et al. Early versus late
autologous stem cell transplant in newly diagnosed
multiple myeloma: long-term follow-up analysis of the
IFM 2009 trial. Blood 2020; 136:39.

10. Richardson PG, Jacobus S], Weller EA et al. Triplet
Therapy, Transplantation, and Maintenance until Pro-
gression in Myeloma. N Engl ] Med. 2022 Jun 5. doi:
10.1056/NEJMo0a2204925.

4. Davies E Pawlyn Ch, Usmani S et al. Perspectives
on the risk stratified treatment of multiple myeloma.
Blood Cancer Discov. 2022; 3:1-12.

5. Mikhael J, Ismaila N, Cheung M et al. Treatment of
multiple myeloma: ASCO and CCO Joint Clinical
Practice Guideline. J Clin Oncol. 2019; 37 (14):1228-
1263.

6. Dimopoulos MA, Moreau P, Terpos E et al. Multiple
Myeloma: EHA-ESMO Clinical Practice Guidelines
for diagnosis, treatment and follow up. Ann Oncol.
2021; 32 (39):309-322.

11. Multiple Myeloma: A Report From International My-
eloma Working Group. J Clin Oncol. 2015; 33:2863-
2869.

44 HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 36-45, 2022



PRIMERA EXPERIENCIA SOBRE EFECTIVIDAD Y SEGURIDAD DE LENALIDOMIDA-BORTEZOMIB-DEXAMETASONA (RVD) COMO
TRATAMIENTO DE INDUCCION EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO RECIENTE DE MIELOMA MULTIPLE (MM) CANDIDATOS A
TRASPLANTE HEMATOPOYETICO EN ARGENTINA. ESTUDIO COLABORATIVO DEL GRUPO ARGENTINO DE MIELOMA MULTIPLE (GAMM).

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Kumar S, Paiva B, Anderson KC et al. International
Myeloma Working Group consensus criteria for re-
sponse and minimal residual disease assessment in
multiple myeloma. Lancet Oncol. 2016;17(8):328-346.

Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) Version 4.0 Published: May 28, 2009 (v4.03:
June 14, 2010). https://evs.nci.nih.gov/ftpl/CTCAE/
CTCAE_4.03/CTCAE_4.03_2010-06-14_QuickRef-
erence_8.5x11.pdf

Sidana S, Kumar S, Fraser R et al. Impact of Induc-
tion Therapy with VRD versus VCD on Outcomes in
Patients with Multiple Myeloma in Partial Response
or Better Undergoing Upfront Autologous Stem Cell
Transplantation. Transplant Cell Ther. 2022 (28):
83.e1-83.€9.

Afrough A, Pasvolsky O, Ma ] et al. Impact of Induc-
tion With VCD Versus VRD on the Outcome of Pa-
tients With Multiple Myeloma After an Autologous
Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Transplant
Cell Ther. 2022 Jun;28(6):307.e1-307.€8.

Schutz N, Ochoa P, Duarte P et al. Real world outcomes
with Bortezomib Thalidomide dexamethasone and Cy-
clophosphamide Bortezomib dexamethasone induc-
tion treatment for transplant eligible multiple myeloma
patients in a Latin American country. A Retrospective
Cohort Study from Grupo Argentino de Mieloma Mul-
tiple. Hematol Oncol. 2020; 38(3):363-371.

Gay E, Musto P, Rota-Scalabrini D, Bertamini L et al.
Carfilzomib with cyclophosphamide and dexametha-
sone or lenalidomide and dexamethasone plus autolo-
gous transplantation or carfilzomib plus lenalidomide
and dexamethasone, followed by maintenance with
carfilzomib plus lenalidomide or lenalidomide alone
for patients with newly diagnosed multiple myeloma
(FORTE): a randomised, open-label, phase 2 trial.
Lancet Oncol. 2021;22:1705-1720.

Moreau P, Attal M, Hulin C et al. Bortezomib, tha-
lidomide, and dexamethasone with or without

19

20.

21.

22.

23.

24.

daratumumab before and after autologous stem-cell
transplantation for newly diagnosed multiple myelo-
ma (CASSIOPEIA): a randomized, open-label, phase
3 study. Lancet. 2019;394(10192):29-38.

. Voorhees PM, Kaufman JL, Laubach ] et al. Daratu-

mumab, lenalidomide, bortezomib, and dexametha-
sone for transplant-eligible newly diagnosed multiple
myeloma: the GRIFFIN trial. Blood. 2020;136(8):936-
945.

Sonneveld P, Broijl A, Gay F et al. Bortezomib, lena-
lidomide, and dexamethasone (VRd) + daratumumab
in patients with transplant-eligible newly diagnosed
multiple myeloma: a multicenter, randomized, phase
III study (PERSEUS). J Clin Oncol. 2019;37: TPS8055-
TPS.

Landgren O, Hultcrantz M, Diamond B et al. Safety
and effectiveness of weekly carfilzomib, lenalidomide,
dexamethasone, and daratumumab combination ther-
apy for patients with newly diagnosed multiple myelo-
ma: the MANHATTAN nonrandomized clinical trial.
JAMA Oncol. 2021;7(6):862-868.

Goldschmidt H, Mai EK, Nievergall E et al. Addition
of isatuximab to lenalidomide, bortezomib and dexa-
methasone as induction therapy for newly-diagnosed,
transplant-eligible multiple myeloma patients: the
phase IIIl GMMG-HD? trial. Blood. 2021; 138:463.

Leypoldt LB, Besemer B, Asemissen AM et al. Isatux-
imab, carfilzomib, lenalidomide, and dexamethasone
(Isa-KRd) in front-line treatment of high-risk multiple
myeloma: interim analysis of the GMMG CONCEPT
trial. Leukemia. 2022; 36(3):885-888.

Goldschmidt H, Mai EK, Bertsch U et al. Elotuzum-
ab in combination with lenalidomide, bortezomib,
dexamethasone and autologous transplantation for
newly-diagnosed multiple myeloma: results from
the randomized phase III GMMG-HDE® trial. Blood.
2021;138:486.

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

Esta licencia no es una licencia libre.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 36-45, 2022

45



Impacto del indice Neutréfilo/Linfocito en el
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Resumen

Introduccion. El Indice Neutréfilo/Linfocito puede
ser un factor prondstico en los pacientes con linfo-
ma difuso de células grandes B. Material y métodos.
Estudio observacional, retrospectivo, transversal y
analitico. Se incluyeron 83 pacientes con linfoma
difuso de células grandes B, diagnosticados entre
enero 2014 y diciembre 2018. El analisis descriptivo
se hizo con frecuencias absolutas, porcentajes y me-
didas de tendencia central. Las variables cualitativas
se analizaron con la prueba de chi cuadrada y las
variables cuantitativas con la prueba T de Student.
Para evaluar asociacion, se midio el riesgo relativo
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con intervalo de confianza al 95%, siendo signifi-
cativo un valor de p <0.05%. Se realiz6 un analisis
de sobrevida con curvas de Kaplan-Meier. Resul-
tados. De 83 pacientes, 51 (61.4%) fueron hombres
y 32 (38.5%) mujeres, con una mediana de edad de
61 (26-85) afos y una mediana de seguimiento de
27 (0.9-73.2) meses. Solo 11 pacientes (27.5%) con
INL >3 alcanzaron respuesta completa. La sobrevi-
da global a 6 aflos en el grupo de pacientes con INL
>3 fue de 36%. Conclusiones. El Indice Neutréfilo/
Linfocito elevado al diagnéstico se asocia a peor res-
puesta al tratamiento de primera linea con R-CHOP
y a menor sobrevida global.
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IMPACTO DEL INDICE NEUTROFILO/LINFOCITO EN EL PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON LINFOMA DIFUSO DE CELULAS

GRANDES B TRATADOS CON R-CHOP COMO PRIMERA LINEA

Abstract

Introduction. The Neutrophil/Lymphocyte Index
may be a prognostic factor in patients with diffuse
large B-cell lymphoma. Material and methods. Ob-
servational, retrospective, cross-sectional and ana-
lytical study. Eighty-three patients with diffuse large
B-cell lymphoma, diagnosed between January 2014
and December 2018, were included. The descriptive
analysis was done with absolute frequencies, per-
centages and measures of central tendency. The qual-
itative variables were analyzed with the chi-square
test and the quantitative variables with the Student's
T test. To evaluate association, the relative risk was
measured with a 95% CI, with a p value <0.05% be-
ing significant. A survival analysis was performed
with Kaplan-Meier curves. Results. Of 83 patients,
51 (61.4%) were men and 32 (38.5%) were women,
with a median age of 61 (26-85) years and a median
follow-up of 27 (0.9-73.2) months. Only 11 patients
(27.5%) with INL >3 achieved a complete response.
Overall 6-year survival in this group was 36%. Con-
clusions. The elevated Neutrophil / Lymphocyte In-
dex at diagnosis is associated with a worse response
to first-line treatment with R-CHOP and a lower
overall survival.

Introduccion
A finales del siglo XIX se utiliz6 el término “linfo-
sarcoma’ para diferenciar a los linfomas de las leu-
cemias”. Actualmente se definen como neoplasias
malignas de células linfoides que se originan en los
ganglios linfaticos, pero pueden afectar a cualquier
organo del cuerpo®?. El linfoma difuso de células
grandes B (LDCGB), representa aproximadamente
el 40% de todos los casos de linfoma no Hodgkin®y
se estima que su incidencia en EEUU se incrementa-
ra de 29,108 en 2020 hasta aproximadamente 32,443
en el 2025, El pronostico lo definen factores del
paciente y factores del tumor. El Indice Prondstico
Internacional (IPI) es el modelo de prediccion de
sobrevida de los pacientes con LDCGB® incluso
existiendo la version revisada, R-IPI?. El esquema
R-CHOP -con respuesta completa (RC) de 76%, so-
brevida global (SG) a 24 meses de 70% y SG a 5 afios
de 58%®9- es el tratamiento de primera linea*!V,
La respuesta al tratamiento se evalua de acuerdo con
los criterios de Lugano'?.

La vigilancia inmunitaria es la destruccion de las
células tumorales por el sistema inmunitario®. La
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respuesta inflamatoria asociada al cancer es un me-
canismo propuesto para explicar el escape de la célu-
la tumoral al sistema inmunitario®. La Escala Pro-
néstica de Glasgow modificada, el Indice Plaqueta/
Linfocito, el Indice Pronéstico, el Indice Pronéstico
Nutricional y el Indice Neutréfilo/Linfocito (INL)
pueden considerase reflejo de esta respuesta infla-
matoria y correlacionarse con el pronéstico adverso
al diagnostico de diversas neoplasias"*2".

Porrata y colaboradores evaluaron a 255 pacien-
tes con LDCGB tratados con R-CHOP, encontran-
do que aquéllos con INL <3.5 al diagndstico pre-
sentaban mayor SG comparados con aquéllos con
INL >3.51%), Otros autores como Troppan®", Ho®?,
Keam® y Wang® han encontrado una asociacion
significativa e independiente entre el INL al diag-
ndstico y el pronéstico pobre en LDCGB. Diferentes
puntos de corte han sido publicados, el mas alto es
6.0@°) y el mas bajo es 2.32%9. La falta de estandariza-
cion del corte del INL puede explicar el fallo de algu-
nos estudios para demostrar su valor prondstico®”.

Comparado con otras escalas, el INL se obtiene
con parametros de laboratorio facilmente dispo-
nibles desde la primera evaluacién del paciente®.
Actualmente se considera al INL como un factor
prondstico independiente que complementa la in-
formacion otorgada por el NCCN-IPI® y el IPI¢?
en los pacientes con LDCGB. El objetivo primario
de este trabajo fue establecer la asociacion entre el
Indice Neutréfilo/Linfocito y el prondstico de los
pacientes con linfoma difuso de células grandes B de
un hospital de tercer nivel en el noreste de México.

Material y métodos
Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo,
transversal y analitico, en el Departamento de He-
matologia de un hospital de tercer nivel del noreste
de México. Se incluyeron para el estudio pacientes
con diagndstico histopatolégico de linfoma difuso
de células grandes B, realizado entre enero del 2014
y diciembre del 2018 y que recibieron tratamiento de
primera linea con esquema R-CHOP. Se excluyeron
pacientes con edad menor de 18 afios, expediente
clinico incompleto, diagnostico de enfermedades
autoinmunes, infeccién por VIH o cualquier infec-
cion activa al momento del diagnostico.

Para el analisis descriptivo de los resultados se uti-
lizaron frecuencias absolutas, porcentajes, y medi-
das de tendencia central. Para el analisis inferencial,
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en el caso de variables cualitativas, se utilizo la prue-
ba de chi cuadrada y en el caso de variables cuantita-
tivas se utiliz6 la prueba T de Student para muestras
independientes. Para evaluar la magnitud de la aso-
ciacion se analizo el riesgo relativo con su intervalo
de confianza al 95%. Se consideré como significativo
un valor de p<0.05%. Se realizd ademas un anélisis
de sobrevida con curvas de Kaplan-Meier.

Este estudio se realizo considerando los aspectos
éticos de la declaracion de Helsinki (altima modifi-
cacion por la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil,
octubre 2013) y se aprob6 por el Comité de Etica en
Investigacion 19018 sin requerir el uso de consenti-
miento informado por ser un estudio retrospectivo.

Resultados

Entre enero del 2014 y diciembre del 2018 se diagnos-
ticaron 214 pacientes con LDCGB. Se excluyeron 58
pacientes por recibir tratamiento de primera linea di-
ferente a R-CHOP y 60 por expediente clinico incom-
pleto. Del analisis final se excluyeron 10 pacientes por
infeccion por VIH, 2 por enfermedad reumatoldgica
y un paciente que suspendié quimioterapia por infec-
cién por Mycobacterium tuberculosis (Figura 1).

Se incluyeron 83 pacientes, 51 (61.4%) hombres y
32 (38.5%) mujeres, con una mediana de edad de 61
afos (26-85), y una mediana de seguimiento de 27
meses (0.9-73.2). Se establecieron dos grupos, uno
con un INL >3 (40 pacientes) y otro con INL <3 (43
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pacientes). Se encontrd asociacion entre el INL >3y
el resultado obtenido con la primera linea de trata-
miento, la aparicion de progresion de la enfermedad
y/o recaida y el numero de lineas de quimioterapia
recibidas (p=0.001, 0.003 y 0.013 respectivamente).
Al realizar la comparacion con otras escalas como
el R-IPI y el NCCN-IPI, la primera tuvo asociacion
estadisticamente significativa (p=0.049 vs 0.698). El
resto de las caracteristicas de ambos grupos se des-
criben en la Tabla 1.

Se observd respuesta completa en 40 pacientes
(48.1%) y respuesta parcial en 23 (27.7%). La res-
puesta global fue de 75.9%. Veinte pacientes (24%)
presentaron progresion durante el tratamiento de
primera linea. Veintiséis pacientes (31.3%) recibie-
ron consolidaciéon con RT y sélo dos con trasplante
de células progenitoras. Unicamente 11 pacientes
(27.5%) en el grupo de INL >3 alcanzaron RC.

En el andlisis univariado se tomaron en conside-
racion edad 260 afos, DHL elevada al diagndstico,
presencia de actividad extranodal, estadio avanzan-
do de la enfermedad al diagnéstico, ECOG 22 e INL
>3, con los resultados de la sobreviva de los pacien-
tes. Se encontrd que el INL >3 fue estadisticamente
significativo con un valor de p=0.013 (OR 3.107).
Mediante el andlisis multivariado por regresion lo-
gistica se mostré significancia estadistica en cuanto
al INL >3, con un valor de p= 0.015. El resto de las
variables fueron no significativas (Tabla 2).

Figura 1. Flujograma de seleccion de pacientes.
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IMPACTO DEL INDICE NEUTROFILO/LINFOCITO EN EL PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON LINFOMA DIFUSO DE CELULAS
GRANDES B TRATADOS CON R-CHOP COMO PRIMERA LINEA

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de 83 pacientes con linfoma difuso de células grandes B
de un hospital de tercer nivel del noreste de México, clasificados con base al INL.

Total INL 23 INL <3 P
(n=83) (n=40) (n=43)
Sexo
Femenino 32 (38.5%) 18 (45%) 14 (32.5%) 0.174
Masculino 51 (61.4%) 22 (55%) 29 (67.4%)
Edad (afios) 61+12.3 60+12.9 61+11.5 ----
DHL (VN. 243)
Elevada <3 veces 37 (44.5%) 19 (47.5%) 18 (41.8%) 0.062
Elevada >3 veces 7 (8.4%) 6 (15%) 1(2.3%)
Estadio
Temprano (I-11) 30 (36.1%) 10 (25%) 20 (46.5%) 0.151
Avanzado (III-1V) 53 (63.8%) 30 (75%) 23 (53.4%)
Actividad extranodal 34 (41%) 18 (45%) 16 (37.2%) 0.309
ECOG (desempeiio)
Bueno (0-1) 67 (80.7%) 30 (75%) 37 (86%) 0.480
Malo (>2) 16 (19.2%) 10 (25%) 6 (13.9%)
NCCN-IPI
Riesgo bajo 8(9.6%) 2 (5%) 6 (13.9%)
Riesgo intermedio-bajo 36 (43.3%) 16 (40%) 20 (46.5%) 0.698
Riesgo intermedio-alto 35 (42.1%) 20 (50%) 15 (34.8%)
Riesgo alto 4 (4.8%) 2 (5%) 2 (4.6%)
Resultado a 1ra linea
Respuesta completa 40 (48.1%) 11 (27.5%) 29 (67.4%)
Respuesta parcial 23 (27.7%) 14 (35%) 9 (20.9%) 0.001
Enfermedad estable 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Progresion 20 (24%) 15 (37.5%) 5(11.6%)
Progresion y/o recaida 38 (45.7%) 25 (65.8%) 13 (34.2%) 0.003
Ne de lineas de QT
1 linea 49 (59%) 17 (42.5%) 32 (74.4%)
2 lineas 16 (19.2%) 11 (27.5%) 5(11.6%) 0.013
3 0 mas lineas 18 (21.6%) 12 (30%) 6 (13.9%)

Los valores para variables categdricas se muestran como numero (porcentaje); para variables continuas,
como mediana * desviaciones estandar. n=ntimero de pacientes, DHL=deshidrogenasa lactica, ECO-
G=Eastern Cooperative Oncology Group, R-IPI=Revised International Prognostic Index, NCCN-IPI=Natio-
nal Comprehensive Cancer Network International Prognostic Index, QT=quimioterapia.

Tabla 2. Analisis univariado de factores prondsticos y sobrevida de 83 pacientes con linfoma difuso de
células grandes B.

OR IC 95% P
INL >3 3.10 1.26 - 7.62 0.013
DHL elevada 1.18 0.497 - 2.810 0.706
Estadio avanzado 1.44 0.58 - 3.58 0.426
Edad >60 afos 1.95 0.811-4.73 0.133
AT extranodal 1.33 0.55-3.21 0.520
ECOG >2 1.23 0.414 - 3.67 0.706

Abreviaturas: INL=Indice Neutrdfilo/Linfocitos, DHL=deshidrogenasa lictica, ECOG=Eastern
Cooperative Oncology Group, AT= actividad.
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Figura 2. Sobrevida global de acuerdo con el indice Neutrofilo/Linfocito en 83 pacientes con Linfoma Difuso
de Célulos Grandes B en un Hospital de tercer nivel del Noroeste de México diagnosticados 2014-2018

Discusion

El LDCGB representa hasta un 40% de todos los ca-
sos de linfoma no Hodgkin, siendo la variante mas
frecuente®. La mediana de edad y el predominio en
el sexo masculino descrito en este trabajo, va acorde
a lo encontrado en la literatura®. Este es el primer
trabajo a nivel institucional en correlacionar INL
con la sobrevida global en LDCGB.

Se compararon los resultados contra un estudio
que fracasé en demostrar el valor pronodstico del
INL y se observaron diferencias en la mediana de
edad, 61 @5 afios vs 69 %) afos, y el punto de
corte para definir como elevado el INL (3 vs 5.2).
En ambos estudios hubo predominancia por el sexo
masculino, 61.4% y 59% respectivamente. El punto
de corte mas alto en el estudio de Azuma y cols.?”
puede ser la causa de la diferencia entre los resulta-
dos. En nuestro trabajo se utilizé un corte de >3 asi
como en los trabajos de Keam® y Wang®* quienes
dividieron a sus poblaciones en 2 grupos similares
en cantidad de pacientes. La SG en los pacientes con
un INL >3 fue de un 36%, resultando ligeramente
superior que en otros estudios®.

En el analisis por grupos, en el grupo con INL >3 se
observaron menores porcentajes de respuesta com-
pleta y mayores porcentajes de progresion y/o recai-
da que el grupo con INL <3. Esto probablemente sea
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un reflejo de la influencia negativa de la respuesta
inflamatoria asociada al cancer en los resultados al
tratamiento 1619,

No se encontré que el INL elevado se asociara con
una mayor incidencia de infiltracion a la médula
6sea, mayor edad, peor ECOG o cifras elevadas de
LDH al diagndstico, como se report6 en un meta-
nalisis publicado en 20187 pero si se encontrd una
asociacion significativa e independiente entre el INL
al diagnostico y el prondstico pobre de los pacientes,
congruente con otras publicaciones®V.

El trabajo de Porrata y cols."® representd el primer
analisis multivariado que propuso al INL como un
factor pronoéstico independiente, mientras que el es-
tudio Ho y cols.*? confirm¢ su capacidad predictiva
en el andlisis univariado. En este estudio se demos-
tré una asociacion entre un INL >3 y una menor so-
brevida global en LDCGB, tanto en el andlisis univa-
riado como en el multivariado.

Cabe resaltar que se encontr6 una asociacion entre
el INL y el R-IPI (p= 0.049), no asi la asociacion entre
INL y NCCN-IPI (p= 0.698). Este hallazgo es similar
al de Ho y cols.*? y contrasta con las publicaciones de
Melchardt y cols.?®® y Beltran y cols.(29), en donde se
valida la asociacion entre INL y NCCN-IPI.

Con nuestro trabajo se demostrd el impacto pronds-
tico del INL elevado al diagnostico, validindolo como
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IMPACTO DEL INDICE NEUTROFILO/LINFOCITO EN EL PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON LINFOMA DIFUSO DE CELULAS

GRANDES B TRATADOS CON R-CHOP COMO PRIMERA LINEA

un parametro accesible y facilmente aplicable para pre-
decir el prondstico en los pacientes con LDCGB. Tam-
bién se confirma, por primera vez a nivel institucional,
el rol prondstico del R-IPI en nuestra poblacion.
Dentro de las limitaciones de este estudio resalta
el nimero pequefio de pacientes incluidos, siendo el
principal motivo de exclusion el expediente clinico
incompleto. Por otro lado, el punto de corte ptimo
para el INL no esta estandarizado, encontrandose
diferentes valores en la literatura821-222526),

Conclusiones
El Indice Neutréfilo/Linfocito elevado al diagnésti-
co se asocia a peor respuesta al tratamiento de pri-
mera linea con esquema R-CHOP, menor sobrevida
global y menor sobrevida libre de enfermedad en los
pacientes con linfoma difuso de células grandes B.
El Indice Neutréfilo/Linfocito es una herramien-
ta de bajo costo y til para emplearse como modelo
prondstico.
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“Sé lo que quiero, y estoy dispuesto

a esperarlo”. Nacimiento de 1a Subcomision
de Economia y Salud de la Sociedad Argentina
de Hematologia

"I know what I want, and I'm willing to wait for it." Birth of
the Subcommittee on Economics and Health of the Argentine
Society of Hematology

Albarracin F1; Solimano |2

! Hospital Universitario, Mendoza

flavio.albarracin@hospital.uncu.edu.ar

Palabras claves: hematologia,
economia de la salud,
investigacion de resultados.

“No sé lo que quiero, pero lo quiero ya’, reza la letra
de Luca Prodan, aquel genial artista nacido en Roma
y educado en el colegio escocés de altisima sociedad
Gordonstoun School (por cierto, asistia el Principe
Carlos de Inglaterra en ese momento). Ese italiano
supo transmitir en muchas de sus letras el ADN ar-
gento casi tanto como nos lo hicieron saber los en-
sayos del gran Ortega y Gasset a principios del siglo
pasado en sus tres viajes a nuestras tierras.

Sin embargo, en este trascendental momento del
nacimiento de esta Subcomisién de Economia y Sa-
lud de la Sociedad Argentina de Hematologia (SAH)
nos gustaria graficarlo mejor con un lema distinto:
“Sé lo que quiero, y estoy dispuesto a esperarlo”. En
consonancia con la tarea que hoy nos toca desarro-
llar como parte integrante de ella, intentaremos a
continuacién dar algunos conceptos a proposito de
los abordajes que esta Subcomisién tendra como
proposito:

La Economia de la Salud se focaliza en medir y
valorar los resultados de las intervenciones en salud.

La Investigacion de Resultados comprende un

EDITORIAL

HEMATOLOGIA
Volumen 26 n° 2: 53-54

2 Cemic, CABA Mayo - Agosto 2022

Keywords: hematology,
health economics,
research outcomes.

conjunto de disciplinas cientificas que evaltan los
efectos de las intervenciones en salud en los pacien-
tes.

Health Economics and Outcomes Research
(HEOR), se refiere a la confluencia de ambos cam-
pos trabajando en conjunto para proveer a los deci-
sores de salud de las mejores perspectivas y de los
datos mas confiables y robustos.

El interés en el campo de HEOR ha crecido ex-
ponencialmente a medida que tanto Gobierno como
financiadores de la salud trabajan por como propor-
cionar los mejores resultados en salud para la pobla-
cion a los costos mas asequibles.

En la realidad de hoy, los decisores de salud alre-
dedor del mundo se enfrentan frecuentemente con
la necesidad de seleccionar intervenciones tera-
péuticas desde multiples opciones, incluyendo
biofarmacos, dispositivos médicos y/o servicios de
salud. Sin embargo, los beneficios y los costos de es-
tas intervenciones pueden variar dramdticamente.
Estos beneficios pueden ser: clinicos, econdmicos,
de ambos, o incluso dificiles de medir en cuanto a
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que impacten en el paciente directamente. HEOR
puede ayudar a los decisores en salud, incluyendo a
médicos prescriptores, gobiernos, financiadores del
sector publico y privado, pacientes y otros, a compa-
rar adecuadamente y elegir entre las opciones dis-
ponibles.

La Sociedad Argentina de Hematologia es una
institucién en constante cambio que no esta ajena
a la realidad, y que, como toda institucién primor-
dialmente cientifica, tiene sus tiempos de evolucion.
Creemos firmemente que ese tiempo ayudo a de-
terminar el verdadero objetivo a perseguir con esta
nueva Subcomisidn y su mirada puesta en el estudio
de HEOR.

El Objetivo de esta Subcomision estara puesto
en avanzar en el aspecto de conocimiento y difu-
sion hacia nuestros profesionales en esta tan novel
subespecialidad con tematicas sobre: Economia de
la Salud, Farmacoeconomia, Evaluaciones de Tecno-
logias Sanitarias, Uso de la Evidencia Cientifica para
la mejor toma de decisiones en salud, Evidencia en
la Vida Real, entre otras cuantas asignaturas.

Queremos decirles a todos los socios de nuestra
querida SAH que realizaremos todo el esfuerzo que
esté a nuestro alcance dando lo mejor de nosotros
en pos de lograr la mayor excelencia y calidad como
nuestra Sociedad se merece.

Finalmente, un enorme agradecimiento a las au-
toridades de la Comision Directiva de la SAH por
depositar su confianza en nosotros. No queremos
dejar de resaltar que esta tarea se va a construir entre
todos y que esta Subcomision seguramente nos tras-
cendera en el futuro hacia aquellas generaciones de
hematdlogos jovenes a quienes les tocara lidiar con
esta problematica cada vez en mayor crecimiento.

A continuacién, compartimos Mision, Objetivos y
Acciones que esta Subcomisién de Economia y Sa-
lud tiene como propdsito desarrollar:

Nuestra Mision:

« esta Subcomisién se constituye con el objetivo
fundamental de contribuir al conocimiento y di-
fusion de conceptos de la Economia aplicados a la
Hematologia para la mejor toma de decisiones en
Salud.
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Objetivos:

Objetivos Educacionales para y con los socios de
la SAH:

« conocer los conceptos claves de la Economia de la
Salud en los andlisis de la demanda y de la oferta
de la atencidn sanitaria.

aplicar dichos conceptos para analizar y valorar
el mercado sanitario, el mercado de medicamen-
tos, el comportamiento de los profesionales, los
incentivos a usuarios y proveedores y el papel de
los distintos tipos de regulacién y su impacto en
términos de eficiencia y equidad.

entender y aplicar los conceptos de equidad para
valorar las desigualdades en salud, en acceso y en
utilizacién de servicios sanitarios.

incorporar las herramientas para la investigacion de
resultados en salud y la evaluacién de tecnologias sa-
nitarias en el proceso de toma de decisiones en salud.
conocer los métodos de evaluacion econdmica de
tecnologias sanitarias y saber interpretar con vi-
sién critica un estudio de evaluacién econémica
en el ambito de la salud.

Objetivos de Interrelacion con otras Subcomisio-

nes de la SAH y resto de entidades para:

« coordinar acciones conjuntas en la elaboracién de
Guias incorporando conceptos de Farmacoecono-
mia aplicados a las distintas subespecialidades de
la Hematologia.

o brindar asesoramiento toda vez que no implique
un conflicto de interés hacia los fines académicos
perseguidos por la SAH.

Acciones:

« elaboracion de documentos escritos, charlas y dis-
tintos medios de material para difusion.

« presencia en Reuniones Cientificas.

establecimiento de relaciones con Sociedades si-

milares del pais y del extranjero.

publicacién de trabajos de interés cientifico en esta

tematica.

asesoramiento a requisito de las autoridades sobre

problemas atenientes a dicha Sub-Especialidad

(con las consideraciones anteriormente expuestas

que no impliquen un conflicto de interés real ni

potencial).
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El riesgo de tromboembolismo venoso en el
paciente hospitalizado no quirargico:
"Una nueva estrategia para una vieja enemiga"

The risk of venous thromboembolism in the non-surgical
hospitalized patient: "A new strategy for an old enemy"
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Resumen

Los eventos tromboembolicos ocupan los primeros
lugares de morbimortalidad prevenibles en los pa-
cientes hospitalizados, asi como también represen-
tan un aumento en la carga financiera y asistencial en
los sistemas de salud. La aplicacion de tromboprofi-
laxis en pacientes de manejo médico se implemen-
ta de forma subdptima debido al temor a presentar
sangrado o por subestimacion del riesgo de eventos
trombdticos. La aplicacion de herramientas para la
estimacion del riesgo de eventos tromboembolicos
se plantea como una ayuda en la toma de la deci-
sion de iniciar o no estrategias de tromboprofilaxis
en pacientes hospitalizados con el objetivo de dismi-
nuir la incidencia y prevalencia de estos eventos, asi
como la morbimortalidad asociada.
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Fecha aprobacion: 5/7/2022
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Abstract

Thromboembolic events occupy the first places of
preventable morbidity and mortality in hospitalized
patients as well as represent an increase in the finan-
cial and care burden on health systems. The applica-
tion of thromboprophylaxis in medically managed
patients is implemented suboptimally due to fear
of bleeding or due to underestimation of the risk of
thrombotic events. The application of tools for es-
timating the risk of thromboembolic events is pro-
posed as an aid in making the decision to initiate or
not thromboprophylaxis strategies in hospitalized
patients with the aim of reducing the incidence and
prevalence of these events as well as the associated
morbidity and mortality.
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Método

Se realizé una revision no sistematica de la evidencia
publicada en algunas bases de datos como: Medli-
ne, PubMed, Google Scholar, EBSCO, entre otras. Se
utilizaron palabras clave y términos MeSh.

Introduccion

Los eventos tromboembdlicos venosos (TEV) como
trombosis venosa profunda (TVP) y tromboem-
bolismo pulmonar (TEP) pueden ser consideradas
como unas de las causas de morbimortalidad pre-
venibles mas importantes en el paciente hospitali-
zado. Son causantes de mas muertes al afo que las
ocasionadas por cancer de mama, virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) y los accidentes de
transito combinados, todo esto sin asociar los costos
relacionados con TEV vy su relaciéon con el sindro-
me postrombdtico. que aumenta la morbilidad, los
reingresos y, por consiguiente, significa una carga
financiera para los sistemas de salud.

Se ha evidenciado que entre un 25 y un 39% de los
episodios de TEV ocurren en los tres meses pos-
teriores a una hospitalizacion®?. La incidencia de
TVP en el ambiente intrahospitalario es del 15%
aproximadamente. Adicionalmente se ha demostra-
do que el tromboembolismo pulmonar agudo es el
responsable de entre el 5y el 10% de todos los falle-
cimientos intrahospitalarios, siendo esta la primera
causa de muerte prevenible en el paciente hospitali-
zado®.

Los principales factores de riesgo para la TEV son
las cirugias recientes, traumatismo en extremidades
inferiores, historia de inmovilizacién por hospita-
lizacién prolongada, obesidad, primer episodio de
TEV, malignidad, uso de anticoncepcion oral, tera-
pia de reemplazo hormonal, embarazo o puerperio
y el accidente isquémico cerebral. Todos los factores
de riesgo anteriores obedecen a favorecer la triada
de Virchow (estasis sanguinea, dafio endotelial e
hipercoagulabilidad) como evento fisiopatoldgico
desencadenante de estas condiciones™. En el 80% de
los pacientes con trombosis venosa aguda se puede
identificar un factor de riesgo prevenible asociado a
la aparicion del evento®.

Esta revision tiene como objetivo recopilar la mejor
evidencia hasta la fecha para su aplicacion correcta
en la identificacion de pacientes adultos que deban
ser considerados para tromboprofilaxis farmacold-
gica, con patologia no quirtrgica de manejo médico,
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sin antecedentes patoldgicos previos que requieran
anticoagulacion. Se excluyen de esta revisiéon pa-
cientes que requieran alguin tipo de intervencién
quirudrgica, pacientes de obstetricia y pacientes con
antecedentes cardiovasculares.

Tromboprofilaxis venosa

La tromboprofilaxis en el paciente hospitalizado
continda siendo un reto debido a que esta poblacion
tiende a ser de mayor edad, con multiples enferme-
dades cronicas en manejo farmacolégico que au-
mentan el riesgo de presentar interacciones medica-
mentosas con los firmacos anticoagulantes®”. Las
auditorias globales en poblacién latinoamericana
evidencian una subutilizaciéon de tromboprofilaxis
por los clinicos en el paciente hospitalizado, prin-
cipalmente porque se tiene una percepcion de alto
riesgo de sangrado o de bajo riesgo de TEV®. Por
otro lado, estudios recientes indican que el aborda-
je de una tromboprofilaxis “universal” no reduce el
riesgo de TVE en la poblacién objeto y aumenta el
riesgo de sangrado en pacientes hospitalizados®'?.
Asi mismo durante el periodo de alta inmediata del
paciente hospitalizado de manejo médico no se re-
duce la probabilidad de riesgo de TVE!". Por ello
resulta preciso estratificar a cada paciente segun
el riesgo para presentar eventos tromboembolicos
para definir, en base en esta clasificacidn, la necesi-
dad de tromboprofilaxis farmacologica

Riesgo de tromboembolismo venoso en el paciente

médico hospitalizado

Para evaluar de forma adecuada el riesgo de TVE

es relevante dividir tal riesgo en 3 periodos, lo cual

puede ayudar a crear una perspectiva no sélo del
riesgo sino de la utilidad de la estrategia trombo
profilactica?.

o Periodo agudo de hospitalizacion (6-14 dias).
Este representa el periodo de mayor riesgo de pre-
sentar TEV que depende principalmente del grado
de inmovilidad y severidad de la enfermedad por
la cual ingresa el paciente, puede deberse a una
exacerbacion aguda de una enfermedad crénica.
La incidencia de episodios tromboembolicos du-
rante este periodo varia entre 10% a 26%">'%. Asi
mismo la mayoria de TEV son asintomaticas. Has-
ta en un 55% de los pacientes que presentan epi-
sodios de TEV presentan un antecedente reciente
de isquemia cerebral, falla cardiaca o EPOC">!9y
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EL RIESGO DE TROMBOEMBOLISMO VENOSO EN EL PACIENTE HOSPITALIZADO NO QUIRURGICO:

"UNA NUEVA ESTRATEGIA PARA UNA VIEJA ENEMIGA”

hastaun 75% de los TEP ocurren en poblacion hos-
pitalizada por enfermedades de manejo médico"”.
Estudios controlados por placebo con heparina de
bajo peso molecular (HBPM) y pentasacarido fon-
daparinux demostraron una reduccién de aproxi-
madamente el 50% de TEV con una duracién de
14 dias"®?”, con evidencia adicional de reduccion
del 60% en cualquier TEP incluyendo los eventos
fatales. Sin embargo, la tromboprofilaxis no tuvo
efecto en la mortalidad por cualquier causa®.

o Periodo de alta posterior a la hospitalizacion
(hasta los 45 dias posteriores al egreso). Puede
extenderse hasta 90 dias posteriores al ingreso. Es
de riesgo para desarrollo de TEV, siendo los pri-
meros 45 dias los de mayor probabilidad con un
80% de los casos siendo ocasionados bien sea por
exacerbacion de enfermedad croénica o por los fac-
tores de riesgo intrahospitalarios para presentar
TEV®Y. En estos pacientes es pertinente evaluar la
tromboprofilaxis extendida (hasta 45 dias). Cuatro
estudios compararon duracion corta (6 a 14 dias)
frente a duracién extendida de la tromboprofilaxis.
que en este ultimo grupo estuvo asociada a una dis-
minucién TVP sintomatica proximal o distal (RR:
0.52) y de TEP sintomatico no fatal. (RR: 0.61)??.
Sin embargo, se evidencié un riesgo incrementado
de dos veces més de sangrado mayor®>*),

o Periodo de enfermedad cronica. En este periodo
el riesgo de TEV depende de la condicién crénica
del paciente y de su estado funcional"?. Algunas
patologias, como la enfermedad cerebro vascular

isquémica, falla cardiaca, EPOC, infecciones de
inicio reciente, enfermedad inflamatoria intestinal
y reumatica, estdn asociadas a un alto riesgo de
TEV durante este periodo®.

Individualizacion del riesgo de eventos
tromboembolicos en los pacientes hospitalizados
La tromboprofilaxis es implementada de forma defi-
ciente sin tener en cuenta los diferentes periodos de
riesgo de TEV de los pacientes, motivo por el cual
ha surgido la necesidad del desarrollo de modelos
de evaluacién para medir el riesgo en los pacientes
hospitalizados en manejo médico. Aquellas herra-
mientas ayudan a la toma de decisiones clinicas para
estratificar el riesgo de TEV en pacientes, mejoran-
do el uso de la tromboprofilaxis en la poblacion de
riesgo®. Kucher y col lograron demostrar que el
uso de tales herramientas incrementd el uso de la
tromboprofilaxis permitiendo una reducciéon de las
tasas de TEV en pacientes hospitalizados®?.
Durante una revision sistematica se encontrd que
s6lo los modelos de riesgo de Padua e IMPROVE
contaban con una validacién externa amplia, mien-
tras que UK National Health Service (NHS) presenta
una evaluacion de resultados amplia>20,

El modelo de Padua usa 11 factores con una pun-
tuacion individual entre 1-3, donde el riesgo se con-
sidera alto con un puntaje superior a 4, por lo que
en ese caso se considera al paciente candidato para
profilaxis farmacolégica. Con un puntaje entre 1 y
3 se considera un riesgo bajo para TEV (Tabla 1)®.

Tabla 1. Puntaje Padua: puntuacion entre 1-3, donde el riesgo alto se determina con un puntaje superior a 4

Factor de riesgo

Puntos

Reduccién movilidad

3

Cancer activo

Antecedente TVP

Condicion trombofilia conocida

Trauma o cirugia reciente*

Mayor de 70 afios

Falla cardiaca o respiratoria

Infarto agudo de miocardio o ACV*

Tratamiento hormonal en curso

Obesidad***

Infeccion aguda o enfermedad autoinmune

— === == |W]|w|w

*<1 mes.
**Accidente cerebrovascular isquémico
 IMC>30
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El modelo IMPROVE utiliza siete factores de riesgo
clinico asociados independientemente a TEV don-
de toma en cuenta la severidad de la condicién de
hospitalizacion en base a la admision en la unidad
de cuidado intensivo (UCI) o la unidad de cuidado
coronario (UCC)®”. El modelo usa uno a tres pun-
tos para estimar el riesgo de TEV en tres categorias:
bajo riesgo de TEV (TEV sintomatico < 1%) asigna-
do con un puntaje de 0-1, riesgo moderado de TEV
con eventos entre 1 y 1.5% son designados con una
puntuacién de 2 a 3, y riesgo alto de TEV con proba-
bilidad de sufrir un TEV sintomatico del 4% o mas
designado con puntaje de 4 0 mds (Tabla 2)12.
Todos los modelos clinicos de riesgo TEV en la po-
blacién hospitalizada en manejo médico, como Pa-
dua e IMPROVE, sugieren que se estan cometien-
do dos errores cuando establecemos una estrategia
profilactica amplia “universal” o por “grupos” como
es sugerido frecuentemente, principalmente por la
guia antitrombatica®.

Los modelos apuntan contundentemente (con valo-
res predictivos negativos alrededor de 99%) al he-
cho de que sélo aproximadamente el 35-50% de la
poblacion hospitalizada tiene un riesgo de TEV su-
ficiente para justificar la tromboprofilaxis farmaco-
légica, utilizando la tasa de eventos sintomaticos de
TEV 1% como umbral clinico sugerido, por el cual
los beneficios superan el riesgo de sangrado*?.
Los modelos también sugieren que, dependiendo
del punto de corte que se utilice, aproximadamente
el 10-25% de esta poblacion objeto tiene un riesgo
alto de TEVU>)_ Por lo tanto, es muy probable que
exista un exceso en el manejo profilactico de hasta
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un 65% de los pacientes que realmente tiene un ries-
go bajo de TEV y adicionalmente subestimemos el
manejo profilactico hasta un 25% de los pacientes
con riesgo alto de TEV, predominantemente por una
duracién corta de la tromboprofilaxis, especialmen-
te en el periodo de alta hospitalaria®.

Actualmente sélo disponemos de un modelo de
riesgo de sangrado para esta poblacion, que utiliza
el mismo sistema de puntaje que su contraparte para
riesgo de TEV: IMPROVE bleed RAM®” IMPROVE
bleed (Tabla 3) usa 13 factores clinicos y de laborato-
rio, por el cual una puntuacién de 7 o mas identifica
a la poblacién objeto con un alto riesgo de sangrado
(4.1% vs 0.4%)©?. Este modelo fue validado en una
cohorte de 12000 pacientes, con una buena distribu-
cion de caracteristicas de la poblacion de estudio®?.
Actualmente ambos modelos de riesgo para TEV
(IMPROVE y Padua) y el modelo de riesgo de san-
grado (IMPROVE bleed) pueden ser usados al in-
greso y ayudar asi a determinar el riesgo individual
de presentar un TEV y un sangrado mayor, siendo
dentro de la medida “centrada en el paciente” al mo-
mento de tomar una conducta de tromboprofilaxis
menos “universal” o “grupal”

Concluyendo, pacientes con un puntaje de Padua de
4 o0 mas, IMPROVE TEV de 2 o mas, con un puntaje
de IMPROVE bleed < 7, debe garantizarse la profilaxis
farmacoldgica durante su estancia hospitalaria. Mien-
tras que aquéllos con una IMPROVE bleed de 7 0 mas
puntos debera recibir probablemente una profilaxis
mecanica con dispositivos o medidas de compresion.
Otra herramienta que permite establecer el
diagndstico de episodios trombéticos es el dimero

Tabla 2. IMPROVE puntaje: bajo riesgo de TEV asignado con un puntaje de 0-1, riesgo moderado de TEV
son designados con una puntuacién de 2 a 3, y alto riesgo de TEV con probabilidad de sufrir un TEV sinto-
matico del 4% o mas designado con puntaje de 4 o mas.

Factor de riesgo Puntos
Antecedente de TVP 3
Trombofilia 2
Pardlisis miembros inferiores 2
Cancer* 2
Inmovilizacion** 1
Estancia en UCI 0 UCC 1
Mayor de 60 afios 1

*Incluye cancer activo o en los tltimos 5 afios. (no puntda canceres de piel diferentes a melanoma).
**Confinamiento a cama o silla 27 dias

UCI: Unidad de cuidado intensivo, UCC: Unidad de cuidado coronario.
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D, un biomarcador producto de la degradacion de
la fibrina que se eleva a mas de tres veces su valor
de referencia en eventos tromboembdlicos, dandole
una alta sensibilidad®?. Sin embargo, dicho marca-
dor carece de especificidad al presentar alteraciones
de su valor en otras condiciones médicas que tam-
bién aumentan el riesgo de eventos tromboemboli-
cos, como el cancer, los traumas, las gestaciones de
alto riesgo, la edad avanzada y los estados posopera-
torios®?. Dicho marcador presenta un mayor rendi-
miento para excluir mas no para diagnosticar even-
tos tromboembdlicos, por lo que la recomendacion
producto de diversos ensayos concluye en medir di-
cho marcador en un escenario clinico donde el TEV
sea una opcion diagnostica con una baja probabili-
dad y cuando no exista una condicién preexistente
que pueda arrojar un resultado positivo®*.

Sin embargo, el estudio PROLONG del 2008 demos-
tr6 la utilidad del dimero D para estimar el riesgo
de recurrencia de TEV en pacientes con antecedente
de dicho evento una vez se suspende el tratamiento
anticoagulante con antagonistas de la vitamina K®°.
La revisién sistematica realizada por Verhovsek y
colaboradores en 2008 evidencié que los pacientes
con valores de dimero D aumentados al valor de
referencia ajustado a la edad tienen hasta dos veces

mas riesgo de presentar TEV durante los doce meses
siguientes®®. Estudios mas recientes evidencian que
tras la suspension de los antagonistas de vitamina
K los niveles aumentados de dimero D posteriores
a un mes son predictores de recurrencia de dichos
eventos con un HR de 3.3 (95% CI 1.8-6.1)¢7. Adi-
cionalmente basta sefialar que dicho marcador tiene
mayor rendimiento en episodios de TEV no provo-
cado y no ha demostrado mayor utilidad en episo-
dios de TEV provocado cuya causa se ha resuelto®®®.

Conclusiones

Los eventos tromboembdlicos venosos son enfer-
medades con una alta morbi-mortalidad, represen-
tan una carga importante para los sistemas de salud
y representan la principal causa de muerte preveni-
ble en los pacientes hospitalizados. Sin embargo, la
aplicacion de estrategias universales de trombopro-
filaxis acarrea muchos riesgos para los pacientes que
muchas veces no se justifica. Por lo cual se han de-
sarrollado multiples herramientas para la deteccion
e individualizacion del riesgo de TEV en los pacien-
tes buscando aplicar protocolos de tromboprofilaxis
indicados de forma pertinente disminuyendo asi el
riesgo de sangrado y complicaciones en estos pa-
cientes.

Tabla 3. IMPROVE BLEED: puntuacién de 7 o mas identifica a la poblacién objeto con un alto riesgo de

sangrado (4.1% vs 0.4%)

Factor de riesgo

Puntos

Falla renal TFG 30-59

3

Hombre

Edad entre 40-80 afios

Cancer actual

Enfermedad autoinmune

Catéter venoso central

Estancia en UCI o UCC

— ==

Falla renal TFG <30

Falla hepatica (INR>1.5)

Edad = 85 afios

Plaquetas <50000

Sangrado en los tltimos 3 meses*

Ulcera gastroduodenal activa

*Antes de la hospitalizacion
TFG: Tasa de filtracion glomerular.
Unidad de cuidado intensivo, UCC: Unidad de cuidado coronario.
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Sin embargo, dichas herramientas se utilizan de
forma subdptima, bien sea por subestimacion del
riesgo tromboembdlico de los pacientes o por so-
bre estimacion de las complicaciones inherentes a
la tromboprofilaxis farmacolégica, por lo que re-
sulta preciso el esfuerzo de los centros hospitala-
rios en la implementacion de dichas herramientas

ARTICULO DE REVISION

con el objetivo de iniciar tromboprofilaxis guiados
por elementos de juicio que permitan particularizar
qué estrategia resulta mas benéfica para el paciente
y asi disminuir la incidencia y la recurrencia de es-
tos eventos de forma razonada sin que sea el criterio
clinico el unico elemento de juicio para el inicio de
dicha prevencion.

Figura 1. tromboprofilaxis individualizada en pacientes médicos hospitalizados. Tomado de: Spyropoulos
AC, & Raskob GE. Thromb Haemost. 2017; 117: 1662-70.

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

La presencia en suero, o al menos en orina, de un
componente monoclonal (CM) o sus subunidades,
las cadenas livianas, como producto de la prolife-
racion clonal de linfocitos B o células plasmaticas,
caracteriza un amplio grupo de gammapatias mono-
clonales (GM). La principal aplicacién de la inmu-
nofijaciéon (IFx) es la identificacién inmunoldgica
del CM en suero y orina para establecer el diagnds-
tico de las mismas. Ademads, dicho resultado tiene
valor prondstico para algunas de las GM. La IFx
también permite establecer los diversos grados de

Keywords: immunofixation,
monoclonal gammopathies,
oligoclonal bands,
interference by daratumumab.

respuesta al tratamiento alcanzado por los pacientes
y determinar la reapariciéon del CM, marcando la re-
caida de la enfermedad.

La IFx consiste en precipitar la proteina de interés
en el gel mediante la adicion de antisuero monoes-
pecifico, al finalizar el fraccionamiento electroforé-
tico de las muestras de suero u orina, sembradas en
soporte de agarosa o acetato de celulosa gelatiniza-
do. Los lavados posteriores deben ser exhaustivos
para evitar visualizaciones inespecificas. Finalmente
se revela con azul brillante de Coomassie R 250 o
tincion ultrasensible de plata u oro coloidal.
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La aparicién en suero de bandas oligoclonales
durante el seguimiento de pacientes con mieloma
multiple (MM) post trasplante autélogo de células
madres (TAMO) gener¢ dificultad para evaluar el
CM original. Su aparicién, certificada por IFx se
asoci6 con la ocurrencia de efectos adversos menos
frecuentes a la terapia aplicada y mayores tiempos
de sobrevida global y libre de enfermedad en los pa-
cientes.

Mas recientemente, los anticuerpos monoclonales
terapéuticos para el tratamiento del MM también
complican la evaluacién de su CM. Aparecen en el
proteinograma (PROT) a dosis terapéuticas y son de
tipo IgG-kappa en la IFx. Dicha interferencia puede
indicar falsamente un grado de respuesta deficiente
a la terapia, sobre todo en aquellos casos en que el
CM original es del mismo tipo inmunoldgico y tie-
ne igual movilidad electroforética que el anticuerpo
terapéutico.

En el seguimiento de pacientes con enfermedad
COVID-19 pudo observarse la aparicién de bandas
homogéneas en el PROT, interfiriendo en la evalua-
cién del CM para aquellos pacientes con diagndstico
previo de GM.

Por todo lo expuesto resulta aconsejable realizar
el seguimiento de los pacientes en un mismo labo-
ratorio de analisis clinicos, dada la necesidad de su-
mar al correcto procesamiento técnico de la IFx el
conocimiento de los datos de la historia analitica y
clinica. Esto favorece la adecuada interpretacion y
redaccion del informe, a la vez que permite discernir
en cudl de las diversas situaciones antes menciona-
das se encuentran nuestros pacientes.

Abstract
The presence in serum or at least in urine of a mono-
clonal component (MC) or its light chain subunits,
as a product of clonal proliferation of B lymphocytes
or plasma cells, characterizes a large group of mono-
clonal gammopathies (MG). The main application of
immunofixation (IFx) is the immunological identifi-
cation of MC in serum and urine to establish their
diagnosis. In addition, this result has prognostic value
for some of the MG. IFx also makes it possible to es-
tablish the various degrees of response to treatment
achieved by patients, and to determine the reappear-
ance of MC, marking the relapse of the disease.

IFx consists of precipitating the protein of interest
in the gel by adding monospecific antiserum at the
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end of the electrophoretic fractionation of the serum
or urine samples, seeded on agarose or gelatinized
cellulose acetate support. Subsequent washes must
be exhaustive to avoid nonspecific visualization. Fi-
nally, it is revealed with Coomassie Brilliant Blue R
250 or ultrasensitive colloidal silver or gold stain.

The appearance of oligoclonal bands in serum
during the follow-up of patients with multiple my-
eloma (MM), after autologous stem cell transplan-
tation (ASCT), generated difficulty in evaluating the
original MC. Its appearance, certified by IFx, was
associated with the occurrence of fewer adverse ef-
fects to the applied therapy, and longer overall dis-
ease-free survival in patients.

More recently, therapeutic monoclonal antibodies
for the treatment of MM also complicate the eval-
uation of its MC. They appear in the proteinogram
(PROT) at therapeutic doses and of type IgG-kappa
by IFx.

Such interference may falsely indicate a poor re-
sponse to therapy, especially in those cases where
the original MC is of the same immunological type
and has the same electrophoretic mobility as the
therapeutic antibody.

In the follow-up of patients with COVID-19 dis-
ease, the appearance of homogeneous bands in the
PROT could be observed, interfering in the evalua-
tion of their MC for those patients with a previous
diagnosis of MG.

For all the above, it is advisable to follow up pa-
tients in the same clinical analysis laboratory, given
the need to add to the correct technical processing
of the IFx, the knowledge of the analytical and clin-
ical history data. This favors the proper interpreta-
tion and writing of the report, while it allows us to
discern in which of the various situations mentioned
above our patients are included.

Introduccion

La presencia en suero, o al menos en orina, de una
inmunoglobulina monoclonal, llamada componen-
te monoclonal (CM) o paraproteina, o de sus subu-
nidades, las cadenas livianas, como producto de la
proliferacion clonal de linfocitos B o células plasma-
ticas caracteriza un amplio grupo de gammapatias
monoclonales (GM) con impacto clinico muy hete-
rogéneo. Las mismas comprenden desde las men-
cionadas gammapatias monoclonales de significa-
do incierto (GMSI), completamente asintomadticas
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y que no requieren intervencion hasta el mieloma
multiple (MM) agresivo con necesidad de trata-
miento inmediato®”.

El CM se visualiza en el proteinograma electro-
forético (PROT) como la aparicion de una banda
homogénea que puede migrar desde la fracciéon de
las a2-globulinas hasta el punto de siembra, origi-
nando un pico en la densitometria electroforética
posible de cuantificar. Posteriormente, la identifica-
cion inmunoldgica de dicha paraproteina es efectua-
da por la técnica de inmunofijacion (IFx).

En los primeros afios del siglo XXI se sumo a es-
tos analisis proteicos especializados el ensayo de
cuantificacion de las cadenas livianas libres en suero
(sFLC)®. La combinacidn de dicha técnica con el
PROT y la IFx en suero y en orina aumenta la sensi-
bilidad y constituye el panel de cribado para el diag-
ndstico de GM®.

La deteccion, caracterizaciéon y medicién de los
CM ayuda en el diagnostico inicial de estos desorde-
nes a la vez que permite realizar la estratificacion del
riesgo de progresion de pacientes con GMSI o MM
indolente o asintomdtico a MM u otra GM maligna
relacionada®®. Por ejemplo, el isotipo del CM carac-
terizado por IFx influye en el riesgo de progresion de
una GMSI, ya que se observé que individuos con CM
de tipo no IgG presentan una mayor probabilidad de
progresion a MM que los del tipo IgG. A su vez, dicho
panel de cribado permite detectar pacientes asinto-
maticos con alto riesgo de progresion, que podrian
beneficiarse de recibir tratamientos tempranos®.

Por lo tanto, la inspeccidén visual rigurosa del
PROT junto a la realizacién posterior de la IFx y
el estudio proteico en orina, especialmente cuando
persiste la sospecha clinica y no hay una clara visua-
lizacién del CM en la corrida electroforética, resul-
tan imprescindibles para su pesquisa‘®.

Finalmente, disponer de la informacién del isoti-
po de la paraproteina por IFx y la posicién en que
migra dicho CM en el PROT, es necesario cuando se
hace un seguimiento de los diversos grados respues-
ta al tratamiento alcanzados por los pacientes y para
poder determinar si, de haber una recaida, ésta se
produce con el mismo clon o una proteina monoclo-
nal de isotipo diferente (factor de mal prondstico)®.

Ensayo de inmunofijacion

Mientras que la electroforesis de proteinas puede
detectar patrones de bandas que permiten sospechar
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una GM, para poder identificar que la aparicion de
dicha banda homogénea en el PROT sea un CM, es
necesario combinar esta técnica electroforética con
métodos inmunoquimicos'?.

La IFx es una técnica altamente aconsejable para
identificar bandas mono y oligoclonales. La proteina
de interés es precipitada en el soporte mediante su
antisuero monoespecifico luego del fraccionamien-
to electroforético de la muestra. Existen diferentes
maneras de dispensar el antisuero diluido. En los so-
portes de acetato de celulosa gelatinizado, mediante
dispensadores especiales y en los geles de agarosa,
aplicando sobre la superficie del gel una plantilla con
espacios para el agregado de los antisueros sobre las
proteinas fraccionadas. En ambos soportes es posi-
ble agregarlos también mediante una tira de papel
de filtro o acetato de celulosa saturados con la dilu-
cion adecuada de antisuero?.

La proteina monoclonal identificada en la IFx
debe tener la misma movilidad electroforética que
presenta en la electroforesis de proteinas (Figura 2).
Cuando se detectan dos o més bandas pequeias en
una region, se asocia con un perfil oligoclonal carac-
teristico de cuadros infecciosos, patologias autoin-
munes o enfermedades linfoproliferativas?.

Silos antisueros utilizados no identifican una ban-
da vista en la corrida electroforética de la muestra
largada en paralelo, que se utiliza como control de
comparacion de bandas de corrida, se deben con-
siderar pasos adicionales, como la dilucién del an-
tisuero (abordando la posibilidad de tener Ag en
exceso) o el uso de antisueros contra otras protei-
nas''?, Otras veces se realiza el pre-tratamiento de
la muestra con 2-mercaptoetanol (2ME) durante 30
minutos, para exponer epitopes antigénicos no de-
tectados en el analisis de las moléculas en su estado
conformacional nativo, lo que favorece la identifica-
cion de ciertos CM con epitopes ocultos!*!V,

Existen métodos automatizados aplicables a geles
de agarosa que disminuyen los errores operativos.
La reaccion necesita entre 5 y 45 minutos para com-
pletarse. Posteriormente los soportes son lavados en
buffer fosfato salino con pH entre 7 y 7,5 para elimi-
nar toda la proteina no precipitada?.

El antisuero se encuentra en contacto directo con
las bandas de proteinas fraccionadas electroforética-
mente, previniendo asi la difusiéon de las mismas en
el soporte. De este modo presenta como ventaja so-
bre la inmunoelectroforesis una mejor resolucion de
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Figura 1. Ejemplo de la visualizacion de la técnica de inmunofijacion en gel de agarosa y equipo automatizado.
a) Inmunofijacién de un paciente que presenta una banda homogénea en el proteinograma electroforético
observado en la calle control (ELP), que resulta ser un componente monoclonal de tipo IgG-kappa por
reaccionar frente a los antisuero anti cadenas pesadas y y anti cadenas livianas k de las inmunoglobulinas.

las bandas de interés y comparables facilmente con
el PROT de referencia. Esta caracteristica la hace
mas sensible para detectar CM de pequena concen-
tracion asociados a normo o hipergammaglobuline-
mia policlonal e inmunoglobulinas oligoclonales o
biclonales de la misma clase, cercanas entre si‘'V,

Sin embargo, la falta de difusion la hacen mas sus-
ceptible que la inmunoelectroforesis a las condiciones
de exceso de antigeno. Efectivamente, debe realizarse
una dilucidn de la muestra, adecuada a la concentra-
cion de proteina a identificar, en funcion del titulo de
antisuero utilizado. Una situacioén de exceso de anti-
geno produce la redisolucién del inmunocomplejo,
con el consecuente resultado falso negativo!'".

La redisolucién de bandas monoclonales en la IFx
por efecto de prozona ha sucedido, inclusive, respe-
tando las diluciones de muestras recomendadas por
el fabricante. El agregado de polietilenglicol al anti-
suero puede aumentar la sensibilidad del método. El
tratamiento previo de la muestra con agentes reduc-
tores puede favorecer la deteccion de pequenios CM
complejados con inmunoglobulinas autélogas, que
pasan desapercibidos en el PROT y la inmunoelec-
troforesis"'?.

Desde el punto de vista de las buenas précticas
debe tenerse en cuenta que, por tratarse de un frac-
cionamiento electroforético, se respetaran las mismas
consideraciones que para el PROT en fase solida. Por

66

estar basado en el equilibrio entre antigeno y anti-
cuerpo es sumamente importante verificar el titulo
de los antisueros previamente a su incorporacion en
la rutina del laboratorio™”. Un titulo de antisuero in-
ferior al declarado puede ocasionar una redisolucion
del analito en la IFx. No todos los fabricantes infor-
man la fuente y caracteristica del antigeno utilizado
en la inoculacion. En el caso de los antisueros utiliza-
dos en la IFx con anti-kappa y anti-lambda en orina,
la diferencia de reactividad entre marcas comerciales
hace necesario utilizar varias de ellas para identificar
una PBJ. Mds grave es la situacion de los antisueros
para detectar cadenas livianas libres!'*.

Por la misma razdn, esta técnica requiere estimar
previamente la concentracién de la proteina a iden-
tificar. En el caso de que sea extremadamente eleva-
da, la muestra deberd diluirse.

En condiciones generales, la concentracion de tra-
bajo para identificar un CM debe oscilar entre 0.25 y
1 g/dL para obtener una precipitacion adecuada con
los antisueros comerciales mas cominmente utiliza-
dos. La concentracion de trabajo 6ptima del antige-
no depende del titulo de cada antisuero.

Cuando la IFx no se realiza mediante sumersion del
soporte en el antisuero, debe asegurarse que se realice
en una camara humeda para evitar que se sequen los
geles. Los lavados posteriores a la fijacion deben ser
exhaustivos para evitar que la coloracion inespecifica
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del soporte dificulte la visualizacion de las bandas!?.

Por ultimo, se revela con azul brillante de Coo-
massie R 250 o por tincidn con plata u oro coloidal.
Los metales pesados incrementan la sensibilidad del
método, haciéndola apropiada para su uso en orina
y liquido cefalorraquideo sin necesidad de concen-
tracién previa de las muestras’®. La IFx coloreada
con plata u oro coloidal tiene un limite de detecciéon
estimada entre 0,6 y 1 mg/L para la proteina de Ben-
ce Jones (PB]J). Cinco a diez veces mas sensible que
el PROT con la misma tincién®. En la IFx realiza-
da en forma manual utilizando geles de acetato de
celulosa deben observarse los resultados obtenidos,
previamente al transparentado del gel.

Utilidad y alcance de los resultados

La principal aplicacion de la IFx es la identificacién
de los CM en suero y orina. La monoclonalidad, vis-
ta como una banda homogénea en la IFx, es la carac-
teristica de una GM.

La identificacién correcta de la cadena liviana y
pesada de un CM puede evitar errores de interpre-
tacion de un resultado. Pacientes con MM a cadenas
livianas, llamado también MM micromolecular, s6lo
excretan PBJ en orina. Si la funcién renal estd dismi-
nuida y la concentracién del CM es elevada, puede
ser vista también en suero, confundiéndose con una
inmunoglobulina entera y conduciendo a conclusio-
nes erréneas (Figura 2).

Figura 2. Paciente con diagndstico de MM a cadenas livianas de tipo lambda y 60% de infiltracion de
células plasmaticas en médula dsea. a) Proteinograma sérico en gel de agarosa y equipo automatizado. El
paciente presenta una banda homogénea en el proteinograma en la fraccion de las betaglobulinas.

b) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automa-
tizado, y de la orina de 24 horas de recoleccién sin concentracion previa, en
gel de acetato de celulosa manual y tincion ultrasensible de plata coloidal,

largados en simultdneo. En el proteinograma de la orina se ve una banda
homogénea, también en la fraccion betaglobulinas, posible PBJ.

-—
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¢) Inmunofijacion del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado. Se ensayan
los antisueros frente a las 5 clases de cadenas pesadas y los 2 tipos de cadenas livianas de las
inmunoglobulinas, certificando que la banda del suero es el reflejo sérico de la PB].

De la misma manera, una inmunoglobulina mo-
noclonal entera puede tener una concentracion tan
elevada que satura el glomérulo y el tubulo renal,
excretandose por orina. Una mala interpretacion de
este cuadro puede llevar a concluir la presencia de
una PBJ, cuando en realidad no lo es. Cabe mencio-
nar que todo MM o GMSI tiene peor prondstico si
presenta PBJU¢),

Nuestro grupo de trabajo (en concordancia con
otros autores) ha observado durante el seguimien-
to de pacientes con MM tratados con altas dosis de
quimioterapia seguido de trasplante de autélogo de
células madres (TAMO), la aparicién en suero de
bandas oligoclonales (BO) post-TAMO. El 16.4%
(50/305) de los pacientes presentaron durante su se-
guimiento multiples componentes homogéneos de
baja concentracién que, tipificados por IFx, podian
diferir en el isotipo de la cadena pesada, en la cade-
na liviana y en la movilidad electroforética del CM
original. Esto se visualizo en el PROT alos 6,6 meses
post-TAMO en promedio (1-81 meses) y con una
duracién promedio de 9,8 meses (1-36). Se pudo
observar que los 50 pacientes presentaron recupe-
raciéon de las inmunoglobulinas policlonales, con
cifras normales o incluso ligeramente aumentadas,
coincidentemente con la aparicion de dichas BO de
baja concentracion. Posteriormente, al desaparecer
las mismas, se mantuvieron las inmunoglobulinas
policlonales dentro del rango normal, en varios pa-
cientes con ausencia del CM original confirmado
por IFx y en otros con vestigios del mismo.

Aunque la aparicién de BO en el suero de los
pacientes gener6 una dificultad adicional a la hora
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de realizar la interpretacion cuali/cuantitativa del
CM original, su presencia se correlacion6 con efec-
tos adversos menos frecuetes de la terapia aplicada y
mayores tiempos de sobrevida global y libre de en-
fermedad de los pacientes!'”'® (Figura 3).

Debido a la importancia que tiene la variacion de
la concentraciéon del CM en la evaluacion de la res-
puesta terapéutica y por otra parte, la importancia
de la deteccion de las BO dado su valor pronoéstico
favorable luego del trasplante, resulta imprescindi-
ble realizar IFx conjuntamente con el PROT en el
seguimiento de dichos pacientes.

A su vez, se ha observado que aquellos pacientes
con BO y zona gammaglobulina elevada en el PROT
arrojan resultados de relacién anormal de la sFLC, a
favor de la cadena liviana libre kappa vs una relacion
normal, en los pacientes con valores de zona gam-
maglobulina normal, con diferencia estadisticamente
significativa. En estos casos vuelve a considerarse fun-
damental la realizacion de la IFx para certificar la pre-
sencia de BO y la remisién completa (RC) (ausencia
del CM por IFx) alcanzada o no, post-TAMO. A su
vez, se demuestra una limitacion en la prueba de sFLC
en la evaluacion de la RC estricta para estos pacientes
con MM, TAMO y RG, si presentan BO en suero®*?.

Mas recientemente, con el advenimiento de los an-
ticuerpos monoclonales terapéuticos para el trata-
miento de pacientes con MM, es posible observar en
el suero de los mismos una interferencia con las dosis
habituales utilizadas, que resulta en la apariciéon de
una proteina monoclonal visible y cuantificable en el
PROT y una banda monoclonal de tipo IgG-kappa
caracterizada por IFx (Figura 4).
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Figura 3. Paciente con diagnéstico de MM, que recibe como tra-
tamiento un TAMO.

a) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equi-
po automatizado, y de la orina de 24 horas de recoleccién sin con-
centracion previa, en gel de acetato de celulosa manual y tincion
ultrasensible de plata coloidal. Proteinograma sérico donde se ob-
serva la presencia de un componente monoclonal en la zona rapi-
da de las gammaglobulinas, que se caracteriz6 por inmunofijaciéon
como de tipo IgG-kappa. El proteinograma de orina muestra una
proteinuria de tipo “mielomatosa” con compromiso glomerular
de alta selectividad.

b) Proteinograma e inmunofijacion realizadas en gel de agarosa y equipo automatizado. Proteinograma sé-

rico del paciente a los 5 meses post-TAMO donde se observa la aparicién de bandas oligoclonales, caracte-

rizadas por inmunofijacién como 2 IgG-K, 1 IgM-L y 1 IgG-L. Puede observarse que el paciente logra una

muy buena remision parcial al tratamiento, al visualizarse su componente “M” original s6lo por inmunofi-
jacion, con aparente ausencia en el proteinograma sérico.

Figura 4. Paciente con diagnostico de MM de tipo IgA-kappa en recaida y rescate
- con daratumumab.

a) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado,

donde se observa la presencia del componente monoclonal en la fraccién beta-2

globulinas, que se caracterizé por inmunofijaciéon como de tipo IgA-kappa, mos-

trando la recaida del MM.
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b) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado. Fijacion en acetato de
celulosa gelatinizado manual cuando comienza tratamiento con daratumumab/dexametasona. Se observa
en el proteinograma sérico una nueva banda homogénea en el sector lento de la zona de las gammaglo-
bulinas. Al realizar la inmunofijacion se identifica como de tipo IgG-kappa y ausencia del componente
monoclonal original IgA-kappa en beta. El paciente alcanza la remisiéon completa de la enfermedad y se
observa la interferencia del anticuerpo monoclonal terapéutico daratumumab, debido a la banda de preci-
pitacion de tipo monoclonal frente a anti IgG-kappa correspondiente.

La relevancia de dicha interferencia es que tiene
el potencial de indicar falsamente un grado de res-
puesta deficiente a la terapia, sobre todo en aque-
llos casos en que el CM original es del mismo tipo
inmunoldgico (IgG-kappa) y tiene igual movilidad
electroforética en el PROT que el anticuerpo tera-
péutico®. La posibilidad de superponer, en PROT
realizados por electroforesis capilar, los perfiles del
paciente en ingresos anteriores a comenzar el tra-
tamiento, sobre los nuevos controles, nos permiten
comparar movilidades e identidades y descartar la
interferencia.

Dado los criterios de grupo de trabajo internacio-
nal sobre el MM (IMWG) para evaluar la calidad de
respuesta al tratamiento aplicado resulta fundamen-
tal que la banda monoclonal proporcionada por el
anticuerpo terapéutico no se confunda con el CM
original del paciente. Aunque la interferencia no se
circunscribe exclusivamente al daratumumab (an-
ticuerpo monoclonal anti-CD38 IgGl-x), ya que
también se observa en tratamientos con elotuzumab
e isatuximab, se ha desarrollado un ensayo de IFx
especifico para anularla, llamado DIRA, pero el mis-
mo no se encuentra disponible en nuestro pais®".

En nuestra experiencia llevamos realizado el se-
guimiento de 89 pacientes tratados con daratumu-
mab, 3 con elotuzumab y 3 con isatuximab, de alli
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la importancia de que el bioquimico esté informado
respecto del tratamiento que reciben sus pacientes y
sea consciente de que la presencia de una nueva ban-
da con movilidad de migracion en la region de las
gammaglobulinas, de 0,10 gr/dL de concentracién
aproximada en el PROT vy tipificada como IgG-ka-
ppa por IFx puede derivar del tratamiento con anti-
cuerpos terapéuticos y asi expresarlo en los informes
de laboratorio entregados.

Mas recientemente se comenz6 a estudiar el uso
de la técnica de espectrometria de masa (EM) para
la deteccion e identificacién de las GM. Como cues-
tiones negativas para su accesibilidad en los labo-
ratorios de andlisis clinicos podriamos citar su alto
costo, que viene dado por la necesidad de contar
con el equipamiento necesario y realizar, previo al
analisis, una purificacion de las cadenas pesadas y
livianas de las inmunoglobulinas en las muestras.
La misma consiste en cinco incubaciones del suero
del paciente con microparticulas magnéticas recu-
biertas de anticuerpos anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM,
anti-kappa y anti-lambda (a las que pueden adicio-
narse dos incubaciones mds, con anti-kappa libre y
anti-lambda libre, para obtener mayor sensibilidad),
los posteriores lavados y la re-suspension de los pu-
rificados.

Se suma como dificultad la necesidad de contar
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con el procesamiento de la muestra al momento del
diagndstico, para poder conocer el nimero de masa
especifico del CM del paciente y asi poder evaluar
en controles posteriores la presencia o no del mismo
en el espectro y establecer la respuesta terapéutica
alcanzada.

Por otro lado, cabe mencionar que la automati-
zacion de los procesos es total y la sofisticacion del
programa informatico del equipo permite la inter-
pretacion objetiva de los resultados. En cuanto a su
utilidad clinica, hay estudios que revelan que la po-
sibilidad de detectar la glicosilacion de las cadenas
livianas del CM en pacientes con GMSI mediante
EM, permite aportar un potente factor de riesgo de
progresion a amiloidosis, MM u otra discrasia de cé-
lulas plasmaticas®?.

Esta en estudio continuo la mayor sensibilidad de
la EM y su posible aporte, en comparacién con la IFx
y la CE para determinar la calidad de la respuesta al
tratamiento alcanzada por los pacientes y, con ello,
la posterior toma de decision médica. En este sen-
tido hay estudios que demuestran que el valor pre-
dictivo negativo de la EM respecto de la enfermedad
minima residual (EMR) por CF en pacientes con
MM después del TAMO vy al final de la consolida-
cion se acerca al 90%, con una sensibilidad también
del 90%. Esto significa que el 90% de los pacientes
que eran negativos por EM también lo eran para
EMR por CE Pero, segun los autores, el 10% de los
pacientes que tenian un CM en la EM, con resul-
tados de EMR negativa por CFE, podrian ser o bien
falsos negativos debido a la distribucién parcheada
del MM en médula 6sea, o deberse a la presencia de
enfermedad extramedular, que impide su identifica-
cion en médula®.

Finalmente, el estudio de EM permite diferenciar
la presencia de los anticuerpos monoclonales tera-
péuticos del CM original del paciente, ya que pre-
sentan un nimero de masa diferente y se ubican, por
lo tanto, en otro lugar del espectro.

La pandemia de COVID-19 tampoco pasé desa-
percibida respecto de la aparicion de interferencias
de bandas homogéneas en el PROT, especialmen-
te relevantes en pacientes con diagndstico previo
de GM. Asi, es posible mencionar, como parte de
nuestra experiencia, el ejemplo de un paciente de
57 afnos y diagnostico de MM de tipo IgG-kappa.
El mismo fue tratado con TAMO, logrando RC en
abril de 2021. En su control de agosto del mismo
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afo present6 una banda homogénea de 0,70 gr/dL
en la zona gamma del PROT, en un lugar de movi-
lidad diferente que su CM original. La misma fue
caracterizada como de tipo IgG-lambda por IFx,
permaneciendo el paciente en RC de su MM dada
la ausencia de su CM IgG-kappa. Podemos inferir
que este hallazgo se trat6é de una interferencia, por
estar cursando la enfermedad COVID-19 de recien-
te diagndstico, ya que en la actualidad se encuentra
sin mayores complicaciones, sin la interferencia en
el PROT y contintia en RC de su MM por IFx.

Reflexiones finales

A la luz de lo antes desarrollado, antes de informar
los resultados de la IFx en los diversos liquidos bio-
légicos de los pacientes estudiados, es indispensable
evaluarlos clinica y metroldgicamente para asegurar
la coherencia con informes previos, el diagndstico
presuntivo y su historia clinica.

Una vez que se haya validado la serie analitica me-
diante los resultados del esquema de control interno
y del informe de errores emitidos por el instrumen-
tal o reportado por el personal, se procede a la vali-
dacién bioquimica y clinica. También es convenien-
te un seguimiento estadistico de la proporciéon de
resultados anormales'V.

La validacién bioquimica implica conocer el com-
portamiento de los analitos en forma individual y en
conjunto con otros, asociados en un perfil de labo-
ratorio, y asi emitir un informe completo y comple-
mentario de todas las pruebas. Por ejemplo, el estu-
dio de las GM implica un perfil que suele incluir el
PROT, la cuantificaciéon de inmunoglobulinas IgM,
IgA e IgG, IFx, cuantificacion de B2 microglobulina
y sFLC en suero.

Finalmente, la validacion clinica del resultado ob-
tenido implica la coherencia de los mismos en fun-
cidén de la historia clinica. debiendo ser compatibles
con el estado del paciente, su historia analitica pre-
via y/o el tratamiento al que estd siendo sometido.
De ahi que es aconsejable realizar los seguimientos
de los pacientes en un mismo laboratorio de andlisis
clinicos.

Por lo antes mencionado, queda claro que a la co-
rrecta realizacion analitica de la IFx se suma la nece-
sidad de contar para su interpretacion con los datos
del paciente. Esto serd lo que permita discernir si
los resultados emitidos tienen valor diagndstico, va-
lor prondstico, si estamos en momentos de evaluar
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RC de la enfermedad ante una terapia recibida o si
estamos frente a la ocurrencia de una recaida bio-
quimica de la enfermedad. Ademas, podemos estar
advirtiendo respecto de la presencia de BO en pa-
cientes con MM (parametro de buen prondstico tar-
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Resumen

Se describe el caso de un paciente pediatrico con
leucemia linfoblastica aguda T (LLA-T) que duran-
te su tratamiento presenta sintomas neuroldgicos
como efecto adverso asociado a la quimioterapia.
Se discuten los posibles diagnosticos diferenciales,
diagnostico y conducta terapéutica a seguir.

Abstract

We present a case of a pediatric patient with T-acu-
te lymphoblastic leukemia (T-ALL) who presented
neurological symptoms as an adverse effect associa-
ted with chemotherapy. We discussed the possible
differential diagnoses, diagnosis and therapeutic
conduct to follow.

Paciente de sexo masculino, de 10 afios de edad, sin
antecedentes previos, que consulta por adenopatias
cervicales bilaterales, sin respuesta al tratamiento
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antibidtico via oral. Posteriormente agrega dificul-
tad respiratoria, motivo por el cual concurre a nues-
tra instituciéon. A su ingreso se realiza laboratorio
completo que evidencia leucocitosis (GB: 89.100/
mm3) con 63% de blastos, hemoglobina y plaque-
tas normales. Tomografia (TAC) de cuello y térax
sin contraste en donde se visualiza una masa sélida,
heterogénea a nivel del mediastino anterosuperior y
adenomegalias cervicales bilaterales y mediastina-
les.

Diagnostico y estadificacion:

Se realiza puncién aspiraciéon de médula Osea
(PAMO), que evidencia infiltracién del 96% por lin-
foblastos L1, acido periddico de Schiff positivo gra-
nular fino y mieloperoxidasa negativa. Citometria
de flujo: CD7 +/- (56%), CD5+, CD2+, CD3cit+,
CD10+/-(80%), CD79a-, MPO-. Biologia molecu-
lar: negativa. Citogenético: 46 XY [20].
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FOCO NEUROLOGICO EN PACIENTE PEDIATRICO CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Para completar estadificacion, se realiza TAC de sis-
tema nervioso central (SNC) y fondo de ojo dentro
de pardmetros normales. Puncion lumbar (PL): ca-
mara y citocentrifugado de LCR (CytoSpin) sin cé-
lulas patologicas.

El paciente inicia tratamiento segin protocolo
ALLIC-GATLA 2010. Presenta buena respuesta a
la prednisona en el dia 8 (413 blastos), enfermedad
minima residual (EMR) dia 15 positiva (1.2%) y dia
33 EMR negativa. Se asume paciente con LLA-T, sta-
tus I de SNC, riesgo intermedio por edad, glébulos
blancos al diagndstico y respuesta al dia 15.

Complicaciones durante el tratamiento:

Seguin protocolo recibe cuatro dosis de metotrexate
(MTX) a 5 gr/m?* en infusién continua de 24 horas
acompanado de PL con MTX (12 mg) y dexameta-
sona intratecal, con la correspondiente hiperhidra-
tacidn, alcalinizacion y rescates con leucovorina. Las
primeras tres infusiones no presentan complicacio-
nes. Durante la cuarta presenta eliminacion lenta del
MTX, por lo que requiere dosajes hasta la hora 72
(Tabla 1), manteniendo tension arterial y funcién
renal normal.

Ocho dias después de la infusion de la cuarta dosis
de MTX, consulta en guardia por episodio de disar-
tria de dos horas de evolucion, sin otros sintomas
acompanantes, afebril, normotenso, con recupera-
cion ad integrum en las primeras 24 horas. Se realiza
hemograma que evidencia leucopenia (GB 4.000/
mm®), sin neutropenia y plaquetopenia (82.000/
mm?). Laboratorio con reactantes de fase aguda,
coagulograma, fibrindgeno, dimero D y PDF dentro
de parametros normales.

Se solicita resonancia magnética (RMN) de SNC
con contraste. En la difusion se observa en sustan-
cia blanca profunda de la circunvolucion precentral
izquierda, area bien circunscrita de restriccion. El
mapa ADC muestra la hipointeintensidad corres-
pondiente. Dicho hallazgo carece de expresiéon en

FLAIR. Iméagenes compatibles con edema citotdxico
por evento isquémico (Figura 1). Se complementa
estudio con angioRMN de vasos intracerebrales,
cuyo resultado no esta disponible en ese momento.
Luego de una mejoria del cuadro clinico inicial, a las
24 horas evoluciona desfavorablemente con reagu-
dizacién de la clinica, evidenciandose una paralisis
central derecha, afasia de expresion y disartria. Se
solicita TAC SNC que no evidencia focos de sangra-
do activo, ni cambios en la atenuacion cerebral nor-
mal. Se realiza PL con citocentrifugado (CytoSpin),
citoquimico y cultivos de LCR negativos.

Dado que presenta RMN de SNC que evidencia una
lesién isquémica, TAC de SNC sin sangrado, an-
gioRMN SNC cuyo informe atin no estd disponible,
se decide iniciar tratamiento con heparina de bajo
peso molecular (HBPM) 110 Ul/kg cada 12 horas y
solicitar ecocardiograma y eco doppler de vasos de
cuello a fin de descartar fuente embdlica que pudie-
se estar asociada al cuadro.

Discusion del caso. Diagnosticos diferenciales en
paciente con foco neuroldgico recibiendo quimio-
terapia.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neo-
plasia maligna mas frecuente en pediatria. Con la
estrategia de terapia adaptada al riesgo y la intensi-
ficacion de poliquimioterapia sistémica e intratecal
(IT), en las ultimas dos décadas los paises desarro-
llados logran sobrevidas mayores al 90%". La inten-
sificacion de la terapia dirigida al SNC aumenta el
riesgo de toxicidad®.

Las complicaciones neuroldgicas mas comunes
son: leucoencefalopatia posterior reversible (PRES),
sindrome simil ACV isquémico (“stroke like”) aso-
ciado a MTX, trombosis de seno venoso y ACV is-
quémico/hemorragico®.

La neurotoxicidad aguda y subaguda relacionada
con el MTX es un efecto adverso bien documenta-
do, a pesar de los rescates con leucovorina. Entre el

Tabla 1. Dosajes de MTX.

Hora Nivel plasmatico (umol/l)
Hora 24 13,19 umol/l
Hora 42 0,93 umol/l
Hora 48 0,7 umol/l
Hora 54 0,64 umol/l
Hora 72 0,25 umol/1
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Figura 1. RMN de SNC con contraste: en la técnica de difusion se observa en sustancia blanca profunda
de la circunvolucion pre central izquierda un area bien circunscripta de restriccion. El mapa ADC muestra
la hipointeintensidad correspondiente. Dicho hallazgo carece de expresiéon en FLAIR.

3%y el 11% de los pacientes que reciben MTX desa-
rrollan sintomas asociados a neurotoxicidad“®, con
presentacion clinica variable. La mediana de tiem-
po desde el diagndstico de LLA hasta el inicio de la
neurotoxicidad es de 4 meses (rango 0 - 19 meses)®
y tipicamente ocurre entre 3 a 11 dias posteriores a
la administracion sistémica o intratecal de MTX"®),

Leucoencefalopatia posterior reversible

La leucoencefalopatia posterior reversible (PRES)
es un sindrome clinico-radiolégico definido segun
los criterios de Ponte de Legno como la presencia
de: cefalea transitoria, confusién, convulsiones y/o
alteraciones visuales, asociados a alteraciones espe-
cificas en la RMN de SNC®.

Suincidencia en LLA pediatrica varia entre 1,6% y
4,5% y usualmente ocurre durante los primeros tres
meses de tratamiento®!'V. Si bien se han identifica-
do multiples factores de riesgo asociados al desarro-
llo de PRES, su fisiopatologia aun es controvertida.
Una teoria es que la hipertension arterial altera la
capacidad de los mecanismos autorreguladores de la
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vasculatura cerebral, lo que conduce a la extravasa-
cion de liquido en el parénquima cerebral y genera
edema vasogénico!'?.

Los sintomas neuroldgicos de PRES se pueden
manifestar en forma aguda o subaguda. La presenta-
cion clinica tipica incluye: déficit neuroldgico focal,
déficit de la agudeza visual, signos y sintomas secun-
darios a la hipertension endocraneal como cefalea,
nauseas, vomitos o diplopia. Otras formas clinicas
menos frecuentes son: hemiparesia, ataxia, temblor,
dismetria y disdiadococinesia®.

Las convulsiones son la manifestacion clinica mas
frecuente, seguida de la alteracion del sensorio, cefa-
lea y alteracion visual, asociadas a hipertension arte-
rial 1M1+19, Afecta tipicamente la region parieto-oc-
cipital, aunque puede involucrar otras areas, como
el 16bulo frontal, temporal y fosa posterior'*19. La
RMN SNC (imagen de eleccién) muestra hiperin-
tensidad en T2 (edema vasogénico) afectando pre-
dominantemente la sustancia blanca. Eventualmen-
te puede mostrar signos de restriccion en la difusion,
hemorragia intracraneal y vasoconstriccion”'#).
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Sindrome simil ACV isquémico

El consenso de Ponte di Legno define al simil ACV
isquémico asociado a MTX como un sindrome que
incluye las siguientes caracteristicas: signos clinicos
de déficit neuroldgico (paresia o paralisis), afasia o
disartria, alteracién del sensorio y/o convulsiones
(éstas ultimas siempre acompanadas de al menos
uno de los otros sintomas); cambios caracteristicos
en la sustancia blanca en la RMN y no tener otra
causa que lo justifique®.

Dicha presentacion debe ocurrir dentro de los 21
dias posteriores a la administracion intratecal o sis-
témica de MTX®. El curso clinico es fluctuante, con
resolucion completa del mismo en aproximadamen-
te una semana®".

Si bien actualmente no hay una incidencia reporta-
da, existen publicaciones de casos de neurotoxicidad
que se presentan como sindrome simil ACV isqué-
mico. En el protocolo Total XV (St Jude) 14 de 369
pacientes presentaron complicaciones neuroldgicas y
de ellos 6 con sindrome simil ACV isquémico®. En
el ensayo de UKALL 2013, 31 pacientes presentaron
sindrome simil ACV isquémico (de 90 encuestas).

La fisiopatologia es poco clara, se cree que es mul-
tifactorial. Existiria una alteracién en la homeostasis
de los folatos en el SNC y/o un dafio neuronal direc-
to®*?V, La inhibicién de la dihidrofolato reductasa
(DHEFR) generaria afectacion de la sintesis de mielina;
aumento de los niveles de homocisteina en plasma y
LCR. Esto genera toxicidad directa sobre el endotelio
vascular. Estos metabolitos son agonistas del NMDA,
disminuyendo la S-adenosilmetionina, que intervie-
ne en el mantenimiento de la vaina de mielina®>*?.

Los factores de riesgo identificados para el desa-
rrollo de neurotoxicidad fueron: edad mayor a 10
afos, origen hispano, aumento de aspartato amino-
transferasa sérica (grado 3) en induccién/consolida-
cion, y la administracién concomitante con ciclofos-
famida y citarabina sistémica®**!?.

El diagnostico en fase aguda se realiza con RMN
de SNC con difusion®. Se observa en la sustancia
blanca profunda (principalmente frontal y parietal)
lesiones evidentes en difusion (edema citotoxico que
restringe en difusion) y en el mapa del coeficiente
de difusién aparente (ADC), con poca expresion en
FLAIR y T2®%?7), Las alteraciones observadas en la
difusién pueden ser transitorias, por tal motivo una
RMN normal no excluye el diagnéstico de neuro-
toxicidad por MTX®). La TAC SNC en general no
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es necesario realizarla, excepto en casos de sintomas
sugestivos de sangrado.

Eventos trombdticos asociados a quimioterapia
Otras complicaciones neuroldgicas en los pacientes
con LLA que reciben tratamiento con corticoides y
L-asparaginasa, son los eventos trombéticos. Su inci-
dencia varia del 1% al 36% en los diferentes estudios,
dependiendo de la edad, protocolos de tratamiento
utilizados, si se trata de una trombosis sintomatica o
asintomdtica y el método de tamizaje utilizado®**).
En cuanto a la localizacién, segun un metanalisis de
estudios prospectivos realizado por Caruso et al. se
encontré que dentro de los eventos trombéticos, el
53% presentd trombosis a nivel de SNC®?. Los even-
tos tromboembolicos cerebrovasculares (accidentes
cerebrovasculares: ACV) son definidos como trastor-
nos vasculares que determinan un déficit neurolégico
que dura mas de 24 horas®?. La trombosis vascular
es responsable del ACV isquémico, puede ser arterial
(stroke) o por trombosis del seno venoso®?.

Segtin un estudio multicéntrico retrospectivo que
incluyé 2318 pacientes tratados segun el protocolo
AEIOP 1991-1995, la prevalencia de ACV isquémi-
co sintomatico fue del 0,47%, y todos se presentaron
con trombosis de seno venoso, la mayoria de los ca-
sos ocurrieron en induccién, con una mediana de
edad de 9 afos (rango: 4 a 16 afios)®?. Segtin otros
estudios, la incidencia de trombosis de seno venoso
es de 1,1% al 2,9%¢****%. La forma de presentacion
mas frecuente es un déficit neurolégico agudo, con-
vulsiones y cefalea.

Se han descrito multiples factores de riesgo para el
desarrollo de trombosis, entre ellos se encuentran: la
edad (10 a 18 afios), la utilizaciéon de L-asparaginasa
(derivadas de E. Coli mayor riesgo que Erwinia) y el
uso concomitante con corticoides®**>).

Para su diagnoéstico y seguimiento, el patrén oro
es la RMN con y sin contraste®?. En la TAC, los sig-
nos directos e indirectos de trombosis de seno veno-
so estan bien documentados pero a menudo no se
identifican de inmediato®”. La RMN es mds sensible
que la TAC para el diagnéstico de infarto cerebral
dentro de las primeras 24 horas e igualmente precisa
para el diagndstico de hemorragia. Por tal motivo,
ante la sospecha de una trombosis de seno venoso
en nifos, la RMN con y sin contraste debe realizarse
lo antes posible, de no poder realizarla, la TAC es
obligatoria para excluir sangrado®".
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Continuacion del caso clinico: diagndstico y tra-
tamiento

El paciente evoluciona favorablemente con resolu-
cion completa de los sintomas neuroldgicos a las 48
horas. Se recibe informe de la angioRMN de vasos
intracerebrales, solicitada previamente, que no evi-
dencia compromiso vascular, trombosis o estenosis
en vasos de mediano y gran calibre. Ecocardiograma
y eco doppler de vasos de cuello dentro de parame-
tros normales. Con una RMN de SNC que evidencia
una lesion en sustancia blanca profunda de la cir-
cunvolucién precentral izquierda que restringen en
difusién y habiendo descartado sangrado y causa
embolica, y con la evolucién clinica del paciente, se
asume como sindrome simil ACV isquémico asocia-
do a MTX. Se decide suspender el tratamiento con
HBPM vy continuar la quimioterapia segtin protoco-
lo. El paciente finalizd el tratamiento habiendo reali-
zado todas las PL correspondientes con la aplicacion
IT de MTX, sin presentar nuevo episodio. Actual-
mente se encuentra fuera de tratamiento desde hace
8 meses en remision completa y sin secuelas.

:Cuando y como continuar el tratamiento?

Si bien la optimizacion de los tratamientos ha per-
mitido sustituir en muchos casos la radioterapia cra-
neal, la neurotoxicidad contintia siendo una causa
frecuente de morbilidad y retraso en la continuidad
de los tratamientos®. Los sintomas neuroldgicos
frecuentemente son transitorios, con resolucién
completa de los mismos al cabo de pocos dias. Sin
embargo, en un pequeiio grupo de pacientes con
sindrome simil ACV isquémico, la recuperacién
puede llevar meses intensos de rehabilitacion hasta
la recuperacion completa®. La omision del MTX
como terapia dirigida al SNC después de un episo-
dio de neurotoxicidad, aumenta el riesgo de recaida
en SNC. Segun una cohorte australiana que inclu-
yo6 1251 pacientes, la incidencia acumulada de re-
caida en el SNC aument6 en aquellos nifios en los
que se omiti6 la administraciéon de MTX intratecal
luego de un episodio de neurotoxicidad, comparado
con aquellos que continuaron con MTX intratecal
durante todo el tratamiento (P=0,047). La sobre-
vida libre de recaidas en el SNC a 5 afios fue del
89,2+4,6% cuando se interrumpié el MTX intratecal
frente a 95,4+0,6% cuando se continué con MTX
intratecal, y la recurrencia de la neurotoxicidad por
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MTX fue baja (12,9%) luego de la reexposicion(®:
Estos datos demuestran la importancia de continuar
el tratamiento con MTX. Mudltiples estudios han
demostrado que es posible la re exposicion al MTX
después del primer episodio de neurotoxicidad, y
entre el 82% y el 92% de los pacientes no presentan
recurrencia de los sintomas®®'. Por tal motivo, la
administracion de MTX sélo debe suspenderse has-
ta la recuperacion clinica, habitualmente menos de
7 dias, solo para unos pocos pacientes esto deberia
implicar un retraso de 1 a 2 semanas de tratamien-
to®). Los cambios en la sustancia blanca pueden
persistir en el tiempo, por lo que no deberia esperar-
se la resolucion de la RMN para la nueva exposicion
al MTX®),

Para la re exposicién no existen estudios rando-
mizados que evalten el beneficio de una profilaxis
secundaria. Sin embargo se sabe que existe una
fuerte evidencia clinica de que la administracion de
leucovorina disminuye la incidencia de neurotoxici-
dad asociada a MTX®*. Una opcién seria utilizar
dos rescates con leucovorina (5 mg/m?*/dosis) en ho-
ras 24 y 30 luego de la administracion intratecal de
MTX. Dichos rescates no se realizan indefinidamen-
te si el paciente no vuelve a presentar episodios®.

Debido a la poca frecuencia de la recurrencia ante
una nueva exposicion a la droga, no existen guias
que evalden la continuidad del tratamiento con
MTX. En el estudio de UKALL 2003, 4 pacientes
fueron re expuestos a MTX después de un segun-
do episodio simil ACV isquémico con recuperacion
completa. De éstos, 3 pacientes toleraron adecuada-
mente el tratamiento y 1 paciente presentd un déficit
neuroldgico permanente!’?. En estos casos debe rea-
lizarse un enfoque individualizado evaluando ries-
go/beneficio de cada paciente.

Conclusiones

Podemos concluir que: dentro de la neurotoxicidad
asociada a MTX, la presentaciéon como PRES es lo
mas frecuente. El sindrome simil ACV isquémico
es una complicaciéon subaguda poco frecuente, por
lo que debemos tener un alto indice de sospecha
para solicitar los estudios complementarios y des-
cartar otras etiologias que requieran un tratamiento
especifico. Habitualmente es reversible y no contra-
indica la continuidad del tratamiento intratecal o
sistémico con MTX.
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Resumen

Presentamos el caso de un niflo de 9 afos con he-
mofilia A e inhibidores de alto titulo, con criterios de
respuesta posterior a inmunotolerancia (ITI) aso-
ciado a emicizumab. Esta estrategia contribuy6 a un
mejor control de los sangrados, permitio intensificar
el régimen de fisioterapia y favoreci6 en su calidad
de vida.

En el Ecuador la realizacion de la inmunotolerancia
conlleva una serie de dificultades: costos elevados,
provision del factor de forma ininterrumpida, con-
formacion de un equipo multidisciplinario, labora-
torios que se encarguen de la titulacién de inhibido-
res, o la autorizacion para el uso de farmacos que no
se encuentran en el cuadro nacional de regulacion.
Debemos establecer cudl es el mejor perfil clinico de
aplicacion y el impacto econdmico de estas terapias
innovadoras (emicizumab, concizumab, fitusiran),
sobre todo en nuestro medio, en el que la accesibili-
dad a los farmacos es compleja y la optimizacion de
recursos es la norma.
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Abstract

We present the case of a 9-year-old boy with hemo-
philia A and high titer inhibitors, with post-immu-
notolerance induction response criteria (ITI) associ-
ated with emicizumab. This strategy contributed to
a better control of bleeding, allowed to intensify the
physical rehabilitation regimen and notably favored
his quality of life.

In Ecuador, carrying out immunotolerance entails a
series of difficulties: high costs, uninterrupted pro-
vision of the factor, formation of a multidisciplinary
team, laboratories that are responsible for the titra-
tion of inhibitors, or the authorization for the use of
drugs that are not in the national regulatory frame-
work.

We must establish the best clinical application pro-
file and the economic impact of these innovative
therapies (emicizumab, concizumab, fitusiran); es-
pecially in our environment, in which accessibility
to drugs is complex and optimization of resources
is the norm.
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Introduccion

Tomando como referencia el Informe del Sondeo
Mundial Anual 2020 de la Federaciéon Mundial de
Hemofilia (WFH) publicado en octubre 2021, en el
Ecuador, con una poblacion de 17.643.060 de habi-
tantes, existen 1708 casos con hemofilia, 99 casos con
enfermedad de von Willebrand y 7 casos con otros
trastornos de la coagulacion. Dentro del grupo de he-
mofilia A, 21 pacientes se encuentran con inhibidores
activos, y existe un registro de 2 nuevos casos de inhi-
bidores en relacién a la notificacion previa.

En el Ecuador la realizacion de la inmunotolerancia
en los pacientes con hemofilia e inhibidores conlleva
una serie de dificultades: costos elevados, provision
del factor de forma ininterrumpida, conformacién
de un equipo multidisciplinario, laboratorios que se
encarguen de la titulacion de inhibidores, o la auto-
rizacion para el uso de firmacos que no se encuen-
tran en el cuadro nacional de regulacién.

El advenimiento de las terapias no factor estd susci-
tando una reevaluacion de conceptos en hemofilia
en sus diversos ambitos, a tal grado de cuestionarnos
silaITI es atil y aplicable, o si es el fin de la era de los
concentrados de factor®®. Justamente en los pacien-
tes con hemofilia A e inhibidores que fracasan o no
se someten a ITI, la WFH recomienda la profilaxis
con emicizumab sobre los agentes bypass®.

Uno de los argumentos a favor de erradicar el in-
hibidor se basa en que los pacientes que reciben
emicizumab son requirentes en algiin momento de
tratamiento hemostatico, bien sea para el control de
hemorragias, traumatismos o cirugfas®?.
Emicizumab es un anticuerpo monoclonal biespeci-
fico, humanizado, que une el FIX activado y el factor
X (FX), dando como resultado la generaciéon de FX
activado (FXa), que luego cataliza la formacion de
trombina a partir de la protrombina™®.

La FDA y la EMA, fundamentados en los ensayos
clinicos HAVEN 1-4, aprobaron el uso de emici-
zumab como profilaxis en hemofilia A (con y sin
inhibidores), tanto en adultos/adolescentes (>12
afos) como en pedidtricos (<12 afios)?. En los
analisis primarios como en el seguimiento a largo
plazo, emicizumab generd reducciones estadistica y
clinicamente significativas en las tasas de hemorra-
gia anuales, comparado con la profilaxis con factor
VIII (en pacientes sin inhibidores) y con agentes
bypass (en pacientes con inhibidores). Estos ensayos
excluyeron pacientes en ITIL.
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Caso clinico

Niflo de 9 afios con hemofilia A con inhibidores de

titulo alto con el siguiente historial:

« Diagnostico de hemofilia A severa a los 8 meses de
edad (por presencia de hematomas en la ingle de
aparicion espontdnea).

o Profilaxis con factor VIII plasmatico: 25 UI/Kg
2-3 veces por semana (de forma escalonada) al
afio de edad aproximadamente.

o Deteccion de inhibidor: 239 UB (marzo 2014) a
los 2 afios de edad.

« Antecedentes familiares: ninguno

Examen fisico (valoracién por Reumatologia/Fisia-

tria):

o Arco cervical conservado, rangos conservados en
cintura escapular. EVA dolor 10/10. Presencia de
sinovitis en rodilla izquierda y articulaciones ti-
bioastragalinas (bilateral). DAS28: 4,26 (actividad
moderada). HAQ: 1.50 (capacidad funcional afec-
tada severamente). Marcha asistida con muleta
axilar derecha (se desplazaba en silla de ruedas).
Escala funcional IV.

« Rodilla izquierda: en flexién con amplitudes arti-
culares, flexion 105 grados/extension -35 grados.
Deformidad en flexion de la rodilla izquierda de
20 grados.

« Rodilla derecha: flexiéon 120 grados/extensién 0
grados, dolor a la palpacién en rodilla izquierda y
en tobillo izquierdo, con flexién dorsal de 10 gra-
dos y plantar de 10 grados.

o Articulaciones diana: rodilla izquierda.

» Puntaje de salud articular para la hemofilia
(HJHS): 33.

« Puntaje de Independencia Funcional en Hemofilia
(FISH): 14.

Evolucién previo a inicio de inmunotolerancia:

1) Sangrados articulares con requerimiento hospi-
talario: 4-8 sangrados por aflo con manejo con
factor VIla recombinante (rFVIIa) a dosis de 90
ug/Kg cada 2-3 horas hasta control del evento.

2) Manejo de vias: cdmara implantable venosa (2015)
con retiro por infeccion por K. pneumoniae, ca-
mara implantable venosa (2016) con retiro por
infeccion por Haemophilus haemolyticus. Port a
Cath (2016 hasta la actualidad).

3) Internacién en UCI pediatrico por neumonia de
la comunidad con criterios de severidad (2016).
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4) Se realizé radiosinoviortesis (2 en la rodilla iz-
quierda, y 1 en el tobillo izquierdo) en Brasil.

Inmunotolerancia:

« Fecha de inicio: marzo 2019 (edad: 6 afios).

« Tipo de producto: factor VIII plasmatico.

« Esquema de ITI: 100 UI/Kg/dia (3 veces por se-
mana).

« Titulo de inhibidor (pico histérico) previo al ini-
cio de ITI: 239 UB (marzo 2014).

o Titulo de inhibidor previo al inicio de ITI: 3.60
UB.

« Tiempo desde la deteccion del inhibidor hasta el
inicio de ITI: 5 afios.

« Via de acceso inicial: Port a Cath.

Evolucién durante la ITI:

1) Se gener6 una reacciéon anamneésica al inicio, con
una titulacidon de inhibidores de 153 UB con pos-
terior descenso (Figura 1).

2) Presentd 3 episodios de hemartrosis con inter-
nacion hospitalaria con manejo con factor VIla
recombinante VIIa (rFVIIa) a dosis de 90 ug/Kg
cada 2-3 horas hasta control del evento.

En junio del 2021 bajo autorizacién ministerial se

inici6 el tratamiento con emicizumab:

o Presentacion: ampollas 30 mg/ml, ampollas 105

mg/0.7 cc.

 Dosis de carga: 3 mg/Kg cada semana por 4 se-

manas.

« Dosis de mantenimiento: 3 mg/kg c/15 dias.

 Reaccion: eritema.

Resultados de laboratorio posterior a inicio de emici-

zumab:

o Inhibidores o anticuerpos anti-factor VIII cromo-
génico: 0.4 UB (0-0-6 UB) (enero 2022).

o Inhibidores o anticuerpos anti-factor VIII cromo-
génico: 0.3 UB (0-0-6 UB) (marzo 2022).

« Dosificacion factor VIII cromogénico bovino: 53.2
UI/dL (60 - 168 UI/dL) (marzo 2022) (valoracion
farmacocinética).

Discusion

Nuestro paciente, previo a la ITI, exhibi6 factores
predictivos de alto riesgo y de pobre prondstico®.
A dia de hoy las recomendaciones son de establecer
la ITT apenas se detecte el inhibidor independiente-
mente del titulo®.

En marzo del 2019 se comenzo el tratamiento con el
mismo producto con el cual se desarrollaron los in-
hibidores, presentando reducciones cercanas al 20%
en las titulaciones realizadas en cada periodo de 3-6
meses, pero con repuntes posteriores a cada episo-
dio de hemartrosis.

Los cuadros emergentes se manejaron con factor
VIla recombinante (rFVIIa), con el impedimento de
su uso para profilaxis.

En junio del 2021, bajo autorizacién ministerial, se
incorpor6 emicizumab a la ITI. Durante las dosis
de carga presento eritema en la zona de aplicacion
con resolucion posterior, y el intervalo en la dosis
de mantenimiento se instaurd en base al peso y a
la presentacion de las ampollas, con la finalidad de
optimizarlas. Esta estrategia contribuyé a un mejor

Figura 1.
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control de los sangrados, lo que permiti6 intensificar
el régimen de fisioterapia (HJHS: 12) y, por ende, fa-
vorecid su calidad de vida (FISH: 27).
El Protocolo Atlanta fue uno de los primeros tra-
bajos que implementd la profilaxis de emicizumab
asociado a ITI a bajas dosis®, esquema aplicable a
nuestros sistemas sanitarios por las ventajas que nos
puede otorgar (reduccién de costos, limitacién en el
uso de catéteres venosos centrales), pero requirente
de trabajos a mayor escala para corroborar sus re-
sultados. Entre los estudios en curso se encuentra
MOTIVATE e INHIBIT.
Emicizumab interfiere tanto en la medicién del FVI-
IT:C como del inhibidor del factor VIII, aconsejan-
dose el analisis de Bethesda cromogénico del factor
VIII bovino. En el Ecuador estamos desprovisto de
esta metodologia, por lo que las muestras fueron
procesadas en Colombia‘®.
En marzo del 2022 nuestro paciente cumplimentd
criterios de respuesta completa de tolerancia in-
munolégica. El enfoque tradicional posterior es la
reduccion gradual del factor VIII, tanto en la dosis
como en frecuencia, pero en el escenario suscitado,
nos conlleva a plantear las siguientes interrogantes:
o ;Se debe mantener la profilaxis con emicizumab?
« ;Se debe mantener la profilaxis con emicizumab y
factor VIII a bajas dosis?
o ;Puede generarse la recurrencia del inhibidor al
suprimirse la administracion del factor VIII??
Existen trabajos en progreso, como el PRIORITY,
que aleatoriza pacientes con inhibidor de alto titu-
lo que hayan respondido a ITT a recibir solo emi-
cizumab o emicizumab mas FVIII semanal (50 UI/
Kg). Al igual que propuestas como la del grupo FIT,
que sugiere conservar el emicizumab con el factor
VIII con un minimo de infusiones con frecuencia

CASO CLINICO

semanal al menos por 6 meses; y posteriormente de
manera quincenal por otros 6 meses®.

Dado la carencia de evidencia al respecto, prosegui-
mos con el emicizumab y establecimos disminuir las
dosis de factor VIII hasta una pauta intermedia de
profilaxis (15-25 UI/Kg), asociada a la menor fre-
cuencia posible (1-2 veces por semana), quedando
pendiente precisar la duracion de la estrategia.

Conclusion

Emicizumab y los firmacos rebalanceadores de la
hemostasia estan revolucionando el ambito de la he-
mofilia, lo que ha ampliado el margen de escenarios
clinicos y por ende resulta que tengamos muchas
preguntas sin respuesta de certeza (al menos hasta
que los estudios en desarrollo y la evidencia acumu-
lada nos suministren mejores directrices).
Debemos establecer cual es el mejor perfil clinico de
aplicacion y el impacto econémico de estas terapias,
sobre todo en nuestro medio, en el que la accesibili-
dad a los farmacos es compleja y la optimizacion de
recursos es la norma.
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Resumen

La neoplasia de células dendriticas plasmocitoides o
BPCDN (blastic plasmocytoid dendritic cell neoplasm)
es una patologia hematoldgica maligna poco frecuen-
te y muy agresiva. Afecta con mayor frecuencia al gé-
nero masculino a partir de la sexta década de la vida.
Se manifiesta generalmente con lesiones cutaneas con
posterior compromiso de la médula dsea, sangre peri-
férica y afectacion neuromeningea. Se describe el caso
de un paciente masculino de 73 aflos, con cuadro de
astenia, adinamia, anemia marcada y lesiones en piel
a nivel del torax, compatibles con leucemides. Se rea-
lizaron estudios de citometria de flujo (CF), medulo-
grama, estudio citogenético en médula dsea (MO) y
biopsia de las lesiones cutaneas. El inmunofenotipo
por CF fue compatible con una BPCDN. Se comenzd
tratamiento y actualmente el paciente presenta enfer-
medad minima residual no detectable.
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Summary

Plasmacytoid dendritic cell neoplasm or BPCDN
(blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm) is a
rare and very aggressive malignant hematological
pathology. It affects more frequently the male gender
from the sixth decade of life. It generally manifests
with skin lesions with subsequent involvement of
the bone marrow, peripheral blood and neuromen-
ingeal involvement. We report the case of a 73-year-
old male patient, with asthenia, adynamia, anemia
and skin lesions at the level of the chest that could be
compatible with leukemias. Flow cytometry (CF),
karyotype and morphology in bone marrow, and
biopsy of skin lesions were performed. The CF im-
munophenotype reported a BPCDN. Treatment was
started and the patient currently has undetectable
minimal residual disease.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 86-90, 2022 - https://doi.org/10.48057/hematologa.v26i2.449




NEOPLASIA DE CELULAS DENDRITICAS PLASMOCITOIDES

Introduccion

La neoplasia de células dendriticas o BPCDN, por
sus siglas en inglés, es una neoplasia hematologica
que se caracteriza por su comportamiento agresi-
vo, rapida diseminacion sistémica y una sobrevida
media de 12 a 16 meses. Su incidencia es baja, me-
nos del 1% de las neoplasias malignas, siendo ma-
yor en el género masculino, con relacién de 3:1, y
con mayor prevalencia en la sexta década de vida®.
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son
heterogéneas, si bien su manifestacion mas comuin
es cutanea (64-100%) seguida de compromiso de la
médula 6sea y sangre periférica (60-90%) y ganglios
linfaticos (40-50%). El compromiso del sistema ner-
vioso central es frecuente, se observa en 4 a 9% de
los pacientes al momento del diagndstico y en 17 a
33% de los pacientes con recaida®®. En su forma cu-
tanea representa el 0.7% de los linfomas cutaneos,
mientas que la manifestacion leucémica representa
menos del 0.44% de los casos de leucemia aguda.
Aproximadamente 10-20% de los casos de BPCDN
pueden asociarse a otras neoplasias mieloides, como
leucemia mielomonocitica crénica, sindrome mie-
lodisplésico o leucemia mieloide aguda®.

Las células de la BPDCN se caracterizan por la ex-
presion de CD4, CD56, CD43, CD4RA, HLADR
y antigenos asociados a célula dendritica como
CD123, CD303 (BDCA-2), TCL1A, CD2A y SPIB,
en ausencia de marcadores especificos de otros li-
najes celulares. Se suele observar expresion de CD7,
CD2, CD5, CD36 y CD33 dentro de los antigenos
asociados a linaje linfoide y mieloide®>. El inmu-
nofenotipo por CF tiene la ventaja de poder selec-
cionar la poblacién de interés y evaluar la intensidad
de expresion antigénica, por lo que resulta de gran
utilidad en esta neoplasia. La expresion de CD4,
CD56, CD45RA, HLADR y CD123 es considerada
patognomonica de BPDCN junto con la expresién
de CD30359),

Existen neoplasias que pueden compartir caracte-
risticas morfologicas y genotipicas con la BPDCN,
como la leucemia mieloide aguda con diferencia-
cién monocitica, que puede expresar CD4, CD56 y
CD123, por lo que debe realizarse un panel completo
para el diagndstico diferencial de estas patologias™.
No existe un protocolo terapéutico estandarizado
para este tipo de patologia, sin embargo se han ob-
servado mejores tasas de supervivencia y desenlaces
con protocolos tipo LLA con posterior consolidacién
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con TPH. A pesar de una buena respuesta inicial, el
prondstico es adverso con supervivencia que no su-
pera los 12 meses en pacientes que han recibido los
protocolos de tratamiento estdndar. Segun la guias
del NCNN el tratamiento de la leucemia de células
dendriticas, dada su baja incidencia, queda a consi-
deracién del manejo de un equipo multidisciplina-
rio de acuerdo a la experiencia del centro en el trata-
miento de dicha enfermedad, sin embargo sugieren
tratamientos con protocolos como HyperCVAD con
consolidacién con TPH o el uso de tagraxofusp, ci-
totoxina dirigida contra CD123, medicamento no
disponible en la Argentina®®.

El venetoclax es una terapia experimental con acti-
vidad frente a la leucemia de células dendriticas, lo-
grando con dicho tratamiento respuesta, incluso en
pacientes recaidos/refractarios. El uso de venetoclax
en pacientes con leucemia de células dendriticas se
basa en el mecanismo proapoptdtico de dicha molé-
cula que, seguin descripcidn para su aprobacién para
el tratamiento de LMA, tiene actividad en distintas
mutaciones, como en el caso de TP53 e IDH. La ma-
yor experiencia terapéutica con el uso de venetoclax
en pacientes con leucemia de células dendriticas se
evalia en el MD Anderson Cdncer Center dada la
alta expresion de BCL2 en las células leucémicas
dendriticas. Ademas el venetoclax no sélo actuaria
como terapia dirigida sino como sensibilizante para
mejorar respuesta a otras terapias®®.

Caso clinico

Paciente de sexo masculino de 73 afios, que ingresé
por guardia, con cuadro de astenia, adinamia, ane-
mia marcada, afebril, normotenso y sin sangrados;
con antecedentes de hipertension arterial, cirugia
de vesicula y hemorragia digestiva alta por doble
ulcera duodenal, esofagitis y sindrome de ansiedad.
Al examen fisico presentd algunas lesiones en piel
eritematoviolaceas a nivel del torax que podrian co-
rresponder a leucemides. Una TAC anterior al in-
greso al servicio de urgencias mostraba adenopatias
en ambas cadenas inguinales, en regiones axilares y
espacio pericardicodiafragmatico derecho y esple-
nomegalia de 20.5 cm. El paciente refirié cuadro cli-
nico de un afio de evolucién con bicitopenia y estar
medicado con enalapril, atenolol, rivotril, fluoxetina
y ranitidina. Se realizo6 laboratorio que inform¢ he-
moglobina de 6 g/dL con hematocrito de 19.5%, leu-
cocitos totales aumentados (18 x 10°/uL) y recuento
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de plaquetas (72 x 10°/uL). Inici6 transfusién con 2
unidades de glébulos rojos.

Se derivo el paciente al Servicio de Hematologia del
hospital y se realizé nuevo hemograma que presen-
t6: hematocrito: 23%, leucocitos 10 x 10°/uL y pla-
quetas: 40 x 10°/uL. El analisis morfol6gico informé
en la serie roja marcada hipocromia con marcada
anisopoiquilocitosis (dianocitos, equinocitos, ova-
locitos), en serie blanca se observo mas del 50% de
células atipicas compatibles con blastos y algunas
macroplaquetas.

Se realizé citometria de flujo en sangre periférica
(SP) con un citometro Navios Ex Beckman Coulter,
2 laser, 8 colores y programa de analisis Infinicyt
v2.0 con un panel disefiado siguiendo los lineamien-
tos de Euroflow”. Se encontrd una poblacion que
comprendia el 75 % de la celularidad, de mediano
tamafio, expresion débil de CD45 y con fuerte in-
tensidad en la expresiéon de HLADR++, CD56++,
CD4++, CDI123+++, CD45RA+, compatible con
una neoplasia de célula dendritica plasmocitoide.
Se observd positividad ademads para CD38, CD36,
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CD43, CDla, CD7, y positividad débil para CD5
(Figura 1). Las células fueron negativas para CD34 y
CD117 asi como para marcadores de linaje monoci-
tico (CD64, CD14, CD300e), granulocitico (CD15,
CD16, CD11b, MPO), eritroide (CD105, CD71)
y linfoide B y T (CD3cit, CD19, CD79a cit). En la
serie monocitica se observo expresion aberrante de
CD56.

En la CF de MO se inform6 un 95% de células con
inmunofenotipo similar al descripto en SP, mientras
que en el medulograma se observé un 92% de cé-
lulas atipicas, de las cuales 78% eran de mediano a
gran tamafo, mononucleares, algunos con alta re-
lacién nucleo:citoplasma, citoplasma basdfilo, na-
cleo excéntrico, cromatina laxa con presencia de 1 o
mas nucléolos, algunos con vacuolas, pseudépodos
y prolongaciones citoplasmaticas, compatibles con
células dendriticas, un 20% presentaba morfologia
tipo monoblasto y un 2% morfologia similar a linfo-
blastos (Figura 2), con una relacién mielo/eritroide
en la celularidad remanente igual a 1. El cariotipo
fue 46, XY.

Figura 1. Citometria de flujo en SP. Se observa en rojo la poblacién de blastos de origen dendritico
plasmocitoide. Se observan los linfocitos en azul, los granulocitos neutréfilos en magenta, monocitos
en celeste, basofilos en amarillo.
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Figura 2. Morfologia de las células dendriticas en MO (40x)

En el estudio histopatolégico se observé una MO
con celularidad aumentada para la edad (80%) a ex-
pensas de una proliferacion celular atipica dispuesta
en patron difuso, con elementos celulares de nucleo
ovoide de cromatina laxa y citoplasma eosinoéfilo.
La inmunomarcacién fue positiva para CD4, CD5,
CD45 (débil) y CD56; y negativa para MPO, CD20,
CD10, CD3, CD138, CD68, CD34, CD117, CD71,
CD10. E1 CD123 se encontraba pendiente de confir-
macion. E1Ki67 fue de 5% en la proliferacion atipica.
En el LCR no se detectd presencia de enfermedad
por CE mientras que en la biopsia de las lesiones
de piel se observé la presencia de un 94% de células
dendriticas blasticas con fenotipo similar al descrip-
to inicialmente en la SP.

En el contexto de leucemia aguda se inicid trata-
miento con corticoides previa proteccién con ome-
prazol. Se indic¢ aislamiento para paciente neutro-
pénico mas profilaxis antimicrobiana con aciclovir
y trimetoprim/sulfametoxazol. Se inicié tratamiento
con venetoclax terminando el 3er. ciclo para el mo-
mento de la redaccion de este articulo. Actualmente
el paciente presenta enfermedad minima residual no
detectable por CF, si bien en el altimo inmunofeno-
tipo que se realizo se observo expresion aberrante de
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CD56 en serie monocitica.

Conclusion

La neoplasia de células dendriticas es una neopla-
sia catalogada desde el afio 2016 como una entidad
independiente”, de comportamiento agresivo y mal
prondstico. La evolucién del paciente depende de
diversos factores, entre ellos el tratamiento, la res-
puesta del organismo a este tratamiento y la etapa
en que se diagnostique la enfermedad®. En los casos
reportados en la literatura®® se expone la importan-
cia del diagnostico diferencial con otras neoplasias
hematoldgicas utilizando técnicas de laboratorio
especificas como la histopatologia, la biologia mo-
lecular y la citometria de flujo, aportando ésta ul-
tima la mayor celeridad en la caracterizacién de la
entidad. En la actualidad, con el advenimiento de la
inmunoterapia, existen nuevos tratamientos®* que
muestran resultados promisorios para mejorar el
prondstico de esta enfermedad.

Siendo ésta una patologia con muy baja frecuencia
de presentacion y sin un tratamiento estandarizado,
la evolucioén clinica en el paciente que describimos
ha superado las expectativas del tratamiento hasta
el momento.
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Fundamento

Luspatercept actia como una trampa de ligandos
para neutralizar reguladores negativos en la etapa
tardia de la eritropoyesis. Fue aprobado por la Ad-
ministraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) y la Agencia Europea de Medicamen-
tos en el aflo 2020 para el tratamiento de la anemia
en sindromes mielodisplasicos de bajo riesgo con
sideroblastos en anillo (SMD-SA) y sindromes mie-
lodisplasicos/mieloproliferativos con sideroblastos
en anillo y trombocitosis (SMD/NMP-SA-T). Se
posiciona como una segunda linea terapéutica para
aquellos pacientes con requerimiento transfusional
de glébulos rojos luego de la falla a los agentes esti-
mulantes de la eritropoyesis o para pacientes que no

son elegibles debido a niveles altos de eritropoyetina
sérica.

Abstract

Luspatercept acts as a “ligand trap” to neutralize neg-
ative regulators in late erythropoiesis. It was approved
by the US Food and Drug Administration and the
European Medicines Agency (EMA) in 2020 for the
treatment of anemia in patients with lower-risk myel-
odysplastic syndromes with ring sideroblasts and my-
elodysplastic/myeloproliferative neoplasms with ring
sideroblasts and thrombocytosis requiring red blood
cell transfusion. It is positioned as a second line treat-
ment after erythropoiesis-stimulating agents failure
or for patients with high serum erythropoietin levels.
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Introduccion

Los sindromes mielodisplasicos de bajo riesgo
(SMD-BR) se definen como aquellos pacientes que
tienen una puntuacién menor a 3,5 segun el Indi-
ce Prondstico Internacional Revisado (IPSS-R)®.
Este grupo tiene baja probabilidad de progresion a
leucemia mieloblastica aguda (LMA) con sobrevida
prolongada, pero alta prevalencia de anemia como
resultado de la eritropoyesis inefectiva.

La anemia crénica conduce al deterioro del estado
funcional de los pacientes con edad avanzada, ge-
nera astenia, incrementa el riesgo de caidas y tiene
alto impacto en aquellos con comorbilidad cardiaca,
respiratoria y/o renal.

Un nimero importante de pacientes desarrollara
dependencia transfusional de glébulos rojos durante
el curso de la enfermedad, con sobrecarga de hierro
secundaria, riesgo de aloinmunizacién y moviliza-
cion de recursos de alto costo econémico®.

El objetivo terapéutico en estos pacientes consis-
te en incrementar los niveles de hemoglobina (Hb),
lograr independencia transfusional y mejorar la
calidad de vida. El Grupo Internacional de Trabajo
(IWG) propuso criterios de respuesta hematolégica
eritroide en 2006 y luego los modificé en 2018 para
homogeneizar las evaluaciones clinicas®*.

Actualmente los agentes estimulantes de la eritro-
poyesis (AEEs), como la eritropoyetina recombi-
nante humana alfa y beta, y la darbepoetina, consti-
tuyen el tratamiento de primera linea. Estos agentes
han demostrado respuestas del 50% con duraciones
globales de 18-24 meses. Los pacientes con alta car-
ga transfusional, niveles de eritropoyetina sérica
(EPOs) mayor a 200 U/L y SMD con sideroblastos
en anillo (SMD-SA) tienen menores tasas de res-
puesta a los AEEs®.

Recientemente se ha dilucidado el rol de las vias de
sefalizacion del factor transformador de crecimien-
to beta (TGF-B) en la regulacion de la eritropoyesis
en SMD. Estos hallazgos dieron lugar a la genera-
cién de una nueva droga involucrada en la madura-
cion eritroide, el “luspatercept”.

Eritropoyesis inefectiva y alteraciones de la via de
seiializacion TGF-p en SMD.

La eritropoyesis normal incluye una etapa temprana
de proliferacion y diferenciacion de células progeni-
toras hematopoyéticas en progenitores eritroides, y
una etapa posterior de maduracion eritroide terminal
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en globulos rojos. Los progenitores eritroides tempra-
nos responden a varias citoquinas, incluido el factor
estimulante de colonias monociticas-granulociticas
(GM-CSF), EPO vy factor de células madre (SCF). En
etapas posteriores, el SCF actta sinérgicamente con
la EPO en la proliferacion y expansion de los proge-
nitores eritroides en desarrollo. Los glébulos rojos en
las etapas terminales de diferenciacion se desprenden
de su nucleo, del reticulo endoplasmico y de las mito-
condrias y no pueden proliferar.

En los SMD la alteracién en la diferenciacion eri-
troide se explica por la presencia de un microam-
biente inflamatorio asociado a defectos clonales que
favorecen la muerte celular piroptdtica acelerada, en
combinacion con una sobreexpresion de la via TGF-p.

La superfamilia TGF-f incluye un gran numero de
proteinas, entre ellas activinas, factores de diferencia-
cién de crecimiento (GDF) y proteinas morfogénicas
6seas (BMP), secretadas principalmente por células
progenitoras hematopoyéticas y mesenquimales.

La familia TGF-f emite sefales a través de recep-
tores transmembrana, como por ejemplo el receptor
de activina, que son compartidos por algunas de las
BMP y GDE La sefalizacion de activina se lleva a
cabo a través de la formacién de un complejo ter-
nario entre el ligando y los receptores tipo II y tipo
I, que finalmente fosforila las proteinas SMAD. La
senalizacion de TGF-P normalmente inhibe la dife-
renciacion eritroide terminal mediante la induccién
de la apoptosis y la detencion del ciclo celular en los
eritroblastos.

Durante la maduracién eritroide temprana, se
produce una supresion paralela de la sefializacion de
TGF-p a través de la reduccién de la expresion de
GDF y la estimulacién por EPO. En pacientes con
SMD, la activina A favorece la apoptosis, con au-
mento de la senalizaciéon de TGF-f3, GDF11 plasma-
tico y SMAD?2/3 fosforilado, lo que sugiere una ac-
tivacion constitutiva de la sefializacion de TGF-f en
las células CD34+ que lleva a la eritropoyesis inefi-
caz, hiperplasia eritroide y sobrecarga de hierro®”®.

Luspatercept

Estructura y mecanismo de accion

Es una proteina de fusiéon recombinante compuesta
por un dominio extracelular modificado del recep-
tor de activina humana tipo IIB unido la fraccién
constante de IgG-1 humana Figura 1.
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Su mecanismo de accién consiste en unirse a li-
gandos seleccionados de la superfamilia del TGF-p,
inhibiendo la sefalizaciéon mediada por SMAD2/3.
De este modo se produce la diferenciacion de eri-
trocitos a través de la maduracion de progenitores
eritroides tardios en la médula 6sea (figura 2)'%.

Farmacocinética

Se espera que luspatercept sea catabolizado por de-
gradacion general de proteinas en una amplia gama
de tejidos corporales. Su vida media aproximada es
de 11 dias. La insuficiencia hepadtica o renal leve a
moderada, los niveles basales de EPO y albimina,
el grado de carga transfusional y la administracion
conjunta de agentes quelantes de hierro no tuvieron
un efecto clinicamente significativo en la farmacoci-
nética de luspatercept 12,

Dosis y via de administracion

Se aplica de manera subcutanea cada 21 dias. El ma-
nejo de dosis y frecuencia de administracion se re-
sume en la tabla 102,

Ensayos clinicos con foco en SMD-BR

Un estudio fase I incluy6 a mujeres post menopatusi-
cas sanas, en las que se observd incremento de nive-
les de Hb al dia 15 luego de dosis escaladas de luspa-
tercept respecto al grupo placebo, siendo los efectos
adversos leves y comparables entre ambas ramas'?.
El estudio fase II PACE-MDS fue el pilar para de-
terminar la dosis. El 63% de los pacientes tratados
con luspatercept tuvieron respuesta hematologica
eritroide segun los criterios del IWG 2006, siendo
mayor en el subgrupo que tenia sideroblastos en
anillo ¥.

Figural. Estructura de luspatercept. Traducido y adaptado de ©.

Figura 2. Luspatercept. Mecanismo de accion. Traducido y adaptado de® y ©.
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Tabla 1. Dosis recomendadas de luspatercept

Dosis inicial

1 mg/kg cada 3 semanas

Incremento de dosis por respuesta inicial insuficiente

DT-GR* luego de al menos 2 dosis consecutivas (6 semanas) de 1 mg/kg

Incrementar dosis a 1,33 mg/kg cada
3 semanas

kg

DT-GR luego de al menos 2 dosis consecutivas (6 semanas) de 1,33 mg/

Incrementar dosis a 1,75 mg/kg cada
3 semanas

(9 semanas) de 1.75 mg/kg

Si no se reduce DT-GR luego de al menos 3 dosis consecutivas

Discontinuar tratamiento

Modificaciones de dosis segtin niveles de Hb o rapido incremento de Hb

Si pre dosis Hb > 11.5 g/dL en ausencia de transfusiones

« Interrumpir tratamiento
o Reiniciar cuando Hb < 11 g/dL

nesy:
+ la dosis actual es de 1,75 mg/kg
+ la dosis actual es de 1,33 mg/kg
+ la dosis actual es de 1 mg/kg
« la dosis actual es de 0,8 mg/kg
« la dosis actual es de 0,6 mg/kg

Incremento de Hb > 2 g/dL durante 3 semanas en ausencia de transfusio-

« Reducir la dosis a 1,33 mg/kg
« Reducir la dosis a 1 mg/kg

« Reducir la dosis a 0,8 mg/kg
« Reducir la dosis a 0,6 mg/kg
« Suspender el tratamiento

Suspension de tratamiento si:

nivel de dosis maxima.

» No experimenta una disminucién en la carga de transfusion después de 3 dosis (9 semanas de tratamiento) al

o Se produce una toxicidad inaceptable en cualquier momento.

* DT-GR: dependencia transfusional de glébulos rojos

Estos resultados dieron lugar al estudio fase III
MEDALIST (NCT02631070), multicéntrico, ran-
domizado, doble ciego para evaluar eficacia y segu-
ridad de luspatercept contra placebo. Se incluyeron
229 pacientes >18 afos, con diagnostico de SMD-
SA IPSS-R riesgo muy bajo, bajo o intermedio con
dependencia transfusional de glébulos rojos (defini-
da como el requerimiento de 2 unidades o mas de
globulos rojos por 8 semanas durante las 16 semanas
previas a la randomizacion), refractarios a AEEs, no
candidatos a AEEs por EPOs > 200 U/L o que gene-
raron eventos adversos a EPO, sin haber recibido le-
nalidomida ni agentes hipometilantes previamente.

Los pacientes fueron randomizados 2:1 a recibir
luspatercept subcutdneo a dosis inicial de 1 mg/kg
cada 3 semanas, con ajustes de dosis a 1,33 mg/kg
y hasta un maximo de 1,75 mg/kg contra placebo.
La primera evaluacion se hizo a la semana 24. Los
que respondieron continuaron hacia la fase de ex-
tension. La mediana de seguimiento fue de 14 me-
ses. De 153 pacientes que recibieron luspatercept, 58
(38%) lograron el objetivo primario que fue la inde-
pendencia transfusional de glébulos rojos de 8 se-
manas o mas (evaluados entre las semanas 1-24) en
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comparacion con 10/76 pacientes (13%) de los que
recibieron placebo. (Figura 3). En aquellos con alta
carga transfusional de globulos rojos estas respues-
tas fueron francamente menores en comparacion
con los que tenian baja carga transfusional.

Perfil de seguridad publicado en MEDALIST
Luspatercept se asocié sélo con toxicidad de bajo
grado. Los eventos adversos asociados a luspatercept
mas comunes de cualquier grado incluyeron fatiga,
dolores dseos y musculares, diarrea, astenia, nauseas
y mareos, y fueron en su mayoria de grado 1 o 2. El
31 % de los pacientes (48/153) que recibieron lus-
patercept en comparacién con el 30 % (23/76) que
recibieron placebo tuvieron al menos un evento ad-
verso grave %

Recientemente se publicaron los resultados a largo
plazo del estudio MEDALIST, con el doble de tiem-
po de seguimiento del andlisis primario.

Al 1° de julio de 2019, el 26,8 % de los pacientes
seguian recibiendo luspatercept después de mas de
2 anos. Todos los pacientes que recibieron placebo
habian interrumpido el tratamiento. La indepen-
dencia transfusional de glébulos rojos mayor a igual
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Figura 3. Independencia transfusional de globulos rojos. Traducido y adaptado de *).

a 8 semanas durante las semanas 1-48 fue de 45%
para luspatercept y 15,8% para la rama placebo (P <
0,0001)1),

De los 229 pacientes del estudio MEDALIST, 23
(10%) tenian SMD/NMP-SA-T. 14 fueron aleatori-
zados a luspatercept y 9 a placebo. Una proporcion
significativamente mayor de pacientes con SMD/
NMP-SA-T aleatorizados a luspatercept lograron
independencia transfusional de globulos rojos ma-
yor o igual a 8 semanas durante las semanas 1 a 24
(64,3% vs. 22,2 %; P = 0,028)19).

Otra actualizacion reciente informé que el 69,3%
(106/153) debieron escalar a la dosis maxima de lus-
patercept de 1,75 mg/kg. Durante todo el periodo de
tratamiento la independencia transfusional de glé-
bulos rojos mayor o igual a 16 semanas fue de 31,4%
(48/153) para los pacientes que recibieron luspater-
cept. Para los respondedores la media acumulada de
duracién de la independencia transfusional de glo-
bulos rojos mayor o igual a 8 semanas fue de 80 se-
manas. Del andlisis de estos pacientes se reportd que
la progresion a SMD riesgo alto y o LMA durante el
periodo de tratamiento fue de 8,5% (13/153) para
los tratados con luspatercept y del 6,6% (5/76) para
el grupo placebo. Todos los pacientes que progresa-
ron tenian mutaciones riesgo desfavorable adiciona-
les al SF3B10?).

Aprobaciones regulatorias
El ensayo MEDALIST condujo a la aprobacién de
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luspatercept por FDA y EMA en abril de 2020 como
estandar de tratamiento para pacientes con SMD
que cumplen con los criterios de SA, IPSS-R riesgo
muy bajo, bajo o intermedio y SMD/NMP-SA-T con
dependencia transfusional de globulos rojos mayor
o igual a 2 unidades durante 8 semanas consecutivas
en adultos, después del fracaso del tratamiento con
un AEEs o que no sean candidatos para recibirla por
EPOs > 200 U©.

Al momento de esta revision, luspatercept no se
encuentra aprobado en Argentina para esta indica-
cién.

Sibien no es el foco de esta revision, el estudio fase
III BELIEVE demostré que luspatercept redujo la
carga transfusional en pacientes adultos con beta-ta-
lasemia. Con estos resultados la FDA (2019) y EMA
(2020) aprobaron luspatercept para el tratamiento
de anemia en adultos con beta talasemia dependien-
te de transfusiones©®®).

Perspectiva con luspatercept
Quedan muchas preguntas por responder respecto
al uso de luspatercept.

Un punto clave de interés es investigar su efecti-
vidad en otros subtipos de sindromes mielodispla-
sicos y neoplasias mieloproliferativas con anemia,
asi como también comparar su efectividad con otras
drogas y la sinergia terapéutica con otros agentes.

Se aguardan resultados de nuevos ensayos clinicos
que nos permitiran dilucidar estos interrogantes.
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Resumen

La metahemoglobinemia es una condicién caracte-
rizada por la presencia de altas concentraciones de
metahemoglobina en sangre, la cual es incapaz de
liberar oxigeno a los tejidos. Es una entidad poco
frecuente, con baja sospecha diagnostica, y puede
ser adquirida o hereditaria. Dentro de las formas
hereditarias, se encuentran la hemoglobina M y la
metahemoglobinemia recesiva congénita. Esta tlti-
ma causada por el déficit de la enzima NADH cito-
cromo b5 reductasa (B5R), como consecuencia de
alteraciones bialélicas en el gen CYB5R3.
Reportamos las caracteristicas clinicas, hematoldgi-
cas y moleculares de una recién nacida con diagnds-
tico de deficiencia de B5R. La nifa presentd cianosis
en las primeras horas de vida, con niveles elevados
de metahemoglobina. Luego de descartar las causas
pulmonares, cardiacas, infecciosas y adquiridas se
arrib6 al diagndstico por la secuenciacion del gen
CYB5R3. Resaltamos la importancia de reconocer la
causa de la metahemoglobinemia para dar un trata-
miento y consejo genético adecuados.

Fecha recepcion: 29/3/2022
Fecha aprobacion: 29/3/2022

Volumen 26 ne 2:97-100
Mayo - Agosto 2022

Keywords: methemoglobinemia,
Cyanosis,
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Abstract

Methemoglobinemia is a condition characterized by
the presence of high concentrations of methemoglo-
bin in blood, which is unable to release oxygen to
the tissues. It is a rare entity, with low diagnostic sus-
picion, and can be acquired or hereditary. Among
the hereditary forms, there are hemoglobin M and
congenital recessive methemoglobinemia. The latter
is caused by a deficiency of the enzyme NADH cy-
tochrome b5 reductase (B5R), as a consequence of
biallelic alterations in the CYBR3 gene. We report
the clinical, hematologic and molecular characteris-
tics of a newborn with a diagnosis of B5R deficiency.
The infant presented with cyanosis in the first hours
of life and elevated methemoglobin levels. After rul-
ing out pulmonary, cardiac, infectious and other ac-
quired causes, the diagnosis was reached by CYB5R3
gene sequencing. We emphasize the importance of
recognizing the cause of methemoglobinemia in or-
der to provide adequate treatment and genetic coun-
seling.
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Introduccion

La metahemoglobina (metaHb) se produce como
consecuencia de la oxidacion del hierro divalente
del anillo de la protoporfirina del grupo prostéti-
co del hemo a hierro férrico. La metaHb tiene una
menor capacidad de entregar oxigeno a los tejidos,
lo que provoca hipoxia tisular. La presencia del hie-
rro en estado férrico da como resultado cambios
alostéricos que determinan la unién del oxigeno a
la hemoglobina de manera irreversible. Ocurre un
desplazamiento de la curva de disociacion de la he-
moglobina hacia la izquierda, con la consiguiente
menor entrega de oxigeno a los tejidos e hipoxia
tisular”. Los niveles de metaHb en sangre estan
determinados por el balance entre su produccion,
auto-oxidacion y su reduccidén enzimatica. En con-
diciones normales, la concentracién de metaHb no
supera el 1% y su aumento puede ser secundario a
causas adquiridas o hereditarias®. Dentro de las for-
mas hereditarias, se encuentra la hemoglobina M y
la metahemoglobinemia recesiva congénita (MRC).
La presencia de hemoglobina M es consecuencia de
alteraciones moleculares en alguno de los genes que
codifican para las cadenas de alfa, beta o gama globi-
na®. La MRC es causada mas frecuentemente por el
déficit de la enzima NADH citocromo b5 reductasa
3 (B5R) y, raramente, por alteraciones en la proteina
microsomal citocromo b5 tipo A“?).

Se reconocen dos formas clinicas principales de
MRC: tipo I: presenta cianosis desde el nacimiento
sin otras manifestaciones clinicas asociadas, y tipo
II: presenta cianosis desde el nacimiento, deterioro
neuroldgico progresivo y una expectativa de vida
disminuida. Ambos tipos de MRC son consecuencia
de alteraciones moleculares bialélicas en el gen CY-
B5R3. Este gen codifica para la enzima metahemog-
lobina reductasa dependiente de NADH, encargada
de reducir la metahemoglobina a hemoglobina. La
MRC tipo I es un desorden raro con frecuencias de
hasta 1: 1000 en algunas poblaciones aisladas con
mutaciones fundadoras®.

El objetivo de este trabajo es presentar las caracte-
risticas clinicas y el abordaje diagnéstico de una pa-
ciente con MRC tipo I que se presentd en el Servicio
de Hematologia - Oncologia del Hospital de Pedia-
tria Dr. J. P. Garrahan.

Caso clinico
Nifia de un mes y medio de vida, de ascendencia
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criolla-espafiola, derivada para estudio de su meta-
hemoglobinemia. Primera hija de un matrimonio
no consanguineo, nacida a término por cesdrea,
luego de un embarazo normal. Presentd cianosis
antes de las primeras 24 horas de vida, motivo por
el cual ingresé a la neonatologia con indicacién de
oxigenoterapia. Se le realizé evaluaciéon cardioldgi-
ca y pulmonar, no present6 aumento de saturacion
con el aporte de oxigeno. Se realizaron: Rx de torax,
ecografia abdominal, cerebral y ecocardiograma con
resultados normales. Se descartd exposicion exoge-
na a sustancias oxidantes durante el interrogatorio.
Ante la persistencia de la cianosis se sospech6 me-
tahemoglobinemia y se solicité su determinacion,
obteniéndose una metaHb de 27,2%. Se le indico
tratamiento con acido ascorbico endovenoso por 7
dias. Con una metaHb de 4,7% se suspendid el tra-
tamiento y se asumié un cuadro de cianosis transi-
toria. Cuatro dias después la nifia volvio a presentar
cianosis, con una metaHb de 11.8%, motivo por el
cual reinicid el tratamiento con acido ascoérbico, pri-
mero endovenoso y luego oral. Al mes y medio de
vida fue derivada a esta institucion para el estudio de
las causas de la metahemoglobinemia.

El laboratorio inicial revel6 la presencia de una ane-
mia ligera con indices hematimétricos y frotis de
sangre periférica normal. La electroforesis capilar
de hemoglobina a pH alcalino no evidencié ban-
das anémalas y la cuantificacién de las hemoglobi-
nas fue normal de acuerdo a la edad. La prueba de
Brewer, la curva de fragilidad osmotica y los marca-
dores de hemolisis fueron normales. La concentra-
cion porcentual de metaHb fue de 12.1%. El estudio
convencional de patologia eritrocitaria de ambos
padres fue normal, como asi también los niveles de
metahemoglobina.

Ante estos hallazgos, habiendo descartado las cau-
sas adquiridas, pulmonares y cardiacas de metahe-
moglobinemia, como asi también enfermedad por
hemoglobina M (herencia dominante) se plante¢ el
diagnostico de MRC. Se procedi6 a realizar el estu-
dio molecular del gen mas frecuentemente alterado:
CYB5R3, hallandose dos variantes bialélicas repor-
tadas previamente®. Ambas variantes son de tipo
missense, NM_000398.7: c.[181C>T]; [637G>A]. La
variante c.181C>T afecta un residuo de arginina en
posicién 61 que es reemplazado por una cisteina,
y el cambio c.637G>A altera la posicién 213 don-
de se reemplaza un acido glutamico por una lisina.
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METAHEMOGLOBINEMIA RECESIVA CONGENITA. A PROPOSITO DE UN CASO.

Para determinar la patogenicidad de las variantes
se siguieron las recomendaciones de la guia ACMG
(American College of Medical Genetics)"”), a partir de
la cual ambas alteraciones fueron clasificadas como
probablemente patdgenicas, lo que permitio la con-
firmacién de la sospecha diagndstica. La tabla 1
muestra los resultados de laboratorio.

Discusion

La metahemoglobinemia puede resultar de proce-
sos adquiridos o hereditarios. Las formas adquiri-
das son las mds comunes, principalmente debido a
la exposicién a sustancias que causan la oxidacién
de la hemoglobina directa o indirectamente. Las
formas hereditarias se deben mads frecuentemente
a variantes bialélicas en el gen CYB5R3 o variantes
dominantes en los genes de globina (hemoglobina
M). El diagnéstico diferencial debe incluir una his-
toria clinica y familiar detallada, la evaluaciéon de
consanguinidad y el analisis de exposicion a drogas
o toxinas. En las formas adquiridas, la cianosis ge-
neralmente es de origen reciente y transitoria mien-
tras que en las causas hereditarias se presenta desde
el nacimiento y persiste a lo largo de toda la vida.
Siempre, en primera instancia, debe descartarse la
presencia de alteraciones pulmonares y cardiacas
como posibles causas de cianosis.

La MRC es un desorden raro que se caracteriza por
presentar cianosis desde el nacimiento. Hay dos for-
mas clinicas mas frecuentes de MRC, tipo I y tipo II,
ambas causadas por el déficit de la enzima B5R. La
enzima B5R existe en dos isoformas. La forma solu-
ble, presente en los eritrocitos, esta involucrada en
el sistema de transporte de electrones que reduce la
metaHb a hemoglobina. La forma unida a membra-
na del reticulo endoplasmico estd presente en todos
los tejidos excepto en los eritrocitos y participa en
una variedad de reacciones metabdlicas tales como
la desaturacion y elongacion de acidos grasos, bio-
sintesis de colesterol y metabolismo de drogas de-
pendientes de las enzimas citocromo P450©. Ambas
formas son producidas por un solo locus genético
(CYB5R3) localizado en el cromosoma 22 (22q13.2).
A diferencia de la forma que se une a membrana, la
forma soluble carece del dominio de unién a mem-
brana compuesto por 25 aminoacidos. Existen mas
de 80 variantes identificadas en el gen CYB5R3 y la

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 97-100, 2022

correlacion geno-fenotipica de esta enfermedad ya
ha sido descrita®.

En la MRC tipo I prevalecen las variantes que cau-
san inestabilidad de la forma soluble e incrementan
los niveles de metaHb en los eritrocitos. Las varian-
tes que inactivan tanto la isoforma soluble como la
unida a membrana se observan en los casos de MRC
tipo IL.

La MRC tipo I es benigna. La cianosis suele ser bien
tolerada y solo causa complicaciones leves como
cefalea, fatiga y dificultad respiratoria al realizar ac-
tividad fisica. En contraste, la MRC tipo II es mas
severa con disfuncidon neuroldgica progresiva y con
una expectativa de vida de dos afnos®.

Los pacientes con MRC tipo I exhiben niveles de
metahemoglobina de alrededor del 20 al 30%. La
cianosis predomina en labios, nariz, cuello, mucosa
bucal y no mejora con el aporte de oxigeno. Se han
descripto casos de pacientes con cefalea, taquicardia
y disnea leve, atribuidos a una reduccién de la oxi-
genacion en la sangre y posiblemente a una eritroci-
tosis leve asociada'”.

Existe una correlacion directa entre los niveles de
metaHb y los sintomas, lo que determinara el tra-
tamiento, que consiste en el aporte de un agente re-
ductor como el azul de metileno o el acido ascérbi-
co. El aporte de oxigeno suplementario de alto flujo
es efectivo para elevar los niveles de oxigeno en plas-
ma?.

Presentamos el caso de una recién nacida con cia-
nosis, sin historia familiar, a quien se le descartan
causas adquiridas, patologia pulmonar y cardiaca.
El hallazgo de una metahemoglobina aumentada
permite plantear el diagndstico de metahemoglobi-
nemia hereditaria. El estudio de patologia eritroci-
taria normal asi como la cuantificacién normal de
metaHb en los padres descartan la presencia de una
hemoglobina M. Se plantea el diagnoéstico de MRC
que fue avalado por el hallazgo de dos variantes en
el gen CYB5R3.

Concluimos que la cianosis suele hallarse en pedia-
tria asociada a enfermedades cardiopulmonares y
adquiridas. Descartando estas causas deben sospe-
charse formas hereditarias como la MRC. La con-
firmacién de la sospecha diagndstica es molecular,
permitiendo el consejo genético familiar y una tera-
péutica adecuada.
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Fundamento

El laboratorio de proteinas utiliza métodos muy di-
ferentes con el objeto de brindar informacién diag-
ndstica, pronodstica y de seguimiento en pacientes
con cierto tipo de afecciones. Estos métodos inclu-
yen pruebas para evaluar un conjunto de analitos en
simultaneo, como el proteinograma electroforético
o la inmunoelectroforesis con antisueros poliespe-
cificos, pruebas para la cuantificaciéon de proteinas
individuales y pruebas para identificar un analito,
como la inmunoelectroforesis con antisueros mo-
noespecificos o, con mayor eficiencia, la electroin-
munofijacion (IFx)®.
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La técnica de IFx se basa en que las proteinas se
separan en base a su movilidad electroforética y lue-
go se aplica un antisuero especifico para el antigeno
en estudio. Donde se encuentra el antigeno y su an-
ticuerpo homologo, se forma una banda o zona de
precipitacion (de acuerdo al origen clonal del anti-
geno), visible luego de la tincion desarrollada.

Caracteristicas preanaliticas
Es posible realizar la técnica de IFx tanto en mues-
tras de suero como en orina y liquido cefalorraqui-
deo (LCR).

Muestra de suero: es la muestra sanguinea de
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eleccion. El plasma esta desaconsejado ya que con-
tiene factores de coagulacion, fundamentalmente el
fibrindgeno que, por su concentracion relativamen-
te elevada (entre 2 y 4 g/L en individuos sanos), no
solo incrementa la proteinemia sino que resulta ser
un interferente debido a que se lo observa como una
banda homogénea en la zona y globulina (en sopor-
tes solidos como acetato de celulosa y agarosa) o en
la zona beta-2 (en la electroforesis capilar) del pro-
teinograma, que puede confundirse facilmente con
un componente monoclonal (CM).

Muestra de orina: se requiere orina de 24 hs de re-
coleccion debido a que la excrecidn de proteinas en
orina no es constante. El paciente debe descartar la
primera orina de la mafiana y comenzar desde ese
momento a juntar todas las micciones hasta la pri-
mera orina de la mafnana del dia siguiente y llevar la
totalidad de la orina recolectada al laboratorio. Es
aconsejable colocar la orina en envases de plastico
vacios de agua mineral, dejar los mismos en hela-
dera mientras se estdn juntando las diversas miccio-
nes hasta su traslado al laboratorio, para su correcta
conservacion.

Muestra de LCR: se obtiene por puncién aspira-
cion lumbar, debe remitirse refrigerada al laborato-
rio y acompafada de una muestra de suero del pa-
ciente, recolectada en un lapso no mayor a cuatro
horas desde la obtenciéon del LCR, para el procesa-
miento en paralelo de las mismas.

Todas las muestras se procesan en el dia o se con-
servan refrigeradas a 2-8°C hasta su procesamiento.

LABORATORIO

Caracteristicas analiticas

Es posible realizar la IFx en geles de agarosa, de for-
ma automatizada, en equipos como el HYDRASYS
de Sebia o INTERLAB G-26. Se debe proceder se-
gun las instrucciones del fabricante, teniendo en
cuenta variables dependiendo si se utilizan kits para
realizar la IFx en suero o la IFx en muestras de orina
de 24 hs de recoleccion. En lineas generales, el pro-
cedimiento consiste en colocar en el equipo la placa
de agarosa, las muestras de los pacientes y los an-
tisueros a ensayar, programar las diluciones desea-
das para cada muestra y dar comienzo a la sucesion
de los pasos técnicos que, en el lapso de una hora
aproximadamente, culminaran en la resoluciéon de
cuatro IFx por cada placa de agarosa empleada. Di-
chos pasos incluyen la siembra de las muestras, la
corrida electroforética, la aplicacion de antisueros y
su respectiva incubacion y el proceso de lavado, co-
loracién, decoloracion y secado final del gel.

Algunos laboratorios cuentan ademads con la posi-
bilidad de realizar IFx mediante técnica manual, en
geles de acetato de celulosa gelatinizado, utilizando
tincion de Coomassie para IFx en muestras de sue-
ro y tincion ultrasensible de plata coloidal para IFx
en muestras de LCR y orina, siendo esta coloracion
la que permite trabajar liquidos biologicos de baja
concentracion de proteica, sin necesidad de concen-
tracion previa de los mismos®.

La siguiente tabla nos muestra los diversos reacti-
VoS, y las instrucciones de uso y conservacion, nece-
sarios para la realizacion de IFx mediante procedi-
miento manual.

ca Cellogel o PROGEL

Reactivo Composicion Instrucciones de uso Conservacion
Acetato de celulosa de Tiras de acetato de celulosa gelatini- | Embeber en buffer ve- | Temperatura ambiente.
5.7x14 o de 2.5x17. Mar- |zado embebidas en solucién conser- |ronal sédico de corrida | Estable hasta fecha de

vante de alcohol metilico al 40%

vencimiento indicada
en el envase

durante 10 minutos y
usar

Azul de bromofenol C,H, Br0.S

Temperatura ambiente.
Estable hasta fecha de
vencimiento indicada
en el envase

Punta de espatula de la
droga sélida, diluida en
alcohol etilico

Coloracidn con plata

Ver preparacion en a) coloraciéon de

Listo para usar Temperatura ambiente

coloidal plata coloidal

Coloracién con Coomas- | Ver preparacion en b) Coloracién | Listo para usar Temperatura ambiente
sie Brilliant Blue R250 de Coomassie

Antisueros comerciales [ Antisueros monoespecificos Listo para usar Conservar en congela-
marca HELENA o SEBIA dor hasta su apertura
o y posteriormente en
BIOCIENTIFICA heladera a 4°C.
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a) Coloracion de plata coloidal
« Reactivo ferroso

Para 500 ml:
Reactivo Cantidad
Sulfato ferroso 3,95¢g
Citrato de sodio 85g
Tween 20 0.25% 1,25 ml
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente. Se fracciona el contenido en 20 frascos
de 25 ml color caramelo y se almacena al abrigo de
la luz, ya que el reactivo es fotosensible. Se utiliza 1
frasco para cada coloracion.

« Reactivo de plata

Para 100 ml:
Reactivo Cantidad
Nitrato de plata 195g
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente. Se fracciona el contenido en 4 frascos
de 25 ml color caramelo y se almacena al abrigo de la
luz, ya que el reactivo es fotosensible. Se utilizan 5-6
gotas para cada coloracion.

« Reactivos de contracolor para la tincién con
plata
Para 1 litro:

Reactivo 1 Cantidad
Acido oxdlico 12¢g
Agua destilada csp
Reactivo 2 Cantidad
Tricloruro férrico 48 g
Agua destilada csp
Reactivo 3 Cantidad
Potasio ferricianuro 11g
Agua destilada csp

Nota: Los reactivos se preparan y conservan a tem-
peratura ambiente en frascos de 1 litro color cara-
melo. Para la contra-coloracion se mezclan 15 ml de
cada reactivo en el momento que se va a utilizar.
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« Fijador

Para 1 litro:
Reactivo Cantidad
Acido sulfosalicilico 50 g
Acido tricloroacético 110g
Agua destilada csp

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente en un recipiente de plastico

b) Coloracién con Coomassie

Para 500 ml:
Reactivo Cantidad
Coomassie Brilliant Blue R250 5g
Acido acético glacial (Mallinckrodt) 25 ml
Alcohol etilico (uso medicinal) 237,5 ml
Agua corriente 237,5 ml

Nota: El reactivo se prepara y conserva a temperatu-
ra ambiente, en una botella de alcohol vacia y seca.
Una vez realizada la coloracidn, el reactivo se recu-
pera en la misma botella. Posee una vida media de
3 meses.

Procedimiento para realizar IFx mediante técnica
manual en gel de acetato de celulosa gelatinizado:

« Se realiza segtn el método de Pizzolato y col.*®).

« Se cumplen todas las precauciones de bioseguridad
en el procedimiento.

o Se preparan y ordenan las muestras a ser analiza-
das de acuerdo a las listas de trabajo.

 Tomar con una pinza el extremo las tiras de ace-
tato de celulosa gelatinizado que se encuentran en
solucion de metanol al 40% y eliminar el exceso de
metanol, absorbiendo las tiras entre dos hojas de pa-
pel de filtro.

o Sumergir las tiras en el buffer de corrida (veronal
sddico) durante 5-10 minutos como minimo. Las
tiras que no se utilicen volverlas a la solucion con-
servante.

o Eliminar el exceso de buffer con papel de filtro
como en el paso anterior y rotular las tiras con mar-
cador indeleble.

o Cargar la cuba de electroforesis con el buffer y co-
locar el soporte de plastico con los puentes de papel
de filtro.
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« Extender las tiras sobre el soporte de plastico en la
cuba electroforética, con la superficie activa del gel
hacia arriba (corresponde a la superficie opaca de la
tira).

« En una placa que contenga gotas del colorante azul
de bromofenol disecadas (para evitar diluciones de
las muestras) colocar una gota de los sueros, LCR u
orinas a sembrar, sobre cada una de las marcas de
colorante seco. Este se une a la albimina de la mues-
tra coloreandola de azul y actuando como marcador
de frente de corrida (por ser la albimina la proteina
mas anddica).

o Sembrar las muestras en seis calles, una calle con-
trol y las otras cinco calles donde se ensayardn cada
antisuero monoespecifico en cuestion.

1-Fijacién de sueros: se siembra en la primer calle el
suero puro de cada paciente y ésta sera la calle con-
trol a la que se le agregara el fijador. En el resto de las
calles en las que se ensayaran los distintos antisueros
monoespecificos se sembrara una dilucion del sue-
ro, de manera tal que se logre la precipitacion del
complejo antigeno-anticuerpo, por llegar a la zona
de equivalencia.

2-Fijacion de orinas: se siembra en la primera ca-
lle la orina pura de cada paciente y ésta sera la calle
control a la que se le agregara el fijador. En el resto
de las calles en las que se ensayaran los distintos an-
tisueros monoespecificos, se sembrard la orina pura
o una dilucion de la misma, de manera tal que se lo-
gre la precipitacion del complejo antigeno-anticuer-
po, por llegar a la zona de equivalencia.

o Efectuar la siembra de las muestras en cuestion, de
acuerdo al esquema dispuesto y utilizando el sem-
brador semimicro. ubicando la misma en el catodo
(polo negativo).

o Conectar la cuba a la fuente de poder para efectuar
la migracién electroforética.

Condiciones de corrida: a voltaje constante de 180
voltios (3-5 mA/ tira), se genera aproximadamente
1 mA por centimetro de ancho de tira. Duraciéon de
la corrida en estas condiciones: alrededor de 30 mi-
nutos.

« Se interrumpe la corrida y se agrega el antisuero
correspondiente en la zona de interés a investigar.
Nota: para la calle control se utiliza solucion fijadora
Dejar difundir los antisueros durante 15 minutos en
camara humeda.

a) Lavado y coloracién de tiras de IFx en suero

o Lavar las tiras con solucion fisiolégica y agitacion.
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Se realizan 6 lavados de 15 minutos cada uno. El
tiempo total de lavado debe ser de 1.5 hs como mi-
nimo.

« Una vez finalizado el lavado colocar las tiras en el
colorante Coomassie brilliant blue, durante 5 minu-
tos.

 Decolorar con 2 banos (de 15 minutos cada uno)
de decolorante (mezcla etanol-acido citrico-agua)
para obtener una clara visualizacién de las bandas
de precipitacion (de color azul-violaceo) sobre un
fondo claro.

« Realizar la evaluacion cualitativa final en conjunto
con los antecedentes del paciente”.

b) Lavado y coloracion de tiras de IFx en LCR y ori-
na

o Lavar las tiras con solucidn fisioldgica y agitacion.
Se realizan 6 lavados de 15 minutos cada uno. El
tiempo total de lavado debe ser de 1.5 hs como mi-
nimo.

« Luego lavar las tiras con agua destilada y agitacion
para eliminar la solucién fisiolégica que impregna
las tiras. Se realizan 5 lavados de 15 minutos cada
uno. El tiempo total del lavado debe ser de 1 hora y
15 minutos como minimo.

« Telir las tiras con la técnica de coloracion argénti-
cay agitacion constante, hasta visualizacion de ban-
das. El reactivo de coloracién con plata se prepara
en el momento. Se mezclan 25 ml de reactivo ferroso
mas 5-6 gotas de reactivo de plata.

« Se sacan las tiras del colorante y se colocan en agua
destilada con agitacion

« Se procede a la evaluacion cualitativa inicial junto
con la corrida control.

« Luego se realiza la contra-coloracion segun la téc-
nica de Berson (mezcla de cloruro férrico, ferricia-
nuro de potasio y acido oxdlico) que aumenta 10
veces la sensibilidad de la coloracién, preparando la
mezcla en el momento. Se sumergen las tiras unos
segundos hasta obtener la visualizacion de las frac-
ciones proteicas (de color azul) sobre un fondo claro.
« Realizar la evaluacion cualitativa final en conjunto
con los antecedentes del paciente®.

Utilidad clinica

La IFx se utiliza para identificar proteinas particu-
lares, como un CM, a través de conocer su tipo de
cadena pesada y liviana (Figura 1) o para identificar
interferencia como el fibrinégeno, cuando se obser-
va la presencia de una banda homogénea en la zona
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B-y globulina en el proteinograma electroforético de
control y se hace necesario descartar la presencia de
un CM.

Figura 1. Paciente con un CM en suero de tipo
IgG-lambda, tipificado por IFx automatizada en gel
de agarosa.

B

También puede utilizarse como prueba cualitativa
para determinar la presencia de una proteina no
cuantificable por inmunoensayos, como la haptoglo-
bina en la hemoglobinuria paroxistica nocturna®?.
Es especialmente apta para resolver casos dificiles,
como por ejemplo:

o Establecer la identidad inmunolégica de gam-
mapatias biclonales.
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« Establecer la identidad inmunolégica de CM de
baja concentracion.

o Definir la remision completa de la enfermedad, de-
pendiente de confirmar la desaparicién por IFx del
CM original del paciente, gracias a la terapia apli-
cada.

o Definir patrones de oligoclonalidad en la region de
las y-globulinas, como las bandas oligoclonales que
suelen aparecer en el LCR de individuos con escle-
rosis multiple.

o Detectar interferencia que aparecen en las corri-
das electroforéticas como consecuencia del uso de
anticuerpos monoclonales terapéuticos, por ejem-
plo en pacientes con Mieloma Multiple (MM)©, o
por artefactos que responden a su unién a proteinas
plasmaticas, como la albumina, que los transporta
en sangre.

o Estudiar los perfiles electroforéticos atipicos en
pacientes con MM sometidos a trasplante aut6logo
de médula ésea (TAMO), permitiendo detectar la
presencia y estudiar la identidad inmunoldgica de
multiples bandas homogéneas (bandas oligoclona-
les) pos-TAMO (marcador de buen prondstico) y
establecer la clasificacion adecuada segun la guia de
criterios de respuesta al tratamiento aplicado®.
Finalmente, y en base a lo antes mencionado, re-
sulta fundamental para la interpretacion adecuada
de los resultados de la IFx, que el bioquimico tenga
conocimiento del estado general del paciente en el
momento de la toma de muestra, siendo aconsejable
contar con los datos del tratamiento realizado y la
medicacion que recibe.
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Resumen

El linfoma no Hodgkin T/NK nasal es una varian-
te rara y agresiva de linfoma no Hodgkin. Las qui-
mioterapias tipo CHOP son las mds frecuentemente
utilizadas para el tratamiento. Sin embargo, en los
ultimos afios han aparecido reportes de esquemas
diferentes seguidos de trasplante de células progeni-
toras hematopoyéticas, con resultados promisorios.
Reportamos el caso de un paciente con linfoma no
Hodgkin T/NK nasal que recibié tratamiento con
esquema DDGP seguido de trasplante autélogo de
médula 6sea.

Keywords: T/NK lymphoma,
DDGP,
bone marrow transplant

Abstract

Nasal T/NK non-Hodgkin’s lymphoma is a rare
and aggressive variant of non-Hodgkin’s lympho-
ma. CHOP based chemotherapy is the most frequent
treatment. However, during the last years there have
been reports of different chemotherapy regimens,
followed by high dose chemotherapy with stem cell
support, with promising results. We report the case
of a male patient with nasal T/NK non-Hodgkin's
lymphoma, treated with DDGP regimen, followed by
autologous bone marrow transplant.
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Introduccion

El linfoma no Hodgkin T/NK nasal (ENKL) es un
linfoma extranodal, asociado a infeccion por vi-
rus de Epstein-Barr, frecuente en paises asiaticos y
en Sudamérica. Compromete las fosas nasales y el
tracto aerodigestivo superior. La variante no nasal
en general compromete piel, testiculos y tracto gas-
trointestinal. Una tercera variante, leucemia/linfo-
ma agresivo, compromete la médula 6sea e infiltra
otros drganos.

El tratamiento con el esquema CHOP se considera
subdptimo, ya que las células NK expresan la glico-
proteina P de resistencia a multidrogas (MDR P-gli-
coprotein), haciendo que el antraciclico pierda efecto.

En la dltima década se desarrollaron otros esque-
mas como el SMILE® (dexametasona, ifosfamida,
metotrexate, L-asparaginasa y etopdsido) y pos-
teriormente el DDGP (dexametasona, cisplatino,
gemcitabina y PEG-asparaginasa)®, que demostr6
menor toxicidad, mayor sobrevida libre de enferme-
dad y sobrevida global.

El trasplante autélogo de células progenitoras he-
mopoyéticas (CPH) como consolidacién en primera

IMAGENES EN HEMATOLOGIA

linea es objeto de debate, sobre todo para los esta-
dios tempranos I y I1®.

Caso clinico

Paciente de 44 afios. En julio de 2021 consult6 por
lesion en fosa nasal izquierda, dolorosa y sangran-
te, que dificultaba la respiracion y se extendia a la
piel de la nariz (Figura 1). Se realizo rinoscopia con
biopsia de cornete, cuyo resultado revel6 un linfoma
de células T/NK nasal, siendo su inmunohistoqui-
mica:

« CD3+ en poblacion linfoide de nucleos media-

nos a grandes.

« CD 10 y CD20+ en escasos linfocitos maduros

acompafantes.

« BCL-2+

« CD56+

« Ki-67+ 60%

La puncién de médula ésea y el LCR fueron nega-
tivos para enfermedad y la tomografia computada
con contraste descarté otras adenomegalias. Debido
a su regular estado general, no pudo viajar para rea-
lizar un PET TC inicial.

Figural.
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Recibi6 4 ciclos de esquema DDGP mas profi-
laxis triple intratecal en todos ellos. Se realizé ade-
mds toilette quirurgica de la costra de la piel de la
nariz a cargo del Servicio de Cirugia Plastica. Tuvo
excelente tolerancia a la quimioterapia. Como inter-
currencias presentd neutropenia y fiebre de répida
resolucion con antibidticos y G-CSE. El dolor y la
dificultad para respirar cedieron rapidamente luego

del primer ciclo de tratamiento (Figura 2).

Luego realizé consolidacion con trasplante autd-
logo de CPH, utilizdndose esquema de acondiciona-
miento con BEC (bendamustina, etopdsido, ciclo-
fosfamida)(2). Fue dado de alta al dia +12 y continu6
con controles ambulatorios. No presenta evidencias
clinicas de enfermedad, y el examen otorrinolarin-
goldgico continua siendo normal (Figura 3).

Figura 2.

Figura 3
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Discusion

El linfoma no Hodgkin T/NK de nariz es una va-
riante extranodal del linfoma T/NK, de gran agre-
sividad. Se considera que el esquema CHOP y sus
variantes son insuficientes debido a la resistencia a

IMAGENES EN HEMATOLOGIA

los antraciclicos derivada de la glicoproteina-P. Se
han desarrollado esquemas de quimioterapia alter-
nativos, como el SMILE y el DDGP, con o sin radio-
terapia concomitante. El rol del trasplante aut6logo
en primera linea sigue siendo discutido.
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